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RESUMO

INTRODUCAO: Classicamente, o virus mais frequentemente detectado nos casos de
meningite € o Enterovirus (EV). Recentemente, diferentes arbovirus surgiram e se tornaram
endémicos no Brasil, causando principalmente doencas febris agudas, no entanto,
manifestacdes neurologicas também foram relatadas. OBJETIVO: Este estudo teve como
objetivo investigar quais os virus envolvidos na etiologia da meningite e a contribuicdo dos
arbovirus circulantes em Salvador, Bahia, Brasil. METODOS: De junho de 2014 a fevereiro
de 2016, 170 pacientes com suspeita de meningite viral foram identificados por meio de
vigilancia diurna ativa no Hospital Couto Maia (HCM), Salvador-BA, Brasil. Dados
demogréficos e médicos foram coletados por meio de entrevista e revisdo de prontuarios.
Amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) foram investigadas para possivel etiologia viral
por deteccdo direta de &cido nucléico viral: reacdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR) para diferentes arbovirus: virus da dengue (DENV), zika
virus (ZIKV) e virus da chikungunya (CHIKV) e para o EV; e PCR para herpes simples | / 1l
(HSV I/ll), virus varicela zoster (VZV), virus Epstein-Barr (EBV) e citomegalovirus (CMV).
Além disso, o ELISA foi realizado para deteccdo de antigeno DENV IgM e NS1, ZIKV IgM e
CHIKV IgM. RESULTADOS: Os dados demogréficos incluem distribuicdo semelhante entre
0s géneros, maioria afrodescendente, com idade variando de 0 a 73 anos e residente na
Grande Salvador. Trinta e quatro pacientes foram positivos para PCR ou ELISA para pelo
menos um dos virus estudados (prevaléncia global de 20,0%), dos quais arbovirus foram
responsaveis por 76,5%. O DENV foi o agente mais frequentemente detectado (13 casos;
7,6%). Destes, 8 (4,7%) eram DENV1, 2 (1,2%) DENV3 e 3 (1,8%) DENV4. Também
detectamos 6 (3,5%) casos de CHIKV. Apenas 98 amostras estavam disponiveis para o
ELISA de ZIKV e 7 (7,1%) foram positivas. Quatro casos (2,4%) de coinfecgdo viral foram
detectados: DENV1 + CHIKV, DENV1 + EV, DENV4 + ZIKV e CHIKV + ZIKV. Entre as
meningites ndo arbovirais, a etiologia mais comum foi o0 EV (11 casos; 6,5%). Apenas 107
amostras estavam disponiveis para testar os HHV e um (0,9%) foi PCR positivo para o VZV.
N&o foram detectados casos de DENV2, HSV I/ll, EBV e CMV. Todas as amostras testadas
por ELISA para DENV IgM, antigeno NS1 e para CHIKV IgM foram negativas. A prevaléncia
geral de meningite viral ndo foi associada a nenhum histérico médico, caracteristicas

clinicas ou hospitalares, exceto a rigidez do pescoco e uma amostra de liquido



cefalorraquidiano apresentando aspecto ligeiramente turvo ou turvo. Os arbovirus, como um
grupo, estavam associados apenas a rigidez do pescoco. Ter uma amostra de LCR
apresentando um aspecto ligeiramente turvo ou turvo e mais de 5 células/mm?3 foram
variaveis estatisticamente significativas nos casos do ZIKV. Ter <15 anos de idade, uma
amostra de LCR apresentando um aspecto ligeiramente turvo ou turvo e mais de 100
células/mm?® foram variaveis estatisticamente significativas nos casos EV. Nao houve
associacéo entre as caracteristicas estudadas e o DENV, CHIKV ou VZV. CONCLUSOES:
Os arbovirus foram responsaveis pela maioria dos virus identificados entre os pacientes
com suspeita de meningite viral. Em &reas onde eles sdo endémicos, € crucial aumentar a

vigilancia viral e considera-los no diagndstico diferencial de meningite.

Palavras-chave: Meningite viral, Arbovirus, Diagnéstico Molecular, Vigilancia

Epidemioldgica
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ABSTRACT

BACKGROUND: Classically, the most frequently detected virus in meningitis cases is
Enterovirus (EV). Recently, different arboviruses emerged and became endemic in Brazil
mostly causing acute febrile illnesses, however neurological manifestations have also been
reported. AIM: This study aimed to investigate which viruses were involved in the meningitis
etiology and the contribution of the circulating arboviruses in Salvador, Bahia, Brazil.
METHODS: From June, 2014, to February, 2016, 170 patients with suspected viral
meningitis were identified by active day-time surveillance in Couto Maia Hospital (HCM),
Salvador-BA, Brazil. Demographical and medical data were collected through interview and
medical chart review. Their cerebral spinal fluid (CSF) samples were investigated for
possible viral etiology by direct detection of viral nucleic acid: reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) for different arboviruses: dengue virus (DENV), zika
virus (ZIKV) and chikungunya virus (CHIKV), and for the EV; and PCR for herpes simplex /1l
(HSV /), varicella zoster virus (VZV), Epstein-Barr virus (EBV) and cytomegalovirus (CMV).
Also, ELISA was carried out for detection of DENV IgM and NS1 antigen, ZIKV IgM and
CHIKV IgM. RESULTS: Demographics include similar gender distribution, mostly African
descent, age ranging from 0 to 73 and resident in Greater Salvador. Thirty-four patients were
PCR or ELISA positive for at least one of the studied virus (overall prevalence 20.0%), from
which arboviruses accounted for 76.5%. DENV was the agent most frequently detected (13
cases; 7.6%). Of them, 8 (4.7%) were DENV1, 2 (1.2%) DENV3, and 3 (1.8%) DENV4; we
also detected 6 (3.5%) cases of CHIKV. Only 98 samples were available for ZIKV testing and
7 (7.1%) were ELISA positive. Four cases (2.4%) of viral co-infection were detected: DENV1
+ CHIKV, DENV1 + EV, DENV4 + ZIKV, and CHIKV + ZIKV. Among the non-arboviral
meningitis, the most common etiology was the EV (11 cases; 6.5%). Only 107 samples were
available for HHV testing and one (0.9%) was PCR positive for VZV. No cases of DENV2,
HSV I/ll, EBV and CMV were detected. All samples tested by ELISA for DENV IgM and NS1
antigen and for CHIKV IgM were negative. Overall prevalence of viral meningitis was not
associated with any medical background, clinical or hospital course characteristics, except
neck rigidity and a CSF sample presenting slightly turbid or turbid aspect. Arboviruses, as a
group, were associated with neck rigidity only. A CSF sample presenting slightly turbid or
turbid aspect and more than 5 cells/mm?3 were statistically significant variables within the

ZIKV cases. Being <15 years of age, a CSF sample presenting slightly turbid or turbid aspect



and more than 100 cells/mm?3 were statistically significant variables within the EV cases.
There was no association between the studied characteristics and DENV, CHIKV or VZV.
CONCLUSIONS: Arboviruses accounted for the majority of identified viruses among patient
with suspected viral meningitis. In areas where they are endemic it is crucial to increase viral

surveillance and consider them in the differential diagnosis of meningitis.

Keywords: Viral meningitis, Arboviruses, Molecular Diagnosis, Epidemiological surveillance
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1 INTRODUCAO

Recentemente, diferentes arbovirus foram identificados e se tornaram
endémicos no Brasil. Apesar da sua relevancia ja conhecida em doencas febris
agudas, apresentando sinais e sintomas inespecificos, como febre, mal-estar,
mialgia e artralgia, os arbovirus também estdo associados a manifestacdes
neuroldgicas nos ultimos anos. Portanto, a inclusdo de arbovirus no diagndstico
diferencial de infeccbes do sistema nervoso central (SNC) tem sido considerada
cada vez mais importante ao longo dos anos, especialmente em regides endémicas.

O diagndstico das meningites virais é feito com base na clinica e de maneira
presuntiva. Ainda assim, como a equipe médica ndo tem garantias sobre o
diagnéstico, opta pelo uso empirico de antibiéticos. Dessa maneira, se o diagnoéstico
das meningites virais fosse feito na rotina, a situagdo seria proveitosa para o
paciente, para o0 médico e para o sistema de saude como um todo. O paciente ndo
precisaria se submeter a uma terapia desnecessaria que, inclusive, aumentaria o
tempo de estadia no hospital; o médico teria certeza do diagnostico e néo ficaria na
davida quanto a prescrever ou ndo os antibioticos; o sistema de saude economizaria
milhares de reais por cada paciente que tivesse um diagnéstico preciso e reduziria
as chances do desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana na populagéo.

Infelizmente, essa ndo é uma pratica comum, e a deteccdo e caracterizacao
dos virus envolvidos nos casos de meningite viral continuam sendo feitas apenas no
ambito da pesquisa. O fato € que os virus estdo presentes de maneira ubiqua no
Nnosso meio e, apesar de comumente nao causarem doenca grave, iISSO € uma
possibilidade. Assim como ja existe todo um arsenal de métodos diagndsticos e
terapéuticos para combater as bactérias, quanto antes for possivel, ao menos,
diagnosticar os virus com precisao, melhor para todos.

A rapida identificacdo do agente etiol6gico nas meningites virais pela técnica de
PCR contribui para a melhoria da saude publica, pois gera impactos na escolha da
conduta terapéutica da doencga, reduz o uso da antibioticoterapia empirica e o tempo

de internamento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MENINGITE

2.1.1 Definicao

O termo meningite refere-se a inflamacgéo da aracnoide, da pia-mater (Figura
1) e do liquido cefalorraquidiano (LCR). O processo inflamatorio se estende por todo
0 espaco subaracnoideo em torno do cérebro e da medula espinhal e habitualmente
compromete os ventriculos (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

substancia
substancia cinzenta

branca

caixa craniana

ganglio nervoso

pia-mater
aracndide

dura-mater

CEREBRO MEDULA ESPINAL

Figura 1. Esquema mostrando as trés meninges que recobrem o sistema nervoso central:
cérebro e medula espinhal.
Fonte: http://cistosaracnoide.org/images/anatomia/cerebro/meninges2.png

2.1.2 Etiologia

Entre as etiologias podemos destacar bacterianas, confirmadas pelo
crescimento bacteriano na cultura do liquido cefalorraquidiano (LCR), e as
assépticas, que incluem uma gama de outros agentes, tais como virus, fungos,
farmacos, neoplasias malignas e doencas autoimunes.

Os microrganismos mais frequentemente responsaveis pela meningite
bacteriana adquirida na comunidade sado o Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis, Streptococcus agalactiae (ou Streptococcus do grupo B) e Listeria
monocytogenes. A N. meningitidis € o agente etioldgico associado as epidemias
recorrentes e aos surtos (LONGO et al., 2013).

As meningites assépticas sao definidas como uma sindrome aguda ou

subaguda de inflamacdo das meninges, sem evidéncia de infecgcdo bacteriana
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piogénica em testes microbiol6gicos. As meningites virais s80 as principais
representantes das meningites assépticas e podem ocorrer em qualquer idade, no
entanto, € mais comum entre as criancas (LOGAN e MACMAHON, 2008;
GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

Além da meningite viral, a meningite asséptica também pode apresentar
outras causas infecciosas, ou ainda, ndo infecciosas. As causas infecciosas nao
virais S0 incomuns ou raras, em comparagdo com a meningite viral ou supurativa
aguda, e incluem bactérias, como o Treponema pallidum e o Mycobacterium
tuberculosis; fungos como o Cryptococcus neoformans e a Candida sp.; e
protozoarios como o Toxoplasma gondii. Entre as causas nado infecciosas, podem
ser citadas a hipersensibilidade a drogas; doencas sistémicas como o lapus
eritematoso sistémico e a sarcoidose; doencas neoplasicas como a meningite de
carcinoma metastatico e tumores do SNC; além de processos inflamatorios que
comprometem estruturas do SNC, como a meningite quimica subsequente a
mielografia e a vasculite cerebral granulomatosa (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

Os virus mais comumente associados com as meningites pertencem a trés
familias: Picornaviridae, Herpesviridae e Flaviviridae. Entre os Picornaviridae,
destaca-se o0 género Enterovirus (EV) e seus representantes: os Echovirus (ECV 3,
4e, 6, 9, 11, 75, 21 e 30), os Poliovirus (PV) e os Coxsackievirus (CV) dos grupos A
e B 1,2 (Meningites virais, 2006). A familia Herpesviridae inclui os virus do herpes
humano (HHV) tipos 1 a 6 e foi associada a condicdes de imunodeficiéncia. Entre os
Flaviviridae, destaca-se o género Flavivirus e seus representantes: virus da
encefalite japonesa (JEV), virus da Encefalite de Saint-Louis (SLV), virus da dengue
(DENV) e virus Zika (ZIKV) (Quadro 1). (SOLOMON et al.,, 2000; GOLDMAN e
AUSIELLO, 2011; PUTZ et al., 2013; ACEVEDO et al., 2017; DE OLIVEIRA et al.,
2017; MARINHO et al., 2017; PRADHAN et al., 2017).

Os arbovirus (do inglés, arthropod-borne viruses) séo virus cuja transmissao
se da através de mosquitos, carrapatos ou outros artrépodes. No caso dos arbovirus
agui tratados, a transmissao se da pela picada dos mosquitos infectados do género
Aedes sp., A. aegypti e/ou A. albopictus,

Muitos Flaviviridae sao arbovirus, (do inglés, arthropod-borne viruses), que
sdo virus cuja transmissdo se da através de mosquitos, carrapatos ou outros
artrépodes. No caso dos arbovirus aqui tratados, a transmissao se da pela picada

dos mosquitos infectados do género Aedes sp., A. aegypti e/ou A. albopictus.
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Quadro 1. Epidemiologia e transmissdo da meningite viral.

Enterovirus Herpesviridae Flaviviridae
Subtipos Echovirus 30, 11, 9, | HSV-1, HSV-2, CMV, | DENV 1-4, SLEV,
6, 7,18, 16, 71, 25 EBV, vzV JEV
Coxsackievirus B2,
A9, B1, B3, B4
Incidéncia 85-95% 0,5-3%
Transmissdo | Fecal-oral - | Contato com a | Inoculagdo cuténea
estbmago - viremia | mucosa de pessoas | (vetor) > replicacéo
infectadas local > tecido
linfatico

HSV-1/2: virus do herpes simplex tipos 1 e 2; CMV: citomegalovirus; EBV: virus Epstein-
Barr; VZV: virus da varicela zoster; DENV: virus da dengue; SLEV: virus da encefalite
de Saint Louis; JEV: virus da encefalite japonesa. Traduzido e modificado de PUTZ et
al. (2013)

Assim, outros arbovirus de outras familias, como o Chikungunya (CHIKV),
podem co-circular em areas onde ha transmissdo do DENV e ZIKV, por exemplo.
ManifestacBes neuroldgicas associadas a estes arbovirus tém sido relatadas cada
vez mais frequentemente na literatura ao longo dos ultimos anos (SOLOMON et al.,
2000; ACEVEDO et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2017; MARINHO et al., 2017;
PRADHAN et al., 2017). Portanto, a inclusdo dos arbovirus no diagnéstico diferencial
das infecgbes do SNC tem sido considerada cada vez mais importante ao longo dos

anos, especialmente em regides epidémicas.

2.1.3 Manifestacdes clinicas

A infeccdo aguda das meninges se apresenta com a combinacao
caracteristica de febre, dor de cabeca e meningismo. O meningismo consiste na
triade: dor de cabeca, fotofobia e rigidez de nuca. Frequentemente, estes sintomas
sdo acompanhados por outros sinais de irritacdo meningea, incluindo o sinal de
Kernig (no qual a extensédo do joelho com o quadril flexionado causa espasmo nos
musculos isquiotibiais) e o sinal de Brudzinski (no qual a flexdo passiva do pescoco
causa a flexdo dos quadris e joelhos). O meningismo nao é especifico da meningite
e pode ocorrer em pacientes com hemorragia subaracnoidea (DAVIDSON et al.,
2014).

A maioria dos sinais e sintomas da meningite sdo indistinguiveis entre a
meningite bacteriana e viral: cefaleia, fotofobia, febre e rigidez de nuca, podendo ser

acompanhados por nauseas e vomitos. No entanto, a gravidade varia de acordo com
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0 agente etioldgico, assim como a presenca de outras caracteristicas, tais como o
rash. A cefaleia quase sempre esta presente e, com frequéncia, caracteriza-se pela
sua localizacdo frontal ou retro-orbitaria e por estar frequentemente associada a
fotofobia e a dor nos movimentos oculares. Podem apresentar ainda mal estar,
mialgia e anorexia. Letargia leve e sonoléncia também sao frequentes. Ainda pode-
se observar, de maneira rara, convulsédo, rebaixamento do nivel de consciéncia e ou
sinais neurologicos focais, que indicam comprometimento encefélico. (DAMIANI et
al., 2012; LONGO et al., 2013; DAVIDSON et al., 2014).

Na maioria dos casos, a infec¢do viral € benigna e autolimitada, sendo
necessarias apenas medidas de suporte clinico. Normalmente, a recuperac¢ao ocorre
dentro de alguns dias (R. KUMAR, 2005; LOGAN e MACMAHON, 2008; DAMIANI et
al., 2012; DAVIDSON et al., 2014).

2.1.4 Diagnéstico

A distin¢do clinica entre meningites virais e bacterianas € muito dificil, e o
diagnoéstico diferencial é feito a partir da analise do LCR, utlizando-se testes
bioquimicos e microbiolégicos.

O LCR tem como principais funcbes a protecdo mecanica do SNC e a
remocdo de metabdlitos através da sua drenagem em massa. Mais recentemente,
tém-se sugerido o papel do LCR, bem como do tecido que o secreta — o0 plexo
coroide —, no desenvolvimento, homeostase e reparacdo do SNC (REDZIC et al.,
2005). Ele circula no espaco subaracnoide, localizado entre as membranas pia-
mater e aracnoide, e € coletado através de pung¢éo lombar (PL).

A PL é indicada quando ha a necessidade de investigar ou excluir meningite e
a sua etiologia; excluir hemorragia subaracnoide na presenca de dor de cabeca
severa e aguda; investigar desordens neuroldgicas [tais como a esclerose multipla, a
sindrome de Guillian Barré (SGB) e a polineuropatia desmielinizante]; ou ainda
administrar medicamentos ou agentes diagndsticos (tais como anestesia espinhal,
guimioterapia e antibibticos intratecais, meio de contraste para a mielografia)
(DOHERTY e FORBES, 2014).

Para a execucdo da PL, o paciente deve, preferencialmente, estar em
decubito lateral, com as vértebras alinhadas em um plano horizontal, a cabeca em
uma posicdo neutra e o0s joelhos flexionados. Apos a esterilizagdo do local,

administra-se um anestésico local, e a puncdo deve ser feita, preferencialmente,
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entre as vertebras L3 e L4. A agulha deve passar pela pele, tecido subcutanea,
ligamento supraespinhal, ligamento interespinhal, ligamentum flavum, espaco
epidural, as meninges dura-mater e aracnoide, e, finalmente alcancar o espaco
subaracnoide. Ela deve ser inserida em um angulo que permita a sua passagem
pelos processos espinhais (DOHERTY e FORBES, 2014) (Figura 2).

Liquido cefalorraquidiano

Exame LCR

i |

L eSs———

Figura 2. A puncgédo lombar é, geralmente, feita com o paciente deitado, e a coleta € feita,
preferencialmente, entre as vértebras lombares L3 e L4.

Fonte: https://static.tuasaude.com/img/ex/am/exames-que-confirmam-a-meningite-1-640-
427 .jpg

O LCR de pacientes normais € limpido, incolor, contém até 4 células/mm3 e o
nivel de glicose equivale a dois tercos do nivel sanguineo (Quadro 2). Em casos de
meningite viral, o LCR é bastante similar ao de uma pessoa sadia, podendo,
inclusive, estar “normal” (DAWOOD et al., 2014). Nas infec¢bes bacterianas, ele
apresenta alterac6es mais proeminentes e sugestivas de envolvimento bacteriano
(DAMIANI et al., 2012).

A diferenciacdo bioquimica do LCR entre meningites virais e bacterianas é
mostrada no Quadro 2. Alguns critérios clinicos e marcadores bioquimicos, tais
como lactato, procalcitonina e interleucinas, tém sido pesquisados na tentativa de
diferenciar a meningite viral da bacteriana, no entanto, os resultados nao foram

satisfatorios e esse topico permanece em discussédo (R. KUMAR, 2005; DUBOS et
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al., 2007; LOGAN e MACMAHON, 2008; VIALLON et al.,, 2011; DAMIANI et al.,
2012; BELOGUROV et al., 2016; GARCIA-HERNANDEZ et al., 2016; HENRY et al.,
2016; NAZIR et al., 2018).

Quadro 2. Caracteristicas do LCR normal, com infeccdo bacteriana e viral.

Critérios Normal Meningite Viral Menlnglte
Bacteriana
Aspecto Limpido Opalescente Purulento
Levemente
Cor Incolor . Turvo
xantocromico
. . . . Pleocitose Pleocitose
3
Citologia Até 4 células/mm moderada evidente

Linfécitos: 50-70%

Monbcito: 30-50% Linfomonocitario Neutrofilia

Citomorfologia

Normal ou
Proteinorraquia Até 40 mg/dL discretamente Aumentado

aumentado
Clororraguia 118-130 mEq/L - -
Glicorraquia 50-80 mg/dL (2/3 da sérica) Normal Diminuida
Pressio de DL: 5-20 cmH,0 (3,5-15 mmHg)

Sentado: até 45 cmH,0 (33 Normal Aumentada
abertura
mmHgQ)

LCR - liquido cefalorraquidiano; DL — decubito lateral.
Fonte: (DAMIANI et al., 2012).

O diagndstico presuntivo das meningites bacterianos pode ser feito a partir do
esfregaco corado pelo Gram, para o diagnostico de meningite bacteriana é
necessario um periodo entre 48 e 72 horas para a obtencéo do resultado de cultura
(DUBOS et al., 2007). E importante verificar se o paciente ndo fez uso de
antibiéticos antes da puncédo lombar, o que pode levar a resultados microbiolégicos
falso-negativos (DAVIDSON et al., 2014).

O diagndstico das meningites virais ndo € uma pratica rotineira nos
laboratorios de andlises clinicas, mesmo naqueles localizados dentro de hospitais
devido a indisponibilidade do isolamento viral em culturas celulares e a métodos
sorolégicos, ainda que apresentem baixa acuracia. Recentemente, o uso de técnicas
moleculares tem sido proposto como novo padrao-ouro para o diagndstico molecular
das meningites, particularmente, para o diagnostico das infec¢des virais (RAMERS
et al., 2000; DAMIANI et al., 2012).

METODOS MOLECULARES
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Diversos métodos podem ser utilizados no diagnostico molecular das
infecgcbes, sendo o principal a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés,
polimerase chain reaction). Este meétodo consiste na multiplicacdo exponencial
(amplificacdo) do DNA viral a fim de facilitar a sua deteccéo. A mistura de reagentes
da PCR inclui a DNA polimerase, os quatro desoxinucleotideos trifosfatados (ANTPs),
um par de oligonucleotideos iniciadores da reacdo (do inglés, primers), tampao e
cofator da enzima, além do DNA alvo propriamente. Para virus com o genoma RNA,
uma etapa denominada transcricdo reversa (RT, do inglés, reverse transcription)
deve ser realizada antes da PCR. Nesta etapa um DNA complementar (cDNA) é
sintetizado a partir do RNA viral e este € amplificado pela PCR. O diagnéstico pode
ser confirmado pela deteccdo do material amplificado, “amplicon”, sob a forma de
“‘bandas” apos eletroforese em um gel de agarose ou poliacrilamida, corado com
intercalante fluorescente e visualizado sob a luz ultravioleta. Para melhorar a
sensibilidade e especificidade deste método, diferentes alternativas vém sendo
avaliadas, como por exemplo, o uso de diferentes polimerases, a realizacdo da RT-
PCR em uma Unica etapa (one step RT-PCR) e a PCR aninhada (do inglés, nested
PCR). Esta ultima corresponde a amplificacdo do DNA alvo em duas reacdes
sucessivas com pares de primers externos e internos, respectivamente.

Além dos métodos baseados na PCR convencional descrita acima, foram
desenvolvidas outras PCRs capazes de detectar e quantificar os acidos nucléicos,
além de minimizar o risco de contaminacdo cruzada entre as amostras. O principal
método com estas caracteristicas € a PCR em tempo real (rtPCR, do inglés, real
time PCR). Este método baseia-se na deteccdo e quantificacdo da fluorescéncia
produzida pela incorporacdo de um intercalante ou pela hidrélise de um
oligonucleotideo marcados com fluoréforo (sonda) durante a amplificacdo. A
deteccdo € realizada durante a rtPCR, diretamente no tubo, sem a necessidade de
eletroforese.

Além disso, o método de sequenciamento de DNA e andlise filogenética

também podem ser utilizados para a tipagem viral.

2.1.5 Epidemiologia das meningites virais
Desde a implantacdo das vacinas para 0s principais agentes bacterianos
(Haemophilus influenza, Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumoniae) houve

uma reducgdo significativa na incidéncia das meningites bacterianas e um aumento
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relativo da importancia das meningites assépticas nos ultimos anos. Atualmente,
cerca de 50% dos casos de meningite sdo assépticas, chamando a atencao para as
causas virais, fdngicas, por farmacos, neoplasias malignas e doencas
reumatoldgicas e de etiologia nédo especificadas (R. KUMAR, 2005; MACHADO et al.,
2007; DAMIANI et al., 2012).

No Brasil, entre 2010 e 2015, foram notificados 109.482 casos de meningite
em nivel nacional, dos quais 47.975 casos (43,8%) foram declarados como sendo de
etiologia viral (SINAN). Entretanto, para a maioria dos casos nao ha identificacéo do
agente etiologico e o diagndstico é presuntivo (Meningites virais, 2006). Além disso,
a vigilancia epidemioldgica fica impossibilitada de identificar surtos e adotar medidas
de prevencao adequadas (Meningites virais, 2006).

Segundo a literatura recente, a taxa de deteccdo do EV varia entre 3,4% e
18% (TAN et al., 2010; DUPUIS et al., 2011; OTHMAN et al., 2016; SADEGHI et al.,
2017). Dentre os agentes detectados nos casos de meningite viral, este virus é
responsavel por 32,6% a 70,1% dos casos (BASTOS et al., 2014; Al et al., 2017; DE
OLIVEIRA et al., 2017; HASBUN et al., 2017; KAMINSKI et al., 2017).

Embora eles s6 tenham testado 20% das amostras, e principalmente por
cultura, BANNIETTIS et al. (2017) identificaram, em criangas, que as infecgdes virais
do SNC sao 7,5 vezes mais frequentes do que as bacterianas, e os EV foram os
anicos virus isolados.

Em um estudo realizado no Hospital Couto Maia, referéncia do estado da
Bahia para doencgas infecciosas, SILVA et al. (2002) obtiveram uma taxa de
deteccdo de 44,6% (50/112), e o EV foi responsavel por 84% dessa positividade.
Eles ndo detectaram nenhum arbovirus. Para a deteccdo do EV, eles utilizaram
tanto o PCR quanto a cultura de LCR e/ou fezes.

DE CROM et al. (2012) analisam casos de meningite causados pelo EV com
auséncia de pleocitose no LCR. Em alguns casos, o genoma viral ndo foi detectado
no LCR, mas sim nas fezes e/ou swab de garganta. Os autores concluiram que,
especialmente em criangas jovens, a auséncia de pleocitose nao justifica a excluséo
do diagnostico de meningite pelo EV.

Em geral, a taxa de isolamento e deteccdo de EVs em amostras esporadicas
€ menor que aquelas observadas em surtos, indicando que estes virus tendem a
disseminar-se rapidamente na comunidade. Em trabalhos que fizeram a

caracterizagdo molecular de agentes virais envolvidos em surtos de meningite pelo
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mundo, h& experiéncias em que o diagndstico foi realizado a partir da cultura (CHOI
et al., 2010; TSAl et al., 2011; CHEN et al., 2013) ou diretamente do LCR (KIM et al.,
2012; MARTINEZ et al., 2012).

Em relagcéo a familia Herpesviridae, a taxa de deteccdo dos virus foi de 2,8%
para os HSV 1-2; 0,5% a 1,9% para o VZV; e 3,6% para o EBV (DUPUIS et al.,
2011; ZEYTINOGLU et al., 2017). Entre os casos positivos, a propor¢ado dos virus
dessa familia foi de 2,3% a 8,2% para o HSV 1; 12,0% a 13,6% para o VZV; 22,4%
para o EBV; e 18,4% para o CMV (BASTOS et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2017,
KAMINSKI et al., 2017)

A deteccdo do DENVs varia de 4,2% a 13,5% (SOLOMON et al.,, 2000;
JACKSON et al., 2008; SOARES et al., 2011; BASTOS et al., 2014), e ela pode
ocorrer mesmo sem a presenca de caracteristicas classicas da dengue (SOLOMON
et al., 2000).

LEWTHWAITE et al. (2009) detectaram CHIKV em amostras de plasma de
14,0% (8/58) de criancas com suspeita de infeccdo do SNC na india, e também foi
detectado no CSF de 3 criancas.

A presenga do ZIKV no SNC tem sido descrita por diversos autores
(NICASTRI et al.,, 2016; ACEVEDO et al.,, 2017; DA SILVA et al.,, 2017; DE
BROUCKER et al.,, 2017; PARDIGON, 2017; PRADHAN et al.,, 2017), incluindo
casos de meningite/encefalite (CARTEAUX et al., 2016; DA SILVA et al.,, 2017,
PRADHAN et al., 2017; SCHWARTZMANN et al., 2017)

2.2  AGENTES VIRAIS CLASSICAMENTE ASSOCIADOS AS MENINGITES

2.2.1 Enterovirus (EV)

DESCRICAO VIRAL: CLASSIFICACAO E ORGANIZACAO GENOMICA

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, do inglés
International Committee on Taxonomy of Viruses), a familia Picornaviridae é
composta por 16 géneros, entre eles, o Enterovirus (EV) que séo considerados os
principais agentes responsaveis pelos casos de meningite viral no mundo com um

espectro da infeccdo que varia desde infecgbes assintomaticas, doencas
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respiratorias leves, até casos mais graves de meningoencefalite (DE CROM et al.,
2012).

Os EVs séao virus pequenos, ndo envelopados, com genoma RNA de fita
simples, com polaridade positiva e aproximadamente 7,5 kb de tamanho. Contém
uma unica fase de leitura aberta (ORF, do inglés open reading frame), flanqueada
por duas regibes nao traduzidas (UTRs, do inglés untranslated regions), 5’ e 3’
terminais (Figura 3). A ORF codifica uma poliproteina que é clivada dando origem as
diversas proteinas estruturais e néo estruturais (RACANIELLO, 2007; MIYOSHI et al.,
2013).

S'UTR

gt b X ' Cauda Poli-A
3'UTR

lTradugﬁo e Processamento

Capsideo Proteinas nao-estruturais

P1 P2 P3
vrPa VP2 vP3 vPi 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D

Figura 3. Esquema do genoma dos Enterovirus (adaptado de (LIN et al., 2009).

Tradicionalmente, os EVs sao divididos, com base nas diferencas entre os
virus quanto a sua antigenicidade, aos hospedeiros acometidos e ao seu potencial
patogénico, em cinco subgéneros: Poliovirus (PV), Coxsackievirus (CV) do grupo A
(CVA), CV do grupo B (CVB), Echovirus (E) e os “novos” Enterovirus (EV). Cada
subgénero contém varios sorotipos Unicos, que podem ser distinguidos com base na
neutralizacdo de antissoros especificos. No total, sdo mais de 90 sorotipos ja
identificados (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011; KNIPE e HOWLEY, 2013; LONGO et
al., 2013). Mais tarde, a partir da analise molecular do seu genoma, 0s sorotipos dos
virus ndo-polio vém sendo classificados nas espécies EV A-J (ICTV, 2012). Alguns
dos sorogrupos sdo endémicos e outros sdo sazonais, produzindo epidemias
periodicas (FARIAS et al., 2011).

APRESENTACAO CLINICA
A maioria das infeccbes por PV é assintomatica. Apos um periodo de

incubacéo de 3 a 6 dias, cerca de 4% a 8% dos pacientes desenvolvem poliomielite
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abortada, doenca leve evidenciada por febre, mal-estar, dor de garganta, anorexia,
mialgia e cefaleia, com ou sem sinais gastrointestinais. Em geral, essa condi¢ao
regride em 3 dias. Cerca de 1% dos pacientes desenvolvem meningite asséptica. A
apresentacao clinica menos comum é a poliomielite paralitica, na qual, depois de
uma a varios dias, os sinais e sintomas da meningite asséptica sdo seguidos por
dores graves nas costas, no pesco¢o, nos musculos e pelos desenvolvimento rapido
ou gradativo de fraqueza motora. A dor muscular € um reflexo do crescimento viral
neste tecido (KNIPE e HOWLEY, 2013; LONGO et al., 2013).

A paralisia causada pelo PV pode ser classificada em espinhal ou bulbar, a
depender do grau de acometimento. A paralisia espinhal afeta a medula espinhal, e
apresenta-se como assimétrica, flacida e limitada as extremidades e tronco e varia
de uma fraqueza leve a quadriplegia. A poliomielite bulbar tem o envolvimento dos
nervos cranianos motores ou do tronco encefalico, centro medular que controla a
respiracdo e o sistema vasomotor, podendo levar a dificuldade de engolir, falar, ao
comprometimento respiratorio. O comprometimento autonémico também pode ser
observado como anormalidades na transpiracdo, miccédo, defecacdo e controle da
pressao arterial. A forma espinhal pode se tornar associada a forma bulbar, levando
a polio bulboespinhal (KNIPE e HOWLEY, 2013).

Outros EVs, além do PV, podem causar poliomielite ou paralisia flacida aguda.
O EV71 é tido como o EV neurotropico mais virulento no periodo pés-erradicacdo do
PV, inclusive com envolvimento bulbar (KNIPE e HOWLEY, 2013).

Pelo menos 50% a 80% das infec¢des por EVs ndo-pdlio sdo assintomaticas,
as infecgbes assintomaticas costumam se manifestar como doencas febris,
indiferenciadas e de curta duracdo, frequentemente acompanhadas de sintomas
relacionados ao trato respiratério superior ou um dos varios tipos de exantema; no
entanto, uma enorme gama de sindromes clinicas pode ser observada. Algumas
sindromes pode ser causadas por varios sorotipos, enquanto outras sao
predominantemente causadas por certos subgrupos ou sorotipos (GOLDMAN e
AUSIELLO, 2011; KNIPE e HOWLEY, 2013; LONGO et al., 2013).

A apresentacao clinica mais comum das infec¢cdes por EV € uma doenca
febril inespecifica, que se apresenta como febre de inicio subito, mal-estar e cefaleia,
podendo também apresentar sinais e sintomas associados as vias respiratorias
superiores (resfriado comum, laringotrageuobronquite, epiglotite), além de nauseas e

vomitos. Enquanto as infec¢cbes causadas por outros virus respiratorios sdo mais
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comuns no final do outono e no inicio da primavera, a esta doenca febril inespecifica
causada pelo EV (e também chamada de gripe do verdo), comumente ocorre no
verao e no inicio do outono (KNIPE e HOWLEY, 2013; LONGO et al., 2013).

A doenca da mao-pé-boca apresenta-se com febre, anorexia e mal-estar,
seguidas por dor de garganta e vesiculas na mucosa oral, e depois pelo
aparecimento de lesdes vesiculosas dolorosas no dorso das méos. Estas, em geral,
regridem no decorrer de uma semana, mas a doenca pode apresentar complicacdes
graves, incluindo doenca do SNC, miocardite e hemorragia pulmonar (KNIPE e
HOWLEY, 2013; LONGO et al., 2013).

A pleurodinia, ou doenga de Bornholm, caracteriza-se por febre de inicio
subito e espasmos de intensa dor toracica pleuritica ou abdominal alta. Estes podem
durar de 15 a 30 minutos e estdo associados a sudorese e taquipneia, sem, no
entanto, apresenta fraqueza muscular. Nos lactentes, ocorrem enteroviroses mais
graves, que se assemelham a sepse bacteriana, com febre, irritabilidade e letargia.
Dados laboratoriais mostram leucocitose com desvio a esquerda, trombocitopenia e
funcdo hepatica alterada. Os EVs podem, ainda, causar herpangina, miocardite e
pericardite, exantemas, conjuntivite hemorragica aguda e outras manifestacdes
(KNIPE e HOWLEY, 2013; LONGO et al., 2013).

Quadro neurolégico

A caracteristicas clinicas da meningite enteroviral em criancas mais velhas e
em adultos comegcam muitas vezes abruptamente com cefaleia, febre e rigidez de
nuca. Em alguns pacientes, a evolugdo é bifasica, com fase prodrémica inicial
caracterizada por febre de baixo grau (associada ao sintomas constitucionais) e
sintomas inespecificos (mal estar, dor de garganta, diarreia), seguida por uma
segunda fase na qual ha comprometimento meningeo, com desenvolvimento de
febre mais alta, nausea, vomito, mialgia, fotofobia e rigidez cervical. Podem
apresentar faringite e calafrios. O meningismo, quando presente, varia de brando a
grave, e os sinais de Kernig e Brudzinski estdo presentes em cerca de um terco dos
individuos acometidos (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011; KNIPE e HOWLEY, 2013).

Anormalidades ndo-neurolégicas associadas aos EVs podem ser observadas,
tais como o rash, e podem ser uteis no diagnéstico (KNIPE e HOWLEY, 2013).
Podem ainda coexistir outras sindromes enterovirais. A sua evolugdo clinica é

geralmente benigna e os sintomas regridem em uma semana em criancas e podem
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continuar durante véarias semanas nos adultos (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011,
KNIPE e HOWLEY, 2013).

DIAGNOSTICO

A celularidade do LCR costuma estar entre 10 e 500 células/mm3, mas pode
exceder 1.000 células/mms3. Niveis menores que 10 células/mm3 sdo observados em
poucos casos. Logo no inicio do processo, costuma haver maior proporcdo de
neutroéfilos no LCR, mas na contagem diferencial ha, invariavelmente, predominancia
de linfécitos em 1 a 2 dias. Até 15% dos pacientes, mais comumente lactentes de
pouca idade, podem apresentar uma contagem normal de leucdcitos no LCR. De
modo geral, os niveis de glicose do LCR estdo normais, e 0os de proteina podem
estar normais ou levemente aumentados (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011; LONGO
et al., 2013).

O diagndstico dos EVs preconizado pela OMS é realizado através do
isolamento em cultura para observacao do efeito citopatico (ECP); e/ou por sorologia,
sendo principalmente utilizados a imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste de
neutralizagdo (TN). Entretanto, a taxa de isolamento viral é baixa, necessitando de
métodos mais sensiveis. Deste modo, cada vez mais estudos vém avaliando o uso
de métodos moleculares como padréo-ouro para o diagnéstico dos EVs.

O principal alvo diagnéstico tem sido a 5’UTR, por ser a regido mais
conservada do genoma viral, enquanto a regido VP1 é utilizada para a genotipagem.
N&o ha consenso na literatura em relacdo ao método a ser utilizado, mas ha uma
tendéncia na utilizacdo do real time PCR devido as suas caracteristicas (eficiéncia,
baixo risco de contaminacao, velocidade, ampla aplicabilidade devido a possibilidade
de deteccao qualitativa, quantitativa e genotipagem). Alguns autores preferem partir
do sobrenadante da cultura, enquanto outros partem diretamente do LCR. Além
disso, poucos trabalhos apresentam resultados de validacdo dos métodos (NINOVE
et al.,, 2011; NOLTE et al., 2011; VOLLE et al., 2012).

Em relacdo a genotipagem, procede-se com o0 sequenciamento e analise
filogenética da regido variavel VP1. Todavia, cerca de 30% dos isolados s&o
classificados como néo-tipaveis pela incapacidade de “anelamento” dos primers com

esta regiao e amplificagéo do alvo.
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2.2.2 Herpesviridae (HHV)

DESCRICAO VIRAL: CLASSIFICACAO E ORGANIZACAO GENOMICA

A familia Herpesviridae é composta por 3 subfamilias, Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (ICTV, 2012). Na subfamilia
Alphaherpesvirinae sdo encontrados 0s géneros Simplexvirus, no qual estédo
incluidos os herpesvirus humanos 1 e 2 (HHV-1 e HHV-2, do inglés, Human
herpesvirus 1, 2), antes denominados virus simples do herpes (HSV-1 e HSV-2, do
inglés, Herpes simplex virus 1, 2); e Varicellovirus, que inclui o HHV-3, antes
denominado VZV (do inglés, Varicella zoster virus). Na subfamilia Betaherpesvirinae
sao encontrados os géneros Citomegalovirus, que inclui o HHV-5, antes denominado
CMV (Citomegalovirus); e Roseolovirus, que inclui os HHV-6A, HHV-6B e HHV-7. E,
finalmente, na subfamilia Gammaherpesvirinae encontra-se 0S géneros
Lymphocryptovirus e Rhadinovirus. O HHV-4, antes designado EBV (do inglés,
Epstein-Barr virus) pertence ao género Lymphocryptovirus, enquanto, o HHV-8,
herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (ou KSHV) pertence ao género
Rhadinovirus (ICTV, 2012).

Os herpesvirus apresentam particula viral relativamente grande, envelopada.
Esta entre os, com cerca de 150 Kb, e é representado por um Unico segmento de
DNA de fita dupla linear que codifica mais de 70 ORFs. Devido a sua complexidade,
varios métodos e alvos tém sido utilizados para pesquisa da familia e de seus

membros.

APRESENTACAO CLINICA

A gengivoestomatite, usualmente causada pelo HSV-1, ocorre mais
frequentemente em criangcas com menos de 5 anos. E caracterizada por febre, dor
de garganta, edema de faringe e eritema, seguidos pelo desenvolvimento de lesdes
vesiculares ou ulcerativas na mucosa oral ou faringea. As infec¢des recorrentes de
orofaringe sdo mais frequentemente manifestadas como herpes simples labialis e
usualmente aparecem na transicdo cutaneomucosa do labio superior. Séao
desencadeadas por febre, estresse, exposicdo a luz ultravioleta, entre outros
(GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

O herpes genital é classicamente associado ao HSV-2, com uma frequéncia

crescente de casos associados ao HSV-1. A doenca primaria se associa com febre,
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mal-estar, anorexia e adenopatia inguinal bilateral. Infec¢Ges recorrentes podem ser
angustiantes e apenas um terco dos individuos infectados ndo tem ou tem poucas
recorréncias clinicas (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

A varicela, causada pelo VZV, caracteriza-se por um exantema generalizado,
de distribuicdo centripeta; méculas eritematosas, papula, vesiculas, e lesbes
escoriativas podem estar presentes ao mesmo tempo. Nos pacientes
imunocomprometidos, a doenca é frequentemente grave. A reativacdo do virus
causa a erupcao cutanea conhecida como herpes zoster (GOLDMAN e AUSIELLO,
2011).

O CMV pode causar (1) infeccdo congénita e neonatal, com microcefalia,
calcificacdo intracerebral, hepatoesplenomegalia e exantema; (2) infeccdo em
receptores de transplante, com a presenga da “sindrome CVM”, caracterizada por
febre, neutropenia, linfocitos atipicos, e hepatoesplenomegalia; (3) infeccdo em
imunocompetentes, que geralmente € assintomatica, mas em alguns pacientes pode
se assemelhar a mononucleose infecciosa, mas com minimas faringite e
linfoadenopatia (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

A maioria dos casos de infeccdo aguda pelo EBV é clinicamente silenciosa. A
sindrome da mononucleose infecciosa consiste em uma triade clinica de febre, dor
de garganta e linfoadenopatia, em associacdo com um linfocitose atipica e a
aparicao transitéria de anticorpos heterofilos (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

Quadro neurolégico

A meningite asséptica por HSV é uma complicacdo da infec¢do genital pelo
HSV-2, com rigidez de nuca, fotofobia e cefaleia. As caracteristicas clinicas da
meningite ocorrem 3 a 12 dias apés o aparecimento das lesBes genitais e
usualmente duram 4 a 7 dias. Complica¢cBes neuroldégicas ocorrem em cerca de um
terco dos pacientes. Episodios recorrentes de meningite por HSV-2 podem ocorrer a
intervalos de meses e ou anos em 20% dos pacientes, essa condicdo também é
conhecida como meningite de Mollaret (KUPILA et al., 2004; GOLDMAN e
AUSIELLO, 2011; LONGO et al., 2013). Embora a historia ou presenca de lesdes
genitais por HSV-1 sejam importante indicio diagndstico, muitos pacientes nao tem
histéria nem evidéncias de herpes genital ativo no momento da apresentacdo da
meningite (LONGO et al., 2013).



36

Deve-se suspeitar de meningite por VZV na presenca de varicela ou herpes
zoster concomitante. Contudo, é importante reconhecer que ja foram descritos casos
de meningite sem a ocorréncia de exantema. O EBV também pode causar meningite

com ou sem a presenca de mononucleose infecciosa (LONGO et al., 2013).

DIAGNOSTICO

O diagnéstico da meningite por HHV é idealmente feito por PCR do LCR, ja
gue as culturas podem ser negativas, especialmente nos pacientes com meningite
recorrente. A demonstragcdo de sintese intratecal dos anticorpos anti-HHV
especificos também pode ser Util no diagnéstico, embora sejam menos sensiveis e
especificos do que o PCR, e possam ser negativos antes de decorrida a primeira
semana de infeccdo. A presenca de linfécitos atipicos no LCR ou no sangue é
sugestivo de infeccao pelo EBV, mas pode, no entanto, também estar presente em
outras condi¢cdes (LONGO et al., 2013).

2.3 TRIPLICE EPIDEMIA

Nos paises de clima tropical onde mosquitos do género Aedes sao
encontrados, epidemias de doencas associadas ao DENV, CHIKV e ZIKV podem
ocorrer separadamente ou concomitantemente.

Os DENV tem circulado no Brasil ha pelo menos 30 nos, jA pode ser
considerada uma doenca endémica (OSANAI et al., 1983). Classicamente, esta
associada a uma doenca febril aguda (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011), mas
diversos trabalhos relataram a deteccdo do DENV em casos suspeitos de meningite,
incluindo casos sem a apresentacdo da dengue classica (SOLOMON et al., 2000;
BASTOS et al., 2014; Al et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2017; LOHITHARAJAH et
al., 2017)

O primeiro caso de infeccdo por CHIKV no Brasil foi diagnosticado no Rio de
Janeiro em 2010. No final de 2014, os primeiros relatos de transmisséo e surto nas
cidades de Oiapoque e Feira de Santana surgiram no Brasil (ALBUQUERQUE et al.,
2012; AZEVEDO RDO et al., 2015; NUNES et al., 2015). De maneira similar aos
outros paises da América Latina, a linhagem Asiatica foi detectada no Oiapoque, por
outro lado, o primeiro relato da linhagem ECSA nas Américas foi em Feira de
Santana (ALBUQUERQUE et al., 2012; AZEVEDO RDO et al., 2015; NUNES et al.,



37

2015) As infec¢cdes do SNC causadas pelo CHIKV séo raras, mas foram relatadas,
incluindo meningite, meningoencefalite, encefalite e encefalomieloradiculite
(GANESAN et al.,, 2008; ECONOMOPOULOU et al., 2009; CHUSRI et al., 2011;
NELSON et al., 2014; BECKHAM e TYLER, 2015; BRITO et al., 2017; SAMRA et al.,
2017).

As doencgas exantematosas agudas foram relatadas desde o final de 2014 no
Brasil, mas o ZIKV foi identificado pela primeira vez no inicio de 2015 (CAMPOS et
al., 2015; CARDOSO et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015), e, desde entdo, muitos
casos foram relatados (CARDOSO et al, 2015; ZANLUCA et al., 2015;
HEUKELBACH et al., 2016). Mais tarde, o ZIKV também foi associado a SGB
(OEHLER et al., 2014; MUSTAFA e RAMASETHU, 2018) e microcefalia (VARGAS
et al., 2016; CABRAL et al., 2017; MUSTAFA e RAMASETHU, 2018; RIBEIRO et al.,
2018; SOUZA et al., 2018).

A alta prevaléncia destes virus, bem como relatos da sua associagdo com
comprometimento neuroldgico, 0s tornam agentes importantes a serem pesquisados

no diagnéstico diferencial nos casos suspeitos de meningite viral.

2.3.1 Virus da Dengue (DENV)

DESCRICAO VIRAL: CLASSIFICACAO E ORGANIZACAO GENOMICA

A familia Flaviviidae compreende o0s géneros Flavivirus, Pestivirus,
Hepacivirus e Pegivirus. O género Flavivirus inclui um grupo importante de arbovirus,
transmitidos por diferentes espécies de mosquitos, 0s quais Sd0 responsaveis por
causar encefalites graves, febre hemorragica e sindromes febris agudas, tais como o
virus da encefalite de Saint-Louis (SLEV, do inglés St. Louis encephalitis virus); o
virus do oeste do Nilo (WNV, do inglés West Nile virus); e o virus da dengue (DENV,
do inglés Dengue virus) (ICTV, 2012).

Os Flaviviridae sdo virus pequenos, envelopados. Seu genoma €
representado por um unico segmento de RNA de fita simples, com polaridade
positiva, com cerca de 10 Kb de tamanho. Semelhante aos Picornaviridae, os
Flaviviridae apresentam uma uUnica ORF, flanqueada por duas UTRs, 5 e 3
terminais (Figura 4). A poliproteina codificada é clivada em 10 peptideos com funcéo

estrutural e nado-estrutural (GUZMAN et al., 2010). Os DENVs possuem quatro
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sorotipos, DENV 1, 2, 3 e 4; e ndo ha protecdo cruzada entre 0s sorotipos
(GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

5"UTR

NS2A NS4A
Ty | reye—— - 1
CM[E JNs1m 5 - NS 1

NS28 NS4B 3 UTR

Figura 4. Esquema do genoma do DENV (GUZMAN et al., 2010).

APRESENTACAO CLINICA

A infeccdo pelo DENV pode ser assintomatica ou sintomatica. Quando
sintomatica, causa uma doenca sistémica e dinamica de amplo espectro clinico,
variando desde formas oligossintomaticas até quadros graves, podendo evoluir para
0 6bito. Trés fases clinicas podem ocorrer: febril, critica e de recuperagéo.

Durante a fase febril, a primeira manifestacdo € a febre, de inicio abrupto,
geralmente alta e com duracdo de 2 a 7 dias, associada a cefaleia, a fraqueza, as
mialgias, as artralgias e a dor retroorbitaria. O exantema esta presente em 50% dos
casos e € predominantemente do tipo maculopapular. Anorexia, diarreia, nauseas e
vomitos podem estar presentes. ApGs a fase febril, grande parte dos pacientes
recupera-se gradativamente com melhora do estado geral e retorno do apetite.

A fase critica pode estar presente em alguns pacientes, podendo evoluir para
as formas graves, e tem inicio com o desaparecimento da febre, entre 0 3° e 0 7° dia
do inicio da doenca, acompanhada do surgimento dos sinais de alarme. Esta fase
inclui a dengue com sinais de alarme e a dengue grave.

Os sinais de alarme devem ser rotineiramente pesquisados, e, na sua maioria,
sdo resultantes do aumento da permeabilidade vascular, a qual marca o inicio do
deterioramento clinico do paciente e sua possivel evolugdo para o choque por
extravasamento de plasma. S&o considerados sinais de alarme:

= Dor abdominal intensa (referida ou a palpacao) e continua.

= VOmitos persistentes.

= Acumulo de liquidos (ascite, derrame pleural, derrame pericardico).
= Hipotenséo postural e/ou lipotimia.

= Hepatomegalia maior do que 2 cm abaixo do rebordo costal.

» Sangramento de mucosa.
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= Letargia e/ou irritabilidade.
= Aumento progressivo do hematdcrito.

A dengue grave pode manifestar-se (1) com extravasamento de plasma,
levando ao choque ou acumulo de liquidos com desconforto respiratério; (2)
sangramento grave ou (3) sinais de disfuncao organica como o coragéao, os pulmdes,
os rins, o figado e o SNC, com o quadro clinico semelhante ao observado no
comprometimento desses Orgaos por outras causas.

O choque ocorre quando um volume critico de plasma é perdido através do
extravasamento, o que geralmente ocorre entre os dias 4 ou 5 de doenca,
geralmente precedido por sinais de alarme. Ele é de rapida instalagdo e tem curta
duracdo. Podendo levar o paciente ao 6bito em um intervalo de 12 a 24 horas ou a
sua recuperacdo rapida, apoOs terapia apropriada. O choque prolongado e a
consequente hipoperfusdo de Orgdos resulta na coagulacdo intravascular
disseminada, que, por sua vez, pode levar a hemorragias graves, causando
diminuicdo de hematdcrito agravando ainda mais o choque.

Em alguns casos pode ocorrer hemorragia massiva sem choque prolongado e
este sangramento massivo é critério de dengue grave. Estes casos ndo estdo
obrigatoriamente associados a trombocitopenia e hemoconcentracéo.

Nos pacientes que passaram pela fase critica havera reabsorcéo gradual do
conteudo extravasado com progressiva melhora clinica, a chamada fase de
recuperacdo. Alguns pacientes podem apresentar um rash cutaneo acompanhado
ou nao de prurido generalizado. Infecgbes bacterianas podem ser percebidas nesta
fase ou ainda no final do curso clinico. Tais infeccbes em determinados pacientes
podem ter um carater grave, contribuindo para o 6bito (BRASIL, 2016; PATTERSON
et al., 2016).

Quadro neurolégico

O acometimento grave do sistema nervoso pode ocorrer no periodo febril ou,
mais tardiamente, na convalescenca e tem sido relatado com diferentes formas
clinicas: meningite linfomonocitica, encefalite, sindrome de Reye, polirradiculoneurite,
polineuropatias (como a SGB) e encefalite (BRASIL, 2016).

A frequéncia do comprometimento neuroldgico foi relatada entre 1% e 21%
dos casos de dengue (THISYAKORN et al., 1999; SOLOMON et al., 2000; CAROD-

ARTAL et al, 2013). Apesar de raros, esses eventos estdo associados
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principalmente aos sorotipos DENV-2 e DENV-3, que sé@o neutrépicos (WHO, 2009).
Estes virus ja foram identificados em casos de meningite, mielite, e encefalite
(PUCCIONI-SOHLER et al., 2009; WHO, 2009; CAROD-ARTAL et al., 2013). Esta,
juntamente com a encefalopatia, sdo as complicacdes neurolégicas mais comuns
(CAROD-ARTAL et al., 2013). Em alguns casos, a doenca neurolégica pode ser a
primeira manifestacdo da infeccdo pelo DENV (PUCCIONI-SOHLER et al., 2009;
SOARES et al., 2010; PUCCIONI-SOHLER et al., 2017)

DIAGNOSTICO

Além da apresentacao clinica do paciente, testes soroldgicos sédo Uteis na
diagnéstico laboratorial. A leucopenia pode ser detectada a partir do segundo dia de
febre, chegando a 2.000-4.000 células/mL no quarto ou quinto dia, com
granulocitopenia. Em casos de febre hemorragica, trombocitopenia e tempo de
protrombina prolongado séo observados (GOLDMAN e AUSIELLO, 2011).

A deteccédo do anticorpo IgM confirma a infec¢édo recente, mas néo especifica
o sorotipo. Idealmente, o uso de amostras pareadas permite a deteccdo da
soroconversdo. Além disso, pode-se também buscar o antigeno NS1, proteina
presente na fase inicial da doenca, utilizando-se testes imunoldgicos. Nos primeiros
dias apos o inicio dos sintomas, o diagnéstico molecular pode ser feito utilizando-se
o RT-PCR, que, além da deteccdo, também permite a identificacdo do sorotipo viral.
O isolamento viral também est& disponivel, mas € uma técnica mais demorada com

menor sensibilidade em relagéo ao PCR.

2.3.2 Virus Chikungunya (CHIKV)

DESCRICAO VIRAL: CLASSIFICACAO E ORGANIZACAO GENOMICA

Segundo o ICTV, o CHIKV foi classificado em 1974 como sendo da familia
Togaviridae, que € composta por dois géneros, entre eles o Alphavirus, no qual,
além do CHIKV, ainda estdo os virus Mayaro, O’nyong-nyong, Rio Negro e Ross
River (ICTV, 2016).

O CHIKV é um virus envelopado, RNA de fita simples, cujo genoma
apresenta cerca de 12 Kb, contendo duas ORFs, flanqueadas por duas UTRs, 5’ e 3’,
e separadas por uma regidao de juncao nao traduzida (Figura 5). A primeira ORF

codifica as proteina néo estruturais, de 1 a 4 (nsP1-4) e a segunda ORF codifica as
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proteinas estruturais do core e do envelope (LI et al., 2012; KNIPE e HOWLEY,
2013; GALAN-HUERTA et al., 2015).

|—> 268
5 cap Poly A 3
I nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 _
535aa 798aa 530aa 611aa 261aal 423aa 435aa

E3 6K
Figura 5. Esquema do genoma do CHIKV (GALAN-HUERTA et al., 2015).

Originalmente, trés linhagens do CHIKV foram identificadas, grupos
filogeneticamente distintos, com propriedades antigénicas distintas: Asiatica (A), do
Oeste Africano (WA), do Leste-Centro-Sul Africano (ECSA). Mais tarde,
substituicdes de aminoacidos da linhagem ECSA deram origem a quarta linhagem:
do Oceano indico (I10) (POWERS et al., 2000; SCHUFFENECKER et al., 2006;
ARANKALLE et al., 2007; POWERS e LOGUE, 2007; TSETSARKIN et al., 2007; DE
LAMBALLERIE et al., 2008; VOLK et al., 2010; TSETSARKIN et al., 2011; LI et al.,
2012; GALAN-HUERTA et al., 2015).

No Brasil, foi detectada a linhagem Asiatica no Oiapoque, similar ao
encontrado nos demais paises da América Latina, pela primeira vez no continente,
foi detectada a linhagem ECSA em Feira de Santana (NUNES et al.,, 2015;
RODRIGUES FARIA et al., 2016).

APRESENTACAO CLINICA

A febre chikungunya € uma condicdo febril aguda, de inicio abrupto,
caracterizada por poliartralgia severa e debilitante, comumente associada com rash,
dor muscular, dor de cabeca, nausea e fatiga. A artralgia afeta, principalmente,
tornozelos, joelhos, maos, pulsos, pés, ombros e cotovelos. Os pacientes podem se
recuperar de forma completa, mas estima-se que 60% deste podem apresentar
artralgia por meses, e até mesmo anos, apos a infeccdo. As infeccbes também
podem ser assintomaticas em cerca de 10% dos casos. (BRIGHTON et al., 1983;
BORGHERINI et al., 2007; STAIKOWSKY et al., 2008; STAIKOWSKY et al., 2009;
SCHWARTZ e ALBERT, 2010; GERARDIN et al., 2011; APPASSAKIJ et al., 2013;
THIBERVILLE et al., 2013; GALAN-HUERTA et al., 2015; SAHADEO et al., 2017).

Quadro neurolégico
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A infeccdo do SNC pelo CHIKV é rara, mas tem sido relatada, incluindo
meningite, meningoencefalite, encefalite, e encefalomieloradiculite (GANESAN et al.,
2008; ECONOMOPOULOU et al., 2009; CHUSRI et al., 2011; NELSON et al., 2014,
BECKHAM e TYLER, 2015; BRITO et al., 2017; SAMRA et al., 2017).

DIAGNOSTICO

Deve ser realizado o diagnéstico diferencial da febre da dengue e do
O’nyong-nyong. O antigeno viral pode ser detectado na fase aguda por
hemaglutinagéo e os anticorpos IgM podem ser detectados por seis meses ou mais.
Os testes moleculares, incluindo o RT-PCR, deve ser realizado nos primeiros dias
apos o inicio dos sintomas e traz vantagens em relacdo a cultura e a deteccdo dos
anticorpos. O diagndstico pode ser feito por sorologia, mas é passivel de reacao
cruzada com outros Alphavirus (ROBIN et al., 2008; GOLDMAN e AUSIELLO, 2011;
KNIPE e HOWLEY, 2013; DAVIDSON et al., 2014).

A Organizacdo Pan-Americana da Saude recomenda o uso dos protocolos
dos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, do inglés Centers for
Disease Control and Prevention) e do Instituto Pasteur (LANCIOTTI et al., 2007,
PANNING et al., 2008; PAHO, 2014; GALAN-HUERTA et al., 2015).

2.3.3 Virus Zika (ZIKV)

DESCRICAO VIRAL: CLASSIFICACAO E ORGANIZACAO GENOMICA

Segundo o ICTV, o ZIKV foi classificado em 1984 como sendo da familia
Flaviviridae, que é composta quatro géneros, entre eles o Flavivirus, no qual, além
do ZIKV, ainda estdo outras 52 espécies, tais como os virus Dengue, llhéus,
Powassan, da Encefalite de Saint Louis, da Oeste do Nilo e da febre amarela (ICTV,
2016).

O ZIKV é um virus RNA de fita simples positiva, cujo genoma apresenta cerca
de 11 Kb, contendo uma Unica ORF que codifica uma poliproteina e é flanqueada
por duas UTRs, 5 e 3’ (Figura 6). A poliproteina é traduzida e processada, e da
origem a trés proteinas estruturais: core, precursor da membrana, e envelope; e sete
nao-estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, e NS5 (CHAMBERS et al.,
1990; KUNO e CHANG, 2007; GALAN-HUERTA et al., 2016).
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Figura 6. Esquema do genoma do ZIKV (GALAN-HUERTA et al., 2016).

Andlises filogenéticas revelaram que o ZIKV apresenta trés diferentes
linhagens: do Oeste Africano, do Leste Africano e Asiatica, sendo esta Ultima
responsavel pelo surto nas Américas (LANCIOTTI et al., 2008; FAYE et al., 2014;
ENFISSI et al., 2016; GALAN-HUERTA et al., 2016)

APRESENTACAO CLINICA

Os sintomas da infeccao pelo ZIKV séo similares aos de outras arboviroses, e
incluem febre, rash maculopapular, prurido, hiperemia conjuntival, mialgia, artralgia,
mal-estar, dor de cabeca, dor retro-orbital e desordens digestivas. Estes sintomas
s&o, normalmente, leves e duram de 2 a 7 dias (DUFFY et al., 2009; GALAN-
HUERTA et al., 2016; WHO, 2016).

Quadro neurolégico

Artigos tém relatado a associacdo entre a infeccdo pelo ZIKV e casos de
microcefalia, outras malformagfes congénitas do SNC e abortos (BESNARD et al.,
2016; P. BRASIL; PEREIRA; et al., 2016; GALAN-HUERTA et al., 2016; MEANEY-
DELMAN et al., 2016; RASMUSSEN et al., 2016; SARNO et al., 2016; SCHULER-
FACCINI et al., 2016; VARGAS et al., 2016; SOUZA et al., 2018). Um estudo em
Pernambuco detectou IgM no LCR de criangcas com microcefalia, o que confirma a
infeccdo no SNC, visto que este anticorpo ndo ultrapassa a barreira
hematoencefalica. Esse achado evidencia que a microcefalia foi uma consequéncia
da infeccéo pelo ZIKV (CORDEIRO et al., 2016; GALAN-HUERTA et al., 2016).

Pouco se sabe em relagdo as caracteristicas clinicas dos casos de SGB
causados pelo ZIKV. A maioria dos pacientes teve achados eletrofisiolégicos
compativeis com a sindrome de neuropatia axonal motora motora (AMAN, do inglés
acute motor axonal neuropathy) e apresentaram evolucdo rapida da doenca. O
resultado clinico foi geralmente favoravel, apesar do inicio rapido e de uma fase

curta de platd. Um relato de caso recente mostrou que um paciente que apresentava
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caracteristicas clinicas compativeis com a sindrome de paraparesia de Guillain-
Barré apresentou PCR positivo para ZIKV no soro, LCR, saliva e urina. Este estudo
ajuda a confirmar a associacao entre ZIKV e GBS (P. BRASIL; SEQUEIRA,; et al.,
2016; CAO-LORMEAU et al., 2016; GALAN-HUERTA et al., 2016)

Assim como a SGB, o ZIKV também tem sido detectado no LCR de pacientes
com encefalopatia, encefalite, meningite, meningoencefalite, mielite e convulsdes
(CARTEAUX et al., 2016; GALLIEZ et al., 2016; MECHARLES et al., 2016; ROZE et
al., 2016; SOARES et al., 2016; MUNOZ et al., 2017; ROTH et al., 2017).

DIAGNOSTICO

A confirmacéo laboratorial da infeccdo pelo ZIKV pode ser feita pela deteccao
de antigenos ou anticorpos IgM anti-ZIKV, pelo teste de neutraliza¢do por reducéo
de placas (PRNT, do inglés plaque reduction neutralization test) pela deteccdo do
RNA viral. Em regibes nas quais outros Flavivirus sdo endémicos, o diagndstico
sorologico pode ser complicado devido as reacfes cruzadas, que podem levar a
resultados falso-positivos (GALAN-HUERTA et al., 2016; MUSSO e GUBLER, 2016;
PAHO, 2016).

A depender das condi¢cbes laboratoriais da regido, o diagnostico pode se
basear em testes soroldgicos, como a deteccao do IgM pelo ensaio imunoabsorcao
enzimatica (ELISA, do inglés enzyme-linked immunosorbent assay) ou testes
rapidos; ou em testes moleculares, com o RT-PCR sendo o teste de escolha (FRY et
al., 2011; GALAN-HUERTA et al., 2016; MUSSO e GUBLER, 2016).

Em 2016, o 6rgdo regulador norte-americano Administracdo de Alimentos e
Medicamentos (FDA, do inglés Food and Drug Administration) autorizou o uso do
MAC-ELISA para o ZIKV, do CDC para a deteccdo presuntiva do IgM anti-ZIKV no
soro e no LCR (FDA, 2016; GALAN-HUERTA et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Identificar os agentes virais responsaveis por casos de meningite e
estabelecer um sistema de diagndstico molecular para auxiliar na tomada de

decisdes clinicas e de saude publica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Validar o diagndstico molecular das meningites virais utilizando o PCR
convencional, simples e/ou multiplex, para identificar os grupos e o0s
agentes individualmente;
= |dentificar a frequéncia dos virus responsaveis por casos de meningite nos
pacientes atendidos no Hospital Couto Maia-BA;
= Descrever o perfil clinicoepidemioldgico das meningites virais nos

pacientes atendidos no Hospital Couto Maia-BA.
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4 METODOLOGIA

4.1 PADRONIZAGAO DAS TECNICAS

Trés protocolos foram selecionados para padronizacdo e validacdo para o
diagndstico molecular dos agentes virais selecionados: DENVs, EVs e HHVs. Para o
CHIKV e o ZIKV, foram escolhidos protocolos ja em uso por membros da equipe e,
dessa forma, nao foi feita a sua padronizacdo, pois ja eram utilizados na rotina em
outros projetos.

Para a deteccdo dos DENVs foi escolhido o protocolo descrito por LANCIOTTI
et al. (1992), que adota um RT-PCR semi-nested e que permite a deteccdo e
tipagem dos quatro sorotipos do DENV.

Para os EVs foi escolhido inicialmente o protocolo utilizado pelo CDC e
descrito por NIX et al. (2006), que consiste em um RT-PCR nested cuja regido alvo &
a VP1, umas das regifes mais variaveis do genoma. A escolha dessa regido foi
justificada pela possibilidade da realizacao posterior do sequenciamento, permitindo,
assim, a inferéncia do sorotipo viral através da filotipagem. No entanto, por
problemas na padronizacdo e na qualidade dos resultados obtidos, foi substituido
por outro protocolo de RT-PCR convencional nested cujo alvo foi a 5’UTR, regiao
conservada do genoma de todos os EVs (SANTOS et al., 2012). Este método foi
considerado mais sensivel pela analise in silico, porém nédo permitiu a filotipagem.

Para os HHVs foi escolhido o protocolo descrito por MARKOULATOS et al.
(2001) que consiste em um PCR multiplex que permite a detec¢cdo dos HHV de 1 a5
em uma unica reagdo. O alvo genémico varia de acordo com o virus e as bandas de
diferentes tamanhos permitem a discriminacao viral.

Foram realizadas analises in silico para avaliar a sensibilidade presumida dos
primers dos protocolos escolhidos e alguns destes foram alterados para melhorar o
resultado. Para isso, foram utilizadas todas as sequéncias de genoma completo dos
organismos estudados disponiveis no Nucleotide database, do National Center for

Biotechnology Information (disponivel no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).

Um software foi desenvolvido em linguagem de programacédo Perl para fazer a
busca do primers no banco de sequéncias referéncias. As ambiguidades dos primers
foram substituidas por expressdes regulares permitindo encontrar sequéncias com

mutacdes nucleotidicas.
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Para a extracdo dos &cidos nucleicos foi utilizado o kit QlAamp® MinElute
Virus Spin (QIAGEN, USA), pois a sua proposta € a extracdo simultanea do RNA e
do DNA. O protocolo é baseado em colunas de silica e conta com uma etapa inicial
de desnaturacédo utilizando a protease. Apos a adsorcdo do acido nucleico a coluna,
foram realizadas multiplas lavagens e o material final foi eluido para posterior
utilizagéo na RT e/ou diretamente na PCR. O kit QlAamp® Viral RNA Mini (QIAGEN,
USA) ja padronizado anteriormente também foi utilizado.

Para os virus RNA, a etapa da RT foi realizada utilizando o kit Sensiscript
Reverse Transcription (QIAGEN), que ¢é recomendado especificamente para
amostras com baixa concentracdo de acido nucleico (até 50 ng). Além disso,
também se optou por utilizar random primers, pois, desta maneira, o produto da RT
pdde ser utilizado para os PCRs tanto para os EVs quanto para os DENVSs.

A reacao do PCR foi realizada utilizando o kit TopTaq Master Mix (QIAGEN)
devido a sua praticidade. Num tubo sdo colocados os primers, o DNA (ou cDNA)
molde, a mistura de reagentes pronta e agua para completar o volume de 50 pL. Os
experimentos foram iniciados com esta temperatura de anelamento (Ta)
recomendada pelo fabricante de 60°C e ajustadas de acordo com a necessidade.

Para o PCR de DENV, ndo dispomos de nenhuma amostra previamente
quantificada. As amostras-controle foram soros confirmadamente positivos por
ELISA IgM, NS1 ou RT-PCR, sem quantificacdo. Desta maneira, apenas a
sensibilidade foi calculada. O protocolo foi seguido usando a Ta descrita no artigo,
55°C (LANCIOTTI et al., 1992). Para deteccdo dos EVs de SANTOS et al. (2012),
padronizamos a metodologia utilizando a vacina contra poliomielite que contém o
PV1, PV2 e PV3, e a Ta utilizada em ambas as reacdes da nested PCRs foi de 55°C.
Da mesma forma, para padronizacdo dos métodos de deteccdo dos HHVs foi
utilizada a vacina contra o VZV e uma Ta de 60°C (MARKOULATOS et al., 2001).
Os limites de detecgcao para EV e HHV foram estimados a partir da detecgcdo dos

virus em amostras com diluicéo seriada de 10° a 10%°.

4.2 DESENHO DO ESTUDO, MATERIAIS E METOODS
O desenho, local do estudo, casuistica, materiais e métodos encontram-se no

manuscrito incluido na se¢édo Resultados da tese.
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5 RESULTADOS - CAPITULO 1: PADRONIZACAO DAS TECNICAS
MOLECULARES

Os resultados das analises in silico estéo listados nas tabelas abaixo para os
DENVs (Tabela 1), o CHIKV (Tabela 2), o ZIKV (Tabela 3), os EVs (Tabela 4) e os
HHVs (Tabela 5). Os métodos para deteccdo do CHIKV (EDWARDS et al., 2007) e
do ZIKV (BALM et al., 2012) foram padronizados por outros membros do LPBM.

O primer genérico externo D1, descrito por LANCIOTTI et al. (1992),
demonstrou boa sensibilidade (97,0%) in silico apenas para DENV1, enquanto seu
par externo, D2, aparentemente, apresentou baixissima similaridade para os quatro
sorotipos do DENV (0,0% a 0,3%). As modificacbes propostas elevaram a
sensibilidade in silico do D2 para 61,0%, 91,9%, 80,7% e 86,5% para o DENV1],
DENV2, DENV3 e DENV4, respectivamente. Para a PCR semi-nested, o primer D1
foi reagido com os primers internos TS1, TS2, TS3 e TS4 (depois DEN4). Os primers
TS1, TS2 e TS3 apresentaram baixa sensibilidade in silico (0,0% a 42,8%) e
também foram modificados (51,6% a 80,0%). O primer DEN4 foi utilizado como

descrito originalmente.

Tabela 1. Analise in silico da sensibilidade presumida dos primers para os DENVSs.
N° de correspondéncias

Primer DENV1 DENV2 DENV3 DENV4

(N =1721) (N =1312) (N = 893) (N =193)

n % n % n % n %
D1 1721 97,0% 0 0,0% 3 0,3% 0 0,0%
D1_rev 1727 97,4% 1302  99,2% 892 99,9% 192 99,5%
D2 0 0,0% 0 0,0% 3 0,3% 0 0,0%
D2_rev 1083 61,0% 1206  91,9% 721 80,7% 167 86,5%
TS1 12 0,7% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
TS1 rev 231 13,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
TS1_new 1348 76,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
TS2 0 0,0% 561 42.8% 0 0,0% 0 0,0%
TS2_rev 0 0,0% 677 51,6% 0 0,0% 0 0,0%
TS3 0 0,0% 0 0,0% 163 18,3% 0 0,0%
TS3_rev 0 0,0% 0 0,0% 714 80,0% 0 0,0%
TS4 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 145 75,1%
DEN4 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 173 89,6%

Os primers originais foram modificados (_rev), ou substituidos por novos (_new) e suas validades in
silico foram analisadas.
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Os primers para deteccdo do CHIKV, CHIK1 e CHIK2, apresentaram
sensibilidade in silico bastante dispares. A baixa sensibilidade in silico do primer
CHIK2 foi relacionado a dois mismatches (bases discordantes) em relacdo as

sequéncias referéncia (dados nédo apresentados).

Tabela 2. Analise in silico da sensibilidade presumida dos primers para o virus Chikungunya.
N° de correspondéncias

. CHIKV
Primer (N = 557)
n %
CHIK1 355 63,7%
CHIK2 0 0,0%

Para os demais grupos, os primers descritos na literatura apresentaram
sensibilidade in silico adequada ndo havendo necessidade de modificacdo ou

substituicdo. As sensibilidades encontram-se descritas a seguir.

Tabela 3. Andlise in silico da sensibilidade presumida dos primers para o virus Zika.
N° de correspondéncias

. ZIKV
Primer (N = 284)
n %
9027 262 92,3%
9197c 194 68,3%

Tabela 4. Analise in silico da sensibilidade presumida dos primers para os Enterovirus.

N° de correspondéncias

Primer Género EV* EV Poliovirus Rhinovirus
(N =1196) (N =870) (N=172) (N =154)
n % n % n % n %
EVF1+ 1170 97,8% 851 97,8% 172 100,0% 147 95,5%
EVF1- 837 70,0% 687 79,0% 150 87,2% 0 0,0%
EVF2+ 1054 88,1% 832 95,6% 156 90,7% 66 42,9%
EVF2- 991 82,9% 819 94,1% 172 100,0% 0 0,0%

™ O género Enterovirus foi estratificado entre os Enterovirus, Poliovirus e Rhinovirus. A coluna
“Género EV” corresponde a soma das demais colunas.
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Tabela 5. Analise in silico da sensibilidade presumida dos primers para os HHVs.

N° de correspondéncias

HSV-1 HSV-2 \AY EBV CMV
Primer (HHV1) (HHV2) (HHV3) (HHV4) (HHV5)

(N =10) (N=4) (N =54) (N=11) (N =54)

n % n % n % n % n %

HiP3, 9 90,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
HiMs, 7 70,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
HoMao 0 0,0% 4 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
H2P, 0 0,0% 4 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
VP2, 0 0,0% 0 0,0% 53 98,1% 0 0,0% 0 0,0%
VMzo 0 0,0% 0 0,0% 53 98,1% 0 0,0% 0 0,0%
EPs 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 9 81,8% 0 0,0%
EM; 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 11 100,0% 0 0,0%
CPys 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 24  44,4%
CM; 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 42  77,8%

As regies sombreadas correspondem aos resultados dos primers em relacdo aos virus para os
quais foram desenhados.

A validacao das PCR propriamente foi realizada no LPBM. Para DENV, foram
utiizados 6 controles para DENV1 e 10 para DENV4. Devido ao periodo
interepidemémico, ndo haviam controles disponiveis para os DENV2 e DENV3. A
sensibilidade por sorotipo foi de 83% (5/6) para o DENV1 e 80% (8/10) para o

DENV4. A Figura 7 mostra apenas a capacidade de detec¢éao do protocolo.

PM

100 DENV 1 DENV 4 DENV 1+4

+ |+ |+ | 2|+ |+ |+ |+ |+ ||

482 pb w—)
393 pb m—)

Figura 7. Capacidade de detec¢do do PCR para os DENVs. Foi utilizado um marcador de
peso molecular de 100 pb. As setas indicam os tamanhos esperados da banda para os
DENVSs (482 pb para o DENV1 e 392 bp para o DENV4).
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Para os EVs, o limite de deteccao foi de 107, considerando que a carga viral
presente na vacina é de 1.000.000 DICTs, (dose infectante em cultura de tecido
capaz de infectar 50% as células) para o poliovirus tipo 1, 100.000 DICTso para o
poliovirus tipo 2 e 600.000 DICTso para o poliovirus tipo 3 por dose (duas gotas, que
seria 0 equivalente a aproximadamente 100 pL) e que foi utilizado 200 uyL por
experimento, estima-se que o protocolo tem a capacidade de detectar até o minimo
de 2.000 DICTsp para o poliovirus tipo 1, 200 DICTso para o poliovirus tipo 2 e 1.200
DICTsp para o poliovirus tipo 3. A Figura 8 mostra o limite de detec¢cdo do 1° PCR

para os EVs.

PM PM
50

50 H,O | 10° [ 10*( 102( 10| 10#| 10| 10| 107| 10| 10°] 10| X

197 pb  =—)

Figura 8. Limite de detecgdo do PCR para os EVs. Foi utilizado um marcador de peso
molecular de 50 pb. A seta indica o tamanho esperado da banda para o 1° PCR dos EVs
(197 pb).

Para os HHVs, o limite de detecc&o foi de pelo menos 10™° (apesar da dificil
visualizacdo na figura) , considerando que a carga viral presente na vacina é de
1400 PFU do VZV atenuado em 700 pL e que foi utilizado 200 uL por experimento,
estima-se que o protocolo tem a capacidade de detectar até, pelo menos 4 x 107
PFU. A Figura 9 mostra o limite de deteccdo do PCR para o VZV. Apesar da
auséncia de amostras com concentra¢do conhecida para os demais HHVs. A Figura
10Figura 9 mostra a capacidade de deteccdo dos demais primers do protocolo. A
amostra controle cedida para o projeto de Herpes simples foi identificada como
HSV1-2 (logo, sem distin¢cdo). Identificamos que se tratava do HSV1, no entanto,

nao conseguimos uma amostra HSV2
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Figura 9. Limite de deteccdo do PCR para os HHVs. Foi utilizado um marcador de peso

molecular de 50 pb. A seta indica o tamanho esperado da banda para os VZV (275 pb).

275 pb
256 pb

182 pb

147 pb

) |
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Figura 10. Capacidade de deteccdo do PCR para os HHVs. Foi utilizado um marcador de
peso molecular de 50 pb. As setas indicam os tamanhos esperados da banda para os HHVs

(147 pb para o HSV1, 275 bp para o VZV, 182 bp para o EBV, e 256 pb para o CMV).
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O limite de deteccéo dos protocolos para o CHIKV (EDWARDS et al., 2007) e
o ZIKV (BALM et al., 2012) foi determinado anteriormente, pois estas técnicas ja
estavam sendo usadas na rotina por membros da equipe e ndo mostradas nas
Figura 11 (CHIKV) e Figura 12 (ZIKV) abaixo.

PM 0 -1 -2 -3 -4 -5 -6 PM
so | 10°| 10| 102] 102 | 10¢| 10° | 10°|

305 pb =—)

Figura 11. Limite de detec¢cdo do PCR para o CHIKV. Foi utilizado um marcador de peso
molecular de 50 pb. A seta indica o tamanho esperado da banda para o CHIKV (305 pb).

PM R . . g ! | PM
50 50

192 pb  —)p

Figura 12. Limite de deteccdo do PCR para o ZIKV. Foi utilizado um marcador de peso
molecular de 50 pb. A seta indica o tamanho esperado da banda para o ZIKV (192 pb).
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6 RESULTADOS - CAPITULO 2: AVALIACAO DOS CASOS

Para atender aos objetivos especificos abaixo, foi elaborado um manuscrito
submetido a Clinical Infectious Diseases para publicagdo apos correcbes e
incorporacgao das sugestdes dos membros da banca e demais autores do trabalho.

» |dentificar a frequéncia dos virus responséveis por casos de meningite nos

pacientes atendidos no Hospital Couto Maia-BA;

= Descrever o perfil clinicoepidemiolégico das meningites virais nos

pacientes atendidos no Hospital Couto Maia-BA.

<VER MANUSCRITO A PARTIR DA PAGINA SEGUINTE>
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Abstract

Background

Classically, the most frequently detected virus in meningitis cases is Enterovirus (EV).
Recently, different arboviruses emerged and became endemic in Brazil mostly causing
acute febrile illnesses, however neurological manifestations have also been reported.
This study aimed to investigate which viruses were involved in the meningitis etiology
and the contribution of the circulating arboviruses in Salvador, Bahia, Brazil.
Methods

From June, 2014, to February, 2016, 170 patients with suspected viral meningitis were
identified by active day-time surveillance in Couto Maia Hospital (HCM), Salvador-BA,
Brazil. Demographical and medical data were collected through interview and medical
chart review. Their cerebral spinal fluid (CSF) samples were investigated for possible
viral etiology by direct detection of viral nucleic acid: reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) for different arboviruses: dengue virus (DENV), zika virus
(ZIKV) and chikungunya virus (CHIKV), and for the EV; and PCR for herpes simplex
I/l (HSV /), varicella zoster virus (VZV), Epstein-Barr virus (EBV) and
cytomegalovirus (CMV). Also, ELISA was carried out for detection of DENV IgM and
NS1 antigen, ZIKV IgM and CHIKV IgM.

Results

Demographics include similar gender distribution, mostly African descent, age ranging
from O to 73 and resident in Greater Salvador. Thirty-four patients were PCR or ELISA
positive for at least one of the studied virus (overall prevalence 20.0%), from which
arboviruses accounted for 76.5%. DENV was the agent most frequently detected (13

cases; 7.6%). Of them, 8 (4.7%) were DENV1, 2 (1.2%) DENV3, and 3 (1.8%) DENVA4.
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We also detected 6 (3.5%) cases of CHIKV. Only 98 samples were available for ZIKV
testing and 7 (7.1%) were ELISA positive. Four cases (2.4%) of viral co-infection were
detected: DENV1 + CHIKV, DENV1 + EV, DENV4 + ZIKV, and CHIKV + ZIKV. Among
the non-arboviral meningitis, the most common etiology was the EV (11 cases; 6.5%).
Only 107 samples were available for HHV testing and one (0.9%) was PCR positive
for VZV. No cases of DENV2, HSV I/ll, EBV and CMV were detected. All samples
tested by ELISA for DENV IgM and NS1 antigen and for CHIKV IgM were negative.
Overall prevalence of viral meningitis was not associated with any medical
background, clinical or hospital course characteristics, except neck rigidity and a CSF
sample presenting slightly turbid or turbid aspect. Arboviruses, as a group, were
associated with neck rigidity only. A CSF sample presenting slightly turbid or turbid
aspect and more than 5 cells/mm3 were statistically significant variables within the
ZIKV cases. Being <15 years of age, a CSF sample presenting slightly turbid or turbid
aspect and more than 100 cells/mm?3 were statistically significant variables within the
EV cases. There was no association between the studied characteristics and DENV,
CHIKV or VZV.

Conclusions

Arboviruses accounted for the majority of identified viruses among patient with
suspected viral meningitis. In areas where they are endemic it is crucial to increase

viral surveillance and consider them in the differential diagnosis of meningitis.



59

Introduction

After the introduction of vaccines against the causative agents of bacterial meningitis
in Brazil between 1999 and 2010, the relative importance of viral meningitis in the
country increased. Meningitis is a disease of compulsory notification in Brazil and
between 2010 and 2015, there were 109,482 reported cases nationwide, 47,975
(43.8%) of which were considered to have a viral etiology. In Bahia alone, these
numbers were 6,835 and 3,571 (52.2%), respectively [1]. Even though, many cases
are not reported, the true burden of viral meningitis is probably much greater [2].
Although viral meningitis may cause long-term sequelae (mostly in children), the
disease is rarely severe and recovery is usually complete. Case-fatality rates are also
generally low. The early detection of epidemics through epidemiological surveillance
allows for identification of the causal agent and the institution of targeted control
measures and effective case management [3].

Classically viral meningitides are associated to non-polio enterovirus (EV). Viruses
from Herpesviridae family (HHV) have been reported to cause both meningitis and
encephalitis within immunocompromised individuals [4, 5].

Dengue virus (DENV), Chikungunya virus (CHIKV) and Zika virus (ZIKV) are
arthropod-borne viruses (arboviruses) that in Brazil are carried by the mosquito Aedes
aegypti. Despite their well-known relevance in acute febrile ilinesses, presenting non-
specific signs and symptoms, such as fever, malaise, myalgia and arthralgia,
arboviruses have also been associated with neurological manifestations over the last
years [6-8]. Therefore, inclusion of arboviruses in the differential diagnosis of central
nervous system (CNS) infections has been considered increasingly important,

especially in endemic regions.
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DENV have been circulating in Brazil for, at least, three decades [9]. Classically,
they’re responsible for acute febrile illnesses, muscle and joint pain, malaise,
exanthema and linfoadenopathy [10]. Neurological manifestations are considered rare,
but there are several studies reporting their involvement in the central nervous system
(CNS), such as meningitis, encephalitis and myelitis [11, 12].

The first case of CHIKV infection in Brazil was diagnosed in Rio de Janeiro in 2010
[13]. Late 2014, and similar to other Latin America countries, Asian lineage was
detected in Oiapoque. On the other hand, but in the same period, ECSA lineage first
report in the Americas was in Feira de Santana [14, 15]. CNS infections caused by
CHIKV are rare, but they have been reported, including meningitis,
meningoencephalitis and encephalitis [16-18].

Although underdetermined exanthematous illnesses have been reported since late
2014 in Brazil, ZIKV was first identified in early 2015 [19, 20], and, ever since,
numerous cases have been reported [19, 21]. ZIKV has also associated with Guillain-
Barré syndrome, microcephaly and meningoencephalitis [22-24].

This study aimed to investigate which viruses are involved in the meningitis etiology

and the contribution of arboviruses as a cause for the illness in Salvador, Bahia, Brazil.
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Methods

Study design, site and patients

From June, 2014, to February, 2016, we performed a cross-sectional surveillance
study with patients with suspected viral meningitis who attended Couto Maia Hospital
(HCM). As a public reference hospital for infectious diseases in the state of Bahia,
HCM receives patients referred from other health care units from all over the state and
are treated by the Unified Health System (SUS), the Brazilian publicly funded health
care system. All patients who underwent lumbar puncture as part of routine care and
met the inclusion criteria were invited to join the study. The inclusion criteria consisted
of mononuclear leukocyte predominant cell count of any value or <100 cells if
polymorphonuclear leukocyte predominant, and negative tests for bacteria in the CSF.
This study was approved by the institutional ethics review board (N° 613.123). All

participants, or their proxy, gave written informed consent.

Data collection
Demographics, medical and epidemiological background, clinical and laboratory data
were collected through interviews and medical chart reviews. REDCap database

(Vanderbilt University, USA) was used for data handling.

Laboratory diagnosis

CSF study: Routine laboratory testing for CSF samples was performed by the hospital
laboratory personnel. It included total and differential cell count; glucose and protein
level determination; direct microscopy of CSF stained smears with Gram, Ziehl-

Neelsen and India-ink; and bacteria, fungi and Mycobacterium tuberculosis cultures.



62

Molecular testing: Samples used in molecular tests were frozen upon collection,
transported on dry ice, and kept at -70°C until DNA and RNA extractions. They were
not thawed more than twice to ensure genetic material quality. Viral RNA was extracted
using QIAamp® Viral RNA Mini (QIAGEN, USA) from 140 pL of CSF; while viral DNA
was extracted using QlIAamp® MinElute Virus Spin (QIAGEN, USA) from 200 pL of
CSF, following the manufacturer’s instructions for both kits. RNA templates were
reverse transcribed into cDNA with random 6-mer primers (Invitrogen, USA), RNase
inhibitor (Qiagen, USA) and the Sensiscript reverse transcriptase (Qiagen, USA) as
per manufacturer’s directions. DNA and cDNA templates were amplified by PCR, using
Top Taq Master Mix (QIAGEN, USA) and viral specific primers taken from Lanciotti,
Calisher [25] for DENV detection; Edwards, Welch [26] for CHIKV; Balm, Lee [27] for
ZIKV; Santos, Burlandy [28] for EV and Markoulatos, Georgopoulou [29] for HHV. PCR
conditions were as described in the references. Results were analyzed by
electrophoresis through a 3% agarose gel.

Immunodiagnostic testing: Immunodiagnostic tests were performed in 107 CSF
samples using ELISA kits from PANBIO (Alere, USA) for DENV IgM and NS1 antigen
and EUROIMMUN (Perkin-Elmer, Germany) for CHIKV IgM. Manufacturer’s
instructions were followed. Ninety-eight samples were also tested for ZIKV IgM,

following CDC'’s protocol.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the SPSS v.21 [30] and STATA v.10.0 [31].
The events of interest were reported as proportions with 95% confidence interval +
standard deviations, means and amplitude. Prevalence ratio (PR) was computed to

determine how greater (or smaller) the prevalence of confirmed cases is if they present
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a specific characteristic, such as CSF laboratory data, signs and symptoms. To
compare proportions, Chi-square test or Fisher’s exact test were used, and. P-values

< 0.05 were considered significant.
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Results

Demographics

A total of 170 patients with suspected viral meningitis who met the inclusion criteria
were enrolled. Mean patient age was 22.2 years old (median = 18 years old, ranging
from 1 month to 73 years old). There was no gender predominance, with female
accounting for 50.6% (86/170) and male, 49.4% (84/170). The majority were afro-
descendents (self-reported black or brown, 88.0%) and lived in Salvador or its
surroundings (Greater Salvador, 83.4%, Table 1). Monthly family income of up to 2
minimum wages was reported by 71.7%. Mean minimum wage through the study

period was equivalent to approximately US$ 250.

Prevalence of confirmed viral meningitis

Thirty-four patients were PCR or ELISA positive for at least one of the studied virus
(overall prevalence 20.0%), from which arboviruses were detected in 26 (15.3%),
accounting for 76.5% of those confirmed cases. DENV was the agent most frequently
detected (13 cases; 7.6%). Of them, 8 (4.7%) were DENV1, 2 (1.2%) DENV3, and 3
(1.8%) DENV4. We also detected 6 (3.5%) cases of CHIKV. Only 98 samples were
available for ZIKV testing and 7 (7.1%) were ELISA positive. Four cases (2.4%) of viral
co-infection were detected: one co-infection by DENV1 and CHIKV, one by DENV1
and EV, one by DENV4 and ZIKV, and another by CHIKV and ZIKV. Among the non-
arboviral meningitis, the most common etiology was the EV (11 cases; 6.5%). Only
107 samples were available for HHV testing and one (0.9%) was PCR positive for VZV.
No cases of DENV2, HSV I/ll, EBV and CMV were detected (Table 2). All samples

tested by ELISA for DENV IgM and NS1 antigen were negative.
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Epidemiological surveillance

Temporal distribution of the number of confirmed and suspected viral meningitis cases
is shown in Figure 1. There was no clear seasonal pattern for any of the studied
viruses. They were detected throughout the year. First two CHIKV cases were
detected in August 2014. ZIKV cases were detected from May through December
2015. Co-infections were detected in July and September 2014 with DENV1 + CHIKV
and DENV1 + EV, respectively, and May and August 2015 with DENV4 + ZIKV and
CHIKV + ZIKV, respectively. The only VZV case was detected in December 2015.
Most cases were detected in Greater Salvador with few cases in the countryside of the
state of Bahia. Arbovirus cases were, mostly, concentrated in Greater Salvador, while
EV had wider distribution. CHIKV cases were detected in one patient from Amargosa
(city located about 240 km from Salvador and about 150 km from Feira de Santana)
and another from Salvador. The only ZIKV case detected outside Greater Salvador
was from Itaberaba (city located about 300 km from Salvador). VZV and both co-

infections were detected in Greater Salvador.

Medical background, clinical and hospital course

In general, previous medical conditions were infrequently reported such as sinusitis
(19.1%), otitis media (9.4%), pneumonia (7.9%) and diabetes mellitus (4.0%). There
were seven HIV positive patients and they all were negative cases. History of previous
meningitis was reported by 5.8% of patients. Antibiotic therapy was reported both 7
days prior to and during hospitalization by 31.5% and 12.6% of patients, respectively.

Antibiotic use was more reported among negative cases (data not shown).
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CSF samples from the majority of patients were deemed "normal”: colorless (95.2%),
limpid (79.0%), presenting a cell count <5 cells/mm?3 (63.1%) with predominance of
mononuclear leukocytes (98.2%). CSF glucose and protein were within the normal
range, 69.5% and 68.3%, respectively.

Fever (80.5%) and headache (80.4%) were the most frequently reported signs and
symptoms upon attendance, followed by vomiting (53.8%), neck pain (52.0%) and
neck rigidity (32.0%). Less than 15.0% of patients reported any neurological
manifestations, such as somnolence (14.4%), seizures (8.2%) or altered state of
consciousness (6.6%). These results are shown on Table 3.

The majority of cases (57.9%) was referred from other health care units and 71.8% of
them sought medical attention <5 days after initial symptoms (median = 3 days).
Despite clinical presentation and suspicion of viral meningitis, only 36.9% (62/168) of
patients were hospitalized for 10.8 days in average (ranging from 1 to 54 days). All
confirmed cases were discharged without sequelae, whereas three negative cases

presented with sequelae (data not shown).

Prevalence ratio analysis and the risk of viral meningitis

Overall prevalence of viral meningitis was not associated with any medical
background, clinical or hospital course characteristics, except neck rigidity and a CSF
sample presenting slightly turbid or turbid aspect. Arboviruses, as a group, were
associated with neck rigidity only. A CSF sample presenting slightly turbid or turbid
aspect and more than 5 cells/mm3 were statistically significant variables within the
ZIKV cases. Being <15 years of age, a CSF sample presenting slightly turbid or turbid

aspect and more than 100 cells/mm?3 were statistically significant variables within the
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EV cases. There was no association between the studied characteristics and DENV,

CHIKV or VZV (Table 4).
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Discussion

This study aimed to investigate which viruses were involved in the meningitis etiology
and the contribution of arboviruses as a cause for the illness in Salvador, Bahia, Brazil.
Although classically associated with acute febrile illnesses, the inclusion of arboviruses
in the differential diagnosis of CNS infections had been considered increasingly
important throughout the years, especially in endemic regions, since they have been
associated with neurological manifestations [6-8].

Indeed, arboviruses were responsible for 76.5% of all confirmed cases, including
DENV, CHIKV and ZIKV. DENV was the most prevalent virus identified, detected in
7.6% of all samples and accounting for 38.2% of the positive cases. DENV-1 was the
most frequently reported, which is also a reflection of DENV serotype circulation in
Brazil [32]. Similar to our results, Acevedo, Waggoner [6] evaluated adult patients
admitted with neurological symptoms, and DENV was responsible for 31.2% of positive
cases (5/16). It's been reported that DENV meningitis caused may ocurr without the
signs and symptoms classically assigned to DENV cases [8], and only about one third
of our DENV cases presented classical symptoms, such as myalgia, arthralgia and
retro-orbital pain (data not shown).

Despite the fact that EV is classically the major virus causing meningitis [4, 5], it was
the second most prevalent virus in the present study, being detected in 6.5% of all
CSF samples, which accounted for 32.4% of the positive cases. In the literature, it is
responsible for 32.6% to 70.1% of viral meningitis cases [7, 33, 34]. In a study carried
in the same reference hospital of the present study, Silva, Tanajura [35] had a

detection rate of 44.6% (50/112), and EV accounted for 84% of that positivity. In their
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study, CSF and/or stool culture were available, as well as PCR, but they did not detect
any arbovirus.

de Crom, van Furth [36] analyzed meningitis cases caused by EV in the absence of
CSF pleocytosis. The authors concluded that, specially within young children, the
absence of pleocytosis does not justify the EV exclusion from the diferential diagnosis.
This conclusion supports our decision of including patients who presented a CSF cell
count of any value in case of mononuclear leukocyte predominance, and it also
supports the results presented in this paper, in which 47.1% of CSF from patients with
detectable virus presented <5 cells/mms3. Viral meningitis should indeed be considered
even when CSF cell count is under the established normal range cutoff of 5 cells/mm3.
CHIKV accounted for 17.6% of the positive cases. It was identified in Bahia in an
outbreak in the city of Feira de Santana (about 120 Km from Salvador) in September
2014, but the epidemiologic investigations suggested that the index case-patient went
to an emergency health unit in May [14, 37, 38]. In this study, the first two CHIKV cases
were detected in August 2014, one from the city of Amargosa (about 150 km from
Feira de Santana) and the other from Salvador. These findings suggest that CHIKV
could be quickly transmitted to other municipalities farther than 100 Km from Feira de
Santana.

We reported 4 cases of co-infection (11.8% among confirmed cases): DENV1 + EV,
DENV1 + CHIKV, DENV4 + ZIKV and CHIKV + ZIKV. Taraphdar, Sarkar [39] also
reported a co-infection of DENV + CHIKV in acute febrile illnesses. Chahar, Bharaj
[40] also showed that in areas where both viruses co-circulate, DENV and CHIKV can
be transmitted together, with a co-infection rate of 8.7%, and we showed that different
arboviruses can also be transmitted together. Acevedo, Waggoner [6] identified a high

rate of co-infections in the CSF, 75.0% (9/12). Reports of DENV + EV co-infection have
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not been found up to this moment. There are no data describing the impact of co-
infections in the CNS accounting for the severity of the clinical presentation or its
outcome.

ZIKV accounted for 20.6% of confirmed cases, and its presence in the CNS have
already been described several authors, including cases of meningitis/encephalitis [6,
41-46]. This detection of this virus in the CSF coincides with the same period its
identification in Brazil, in early 2015 [19, 20]. The detection in Itaberaba (about 300 km
from Salvador) may be related to the high flow of people to and from this touristic area.
The detection rate based in the PCR positivity, alone, was low (17.1%), but similar to
the rates described elsewhere, which varies from 14.8% to 62.9% [7, 33, 47]. This can
be explained, partially, by the patients’ timing to seek medical attention and by the
narrow window of viral detection for acute illnesses. However, nucleic acid
amplification tests (NAATSs) allow for the detection of viral pathogens before viral
antigens and antibodies are present in sufficient quantities to be detected and do not
require viable virus [48].

The majority of cases sought medical attention within 5 days after the onset of
symptoms, which is in accordance to the described by Othman, Volle [49]. In their
study, the mean symptom duration before lumbar puncture was 2.7 days; surprisingly,
Acevedo, Waggoner [6] were able to detect viral RNA as late as 14 days post-symptom
onset. Low viral load in the CSF at the moment of the lumbar puncture and the intrinsic
sensitivity of the methods used might have influenced the low detection rate.

In spite of the number of cases and the mechanism of transmission, these infections
did not show seasonal pattern. In contrast to our findings, EV and DENV infections can

show a summer pattern according some authors [33, 50].
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Only a few variables were statistically different between the confirmed cases. This
suggests that meningitis cases of viral etiology are usually mild, but, nonetheless,
should be investigated. Although not statistically significant, antibiotic use was more
reported among negative cases, which could suggest those were false-negative cases
of bacterial meningitis, undiagnosed due to therapy prior to sample collection. Further
tests would be necessary to confirm that hypothesis.

Different viruses, such as DENV, CHIKV, ZIKV, EV, HHV and VZV were associated
with viral meningitis and other neurological manifestations. Although EV is, classically,
the most common virus causing meningitis, in endemic areas, such as Salvador, it is
crucial to increase viral surveillance and consider the arboviruses in the differential
diagnosis of meningitis.

Although EV is, classically, the most common virus causing meningitis and it was
associated with some cases in this study, arboviruses accounted for more than 60%
of the identified viruses. DENV, EV, CHIKV and VZV are associated with widely varied
neurological manifestations making diagnosis challenging. In arboviruses endemic
areas it is crucial to increase viral surveillance and consider them in the differential

diagnosis of meningitis.
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Table 1. Demographic baseline data from patients with suspected viral

meningitis attended Couto Maia Hospital, between July 2014 and February 2016,

Salvador (BA), Brazil.

Total
Demographic baseline data
N* n %

Gender 170

Male 84 494

Female 86 50.6
Skin color/Ethinicity 167

White 16 9.6

Brown 104 62.3

Black 43 25.7

Asian 1 06

Indigenous 3 1.8
Years of age 170

<5 41 24.1

6-10 17 10.0

11-15 20 11.8

16-20 15 8.8

21-30 24 141

31-40 22 129

41-50 16 94

> 50 15 8.8



Place of residence

Greater Salvador

Other cities

169

141 834

28 16.6

" Total varies according to data availability.
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Table 2. Viral diagnosis from patients with suspected viral meningitis who

attended Couto Maia Hospital, between July 2014 and February 2016, Salvador

(BA), Brazil.
Total

Viral diaghosis (N=170)
n %
Overall 34 20.0
Arboviruses 26 15.3
Dengue virus (DENV) 1 13 7.6
DENV1 ™ 8 4.7
DENV2 0 0.0
DENV3 2 1.2
DENV4 ™ 3 1.8
Chikungunya virus " 6 3.5
Zika virus "2 7 7.1
Co-infections 4 2.4
DENV1 + EV 1 0.6
DENV1 + CHIKV 1 0.6
DENV4 + ZIKV 1 0.6
CHIKV + ZIKV 1 0.6
Enterovirus ™ 11 6.5
Human herpes virus ™ 1 0.9
Herpes simplex virus 1 0 0.0
Herpes simplex virus 2 0 0.0

Varicela zoster virus 1 0.9



Epstein-Bairr virus 0 0.0

Cytomegalovirus 0 0.0

"I Total includes co-infection. "2 Zika virus detection was performed by
ELISA. All the other positive cases were through molecular testing.
ZIKV positivity was based on 98 available samples for testing. " HHV
PCR positivity was based on 107 available samples for testing. PCR:
polymerase chain reaction; DENV: dengue virus; EV: Enterovirus;

CHIKV: Chikungunya virus.
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Table 3. Clinical data stratified by PCR positivity from patients with suspected
viral meningitis who attended Couto Maia Hospital, between July 2014 and

February 2016, Salvador (BA), Brazil.

Total PCR+ PCR-
Clinical data
N n % N n % N n %

Signs and symptoms of meningitis

Fever 159 128 805 33 28 84.8 126 100 79.4

Headache 153 123 804 32 29 90.6 121 94 77.7

Vomiting 156 94 603 33 31 93.9 123 63 51.2

Neck pain 146 73 50.0 30 12 400 116 61 52.6

Neck rigidity 147 47 320 31 15 484 116 32 27.6

Nausea 137 50 365 26 11 423 111 39 351

Photophobia / photosensitivity 134 23 172 28 7 25.0 106 16 15.1
Neurological signs
Somnolence 125 18 144 27 3 11.1 98 15 153

Altered state of consciousness 137 9 6.6 28 2 7.1 109 7 6.4

Seizures 134 11 8.2 27 4 14.8 107 7 6.5
Others
Myalgia 130 33 254 27 9 33.3 103 24 233
Arthralgia 136 33 243 26 7 26.9 110 26 23.6
Retro-orbital pain 133 28 211 25 6 24.0 108 22 204
Diarrhea 148 24 16.2 29 3 10.3 119 21 176
Exanthema 130 7 54 28 1 3.6 102 6 5.9
Skin rash 128 3 23 26 1 3.8 102 2 2.0

" Total varies according to data availability.
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PCR+: patients who tested PCR positive for any of the studied viruses. PCR-: all the others. N: total

number of responses; n: number of patients that responded “yes”.
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Table 4. Statistically significant prevalence ratios (PR) stratified by etiological agent from patients with suspected viral

meningitis who attended Couto Maia Hospital, between July 2014 and February 2016, Salvador (BA), Brazil.

Overall Arbovirus Zika virus Enterovirus
Characteristics p- p- p- p-
PR IC 95% PR IC 95% PR IC 95% PR IC 95%
value* value* value* value*
Years of age <15 1,33 0,73-2,42 ns 0,76 0,35-1,66 ns 1,57 0,36-6,81 ns 531 1,18-239 0,02
CSF aspect: slightly turbid or turbid 2,06 1,13-3,74 0,02 1,33 0,57-3,12 ns 9,83 1,91-46,56 0,005 3,14 1,02-9,70 0,04
CSF cell count > 5 cell/mm3 1,82 1,00-3,32 ns 1,32 0,62-2,81 ns - - 0,0007 2,57 0,76-8,73 ns
1,34-
CSF cell count > 100 cell/mm3 1,88 1,01-3,53 ns 0,91 0,33-2,49 ns 3,25 0,77-13,76 ns 4,33 0,01
14,02
Neck rigidity 199 1,08-368 0,03 2,34 1,07-5,12 0,03 4,25 0,81-22,42 ns 1,42 0,42-4,79 Ns

* p-value was calculated using Chi2 or 2-sided Fisher's exact test when appropriate.

PR: prevalence ratio.

Dengue virus, chikungunya virus and varicella zoster virus did not present any statistically significant prevalence ratio and, therefore, were

suppressed from the table
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Figure legend

Figure 1. Number of suspected viral meningitis cases included in the study
among patients who attended Couto Maia Hospital, between July 2014 and

February 2016, Salvador (BA), Brazil.
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7 DISCUSSAO

Apesar de classicamente associados as doencas febris agudas, a incluséo
dos arbovirus no diagnostico diferencial de infec¢cées do SNC tem sido considerada
cada vez mais importante ao longo dos anos, especialmente em regides endémicas,
visto que eles tém sido cada vez mais associados a manifestacfes neurolégicas
(SOLOMON et al.,, 2000; ACEVEDO et al.,, 2017; DE OLIVEIRA et al., 2017;
MARINHO et al., 2017; PRADHAN et al., 2017).

A principal ferramenta para diagnostico molecular € a PCR. Em sintese, a
PCR permite amplificar um acido nucléico alvo reconhecido por um par de primers. A
escolha do alvo (conhecimento do genoma do organismo) e o desenho dos primers
€ a primeira etapa para o sucesso da técnica. A segunda, sem duvidas, é a
padronizacdo e realizacdo de experimentos de laboratorio para determinar o0s
melhores parametros da reacdo (Ta, Mg'", concentracdo dos primers, ciclos de
reacao, etc). Na maioria dos estudos que visam diagnosticar agentes infecciosos, o
pesquisador utiliza primers e protocolos descritos na literatura sem criticar seu
desempenho. Entretanto, esta abordagem pode ser considerada ingénua, sobretudo
quando necessitamos detectar virus de genoma RNA ou com uma fase intermediaria
RNA, pois estes agentes apresentam uma alta taxa de evolucao intra-hospedeiro
(quasiespécies virais), poucas regifes subgenbmicas conservadas e, portanto,
genomas heterogéneos (SAIKI et al., 1988; VAN BELKUM e NIESTERS, 1995;
RATCLIFF et al., 2007; HUIZING et al., 2011).

Em outras palavras, mesmo que os protocolos disponiveis na literatura sejam
bem referenciados, seria recomendavel seguir um ritual de realizar a validagao in
silico dos primers, bem como, padronizar e validar os protocolos através de
experimentos de laboratério localmente. A validacado in silico dos primers consiste
em determinar a sensibilidade dos mesmos frente a sequéncias referéncias
disponiveis no Genbank, ou seja, a sensibilidade tedrica presumida. Conforme a
diversidade na regido de hibridacdo de primer, pode-se incluir ambiguidades em sua
sequéncia para torna-lo mais “universal’; no entanto, deve-se usar as ambiguidades
com parcimobnia, uma vez que 0 seu excesso pode comprometer a especificidade do
primer (A. KUMAR e CHORDIA, 2015).

O protocolo de deteccéo e tipagem dos DENVs descritos por LANCIOTTI et al.

(1992) j4 é amplamente utilizado na literatura, no entanto, os primers descritos
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apresentaram, no geral, péssimo desempenho teérico e amplificacdo preferencial
para o DENV1. Uma metodologia com desempenho inadequado pode comprometer
a determinacdo de prevaléncia do agente pesquisado, e, dessa forma, levar a um
subdimensionamento do problema estudado. Dessa maneira, foram desenvolvidos,
e também testados in silico, primers com bases degeneradas, a fim de melhorar os
valores previamente obtidos. Por fim, alcangamos uma sensibilidade presumida de
pelo menos 75% para quase a totalidade das reacdes. Nao sédo esperadas reacoes
cruzadas entre 0s virus e 0s pares de primers para 0s quais eles ndo se destinam.
Para situacdes nas quais apenas um dos primers propostos pelas publicacdes
tem um bom desempenho, existem duas alternativas. A primeira € propor alteracdes
nos primers originais e refazer a sua avaliagédo, para verificar se houve melhora, tal
como foi feito para os primers dos DENVs neste trabalho. Além disso, existem
ferramentas cuja proposta € desenhar primers novos, tais como o Primer3web

(http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Esta ferramenta toma como base uma sequéncia

referéncia, além de também poder usar o primer com bom desempenho, e propde
um primer novo no sentido contrario (A. KUMAR e CHORDIA, 2015).

Curiosamente, a sensibilidade in silico dos primers para CHIKV e ZIKV
apresentaram sensibilidade diferencial que poderia representar falha no diagnéstico.
No entanto, estes protocolos tem sido utilizados com sucesso por diversos autores e
pelos colaboradores deste estudo. Isto ocorre porque o anelamento dos primers é
dependente ndo somente da complementaridade entre as sequéncias, mas também
dos parametros da PCR. Além disso, mismatches na extremidade 3’ do primer
tendem ser criticos para o anelamento, e aqueles encontrados no primers para
CHIKV e ZIKV foram localizados no regido 5’ ou no meio no meio da sequéncia,
como visto para o CHIK2 (SIMSEK e ADNAN, 2000).

A andlise do protocolo para os EVs teve bons resultados, para eles foram
puxados um pouco para baixo devido aos Rhinovirus, grupo que néo € de interesse
neste estudo, mas que pertence ao mesmo género. Especificamente para o grupo
dos EVs, os valores ultrapassaram os 90,0% em trés do quatro primers, € 0 quarto
ficou acima dos 70,0%. Entre os HHVSs, os primers para o CMV foram os que tiveram
o pior desempenho (44,4% e 77,8%). Assim como para os DENVs, ndo é esperada
nenhuma reagéo cruzada entre os HHVSs.

A realizacdo da avaliagao teorica, in silico, dos primers é uma etapa preliminar

importante, pois permite analisar a qualidade de anelamento destes frente a
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sequéncias de amostras ja depositadas no GenBank, e desta formar, estimar de que
maneira eles se comportardo em relagdo as amostras do estudo em questao.

No entanto, muitas vezes esta etapa € negligenciada, e isso causa impactos
na execucado dos experimentos, visto que os primers podem ter um desempenho
ruim ou ainda ser inapropriados para atender ao objetivo do estudo.

Em concluséo, a padronizagdo dos testes moleculares requer conhecimento
sobre o genoma viral e os alvos mais conservados para o desenho dos primers.
Conforme o grupo pesquisado pode nao ser possivel padronizar um Pan-PCR e a
solucdo devera ser multiplos PCR, um para cada membro do grupo, ou uma PCR
multiplex. A validagdo dos métodos laboratoriais € crucial o diagnostico acurado dos
agentes etiolégicos que serdo encontrados na pesquisa epidemiolégica, em ultima

analise, possibilitando a estimativa da prevaléncia dos agravos de interesse.

Este trabalho também teve como objetivos identificar a frequéncia dos virus
responsaveis por casos de meningite nos pacientes atendidos no Hospital Couto
Maia-BA e descrever o seu perfil clinicoepidemioldgico.

A taxa de deteccao deste estudo foi baixa (20,0%), mas dentro do intervalo
encontrado na literatura (TAN et al., 2010; DUPUIS et al., 2011; Al et al., 2017; DE
OLIVEIRA et al., 2017; SHUKLA et al.,, 2017). Isso pode ter sido um reflexo do
comportamento viral em doenc¢as agudas, nas quais a janela para deteccdo do virus
€ de apenas alguns dias. Por outro lado, os pacientes deste estudo apresentaram
sintomas por uma mediana de 3 dias antes de procurar atendimento médico.
ACEVEDO et al. (2017) conseguiram detectar RNA viral até 14 dias ap0s o inicio
dos sintomas.

Na literatura, as taxas de deteccdo dos virus incluidos neste estudo séo
bastante variaveis, no entanto, os achados apresentados aqui ndo diferem dos
dados ja previamente relatados. E importante chamar a atencdo para os casos de
meningite por DENV, mesmo na auséncia dos sinais classicos da doenca febril
aguda (SOLOMON et al., 2000; MARINHO et al., 2017), bem como para os casos de
meningite por EV mesmo na auséncia de pleocitose bem como outros achados
normais (DE CROM et al., 2012; DAWOOD et al., 2014).

Em concordancia com relatos de meningite e encefalite causadas pelo ZIKV
(CARTEAUX et al., 2016; DA SILVA et al, 2017; PRADHAN et al.,, 2017,
SCHWARTZMANN et al., 2017), tivemos 7 (7,1%) amostras positivas para este virus.
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A identificacdo dos dois primeiros casos de CHIKV em agosto de 2014, um
em Amargosa e o outro em Salvador, mostra que a disperséo do virus, considerando
que o caso-indice procurou atendimento médico em maio em Feira de Santana
(AZEVEDO RDO et al., 2015; NUNES et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2015).

Coinfeccbes envolvendo diferentes arbovirus ndo sao raras (CHAHAR et al.,
2009; TARAPHDAR et al., 2012; ACEVEDO et al., 2017), mas esta é o primeiro
relato de uma coinfeccdo com o DENV e o EV. Além disso, ndo esta claro qual o
impacto dessas coinfec¢bes, e de que maneira elas podem contribuir com a
severidade da doencga ou o0 seu desfecho.

Poucas variaveis tiveram relevancia estatistica, isso pode ser em decorréncia
do nosso pequeno numero de casos, mas também reflete o fato das meningites
virais serem normalmente mais leves do que as bacterianas, e 0s pacientes terem

um quadro leve, muito proximo de um individuo sadio.
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8 CONCLUSOES

Assegurada a qualidade dos métodos de laboratdrio, foi possivel reconhecer
gue os arbovirus séo os principais agentes etiologicos das meningites virais em uma

unidade de saude de referéncia em Salvador-BA.
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9 RISCOS E DIFICULDADES

O principal problema para a execucédo deste estudo deste esta na obtencao
de amostras com um padrdo de qualidade para o diagndéstico. Por esta razao,
realizaremos reunides com a equipe médica para providenciar o congelamento das
amostras em até 1 h a partir da coleta. Amostras que nao preencherem este padrao
serdo excluidas do estudo.

Outros aspectos dizem respeito a validacdo dos métodos moleculares e ao
sigilo e protegdo dos dados. A validagdo dos métodos moleculares pode demorar e
nao apresentar a qualidade desejada. Para minimizar esta possibilidade, utilizamos
meétodos ja descritos na literatura ou baseados em experiéncias de colaboradores
em outras unidades da FIOCRUZ. Quanto a garantia de sigilo e protecdo dos dados,
apos a coleta e identificacdo da amostra, o material foi encaminhado diretamente ao
laboratério. Os dados pessoais dos participantes, bem como os resultados
laboratoriais, foram lancados em um sistema de banco de dados protegido por

senha e com acesso restrito.
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10 LIMITACOES DO ESTUDO

Este estudo apresenta algumas limitagcbes. Devido a sintomatologia leve
classicamente associada aos casos de meningite viral, pacientes com esta condi¢cao
podem ter se apresentado com um quadro subclinico ou apenas uma sintomatologia
leve. Na auséncia dos indicios associados a meningite, eles podem até mesmo nao
procurar atendimento médico, o que gera subnotificacdo deste agravo, além de ter
gerado perdas no tamanho amostral.

Também comprometeu o nosso tamanho amostral o fato das coletas serem
feitas apenas no periodo diurno, diante da ndo autorizacdo do estudantes a estarem
no hospital durante as noites.

Metodologicamente, embora os sistema de isolamento viral tenha uma taxa
de deteccao menor do que a PCR, a combinacdo de ambas as técnicas poderia ter
aumentado o numero de casos, especialmente nas situa¢cdes com baixa carga viral.

No entanto, esta ferramenta diagnostica estava indisponivel.
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FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para o
participante adulto

As informacbes que se seguem descrevem 0 estudo e seu papel como participante. O
entrevistador respondera todas as perguntas que vocé tiver sobre este questionario ou sobre o
estudo. Por favor, ouca com atencdo e ndo hesite em perguntar sobre a informacdo que esta

sendo fornecida.

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo intitulado, “IDENTIFICACAO
MOLECULAR DOS AGENTES VIRAIS CAUSADORES DA MENINGITE ASSEPTICA NO
ESTADO DA BAHIA”. O objetivo deste estudo é identificar os agentes virais responsaveis por
casos de meningite asséptica e estabelecer um sistema de vigilancia epidemioldgica para este
agravo.

Para patrticipar, vocé deve (1) assinar duas vias deste termo de consentimento (uma via
fica com vocé e a outra com o pesquisador); (2) autorizar a revisdo do seu prontuario para
obtermos informacdes sobre o seu quadro clinico, antecedentes médicos, evolugéo clinica e
resultados laboratoriais; e (3) permitir que obtenhamos uma pequena quantidade do seu liquor,
ja coletados previamente para a rotina do Hospital Couto Maia (HCM). Além disso, também
utilizaremos para pesquisa dos virus uma pequena quantidade das suas amostras de fezes e
soro/plasma coletadas para exames de rotina, caso estas estejam disponiveis.

N&o existem riscos aparentes diretamente relacionados ao estudo. As amostras
necessarias ja foram coletadas pela equipe do hospital.

Caso seja identificado 0 agente causador da meningite, a equipe médica do HCM sera
informada para adequar a conduta terapéutica a infecg¢éo viral. Nado havera, de imediato, outros
beneficios diretos para o participante. Indiretamente, eles estardo contribuindo com
informagfes muito importantes no estudo das meningites que poderdo melhorar o controle da
doenca e aumentar o conhecimento cientifico.

E importante destacar que seu nome e identificacio serdo mantidos em sigilo. As suas
respostas durante a entrevista e o0s resultados dos exames serdo confidenciais. Apenas vocé,
os investigadores do grupo de estudo, o Comité de Etica em Pesquisas do HCM e Centro de
Pesquisas Gongalo Muniz terdo acesso a estas informagdes. Vocé ndo sera identificado em

gualquer relatorio ou publicagcéo resultante deste estudo.
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Participacdo voluntdria: Sua participacdo neste estudo € voluntaria, vocé pode se recusar a

participar. Durante a entrevista, o entrevistador pode perguntar questdes que vocé ache que
nao sdo propicias e ndo queira responder. Se quiser, vocé tem o direito de recusar a respondé-
las. Além disso, sua participacdo ou ndo neste projeto ndo causara nenhuma diferenca ou
perda no atendimento de seus problemas de salde neste ou em outros hospitais. Vocé nao
serd responsavel por nenhuma despesa, incluindo as analises laboratoriais de amostras,
associadas com este estudo. Vocé nado receberd compensacédo financeira para participar do

estudo. Vocé recebera uma copia deste termo de consentimento.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
() concordo em patrticipar deste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma clara e
detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coercéo, dos objetivos, da justificativa,
dos riscos, desconfortos e beneficios todos acima descritos;
() autorizo, também, que o material biol6gico e os dados coletados através da entrevista e
revisdo de meus registros médicos (prontuario) sejam armazenados para pesquisas futuras

elou () descartados sem aviso prévio.

Salvador-BA, / /

Nome do voluntario:

Assinatura do voluntario Impresséo datiloscopia do
voluntario

Testemunhas:

Assinatura do pesquisador responsavel

Contatos:

Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz, FIOCRUZ-BA
R. Waldemar Falcao, 121, Candeal de Brotas

Pesquisador responsavel: Comité de Etica em Pesquisa (CEP):
Dr. Luciano Kalabric Silva Tel.: 71-3176-2285
Tel.: 71-3176-2265 E-mail: cep@bahia.fiocruz.br

E-mail: kalabric@babhia.fiocruz.br
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APENDICE Il = TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
PARA O RESPONSAVEL DO PARTICIPANTE MENOR
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Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para o
responsavel do participante menor

As informacBes que se seguem descrevem o estudo e seu papel como responsavel do(a)
participante. O entrevistador respondera todas as perguntas que o(a) senhor(a) tiver sobre este
guestionario ou sobre o estudo. Por favor, ouca com atencédo e ndo hesite em perguntar sobre

a informacéo que esté sendo fornecida.

Seu(Sua) filho(a) esta sendo convidado a participar do estudo intitulado,
“IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS AGENTES VIRAIS CAUSADORES DA MENINGITE
ASSEPTICA NO ESTADO DA BAHIA”. O objetivo deste estudo & identificar os agentes virais
responsaveis por casos de meningite asséptica e estabelecer um sistema de vigilancia
epidemiolégica para este agravo.

Para participar, o(a) senhor(a) deve (1) assinar duas vias deste termo de consentimento
(uma via fica com o(a) senhor(a) e a outra com 0 pesquisador); (2) autorizar a revisdo do
prontuario do(a) seu(sua) filho(a) para obtermos informacdes sobre o quadro clinico,
antecedentes meédicos, evolucdo clinica e resultados laboratoriais; e (3) permitir que
obtenhamos uma pequena quantidade do liquor e soro do(a) seu(sua) filho(a), jA coletados
previamente para a rotina do Hospital Couto Maia (HCM). Além disso, também utilizaremos
para pesquisa dos virus uma pequena quantidade das suas amostras de fezes e soro/plasma
do(a) seu(sua) filho(a) coletadas para exames de rotina, caso estas estejam disponiveis.

N&o existem riscos aparentes diretamente relacionados ao estudo. As amostras
necessarias ja foram coletadas pela equipe do hospital.

Caso seja identificado o agente causador da meningite, a equipe médica do HCM sera
informada para adequar a conduta terapéutica a infeccdo viral. Nao havera, de imediato, outros
beneficios diretos para o participante. Indiretamente, eles estardo contribuindo com
informagbes muito importantes no estudo das meningites que poderdo melhorar o controle da
doenca e aumentar o conhecimento cientifico.

E importante destacar que o nome e identificagéo do(a) seu(sua) filho(a) serdo mantidos
em sigilo. As respostas durante a entrevista e os resultados dos exames serdo confidenciais.
Apenas o(a) senhor(a), os investigadores do grupo de estudo, o Comité de Etica em Pesquisas
do HCM e Centro de Pesquisas Gongalo Muniz terdo acesso a estas informacgdes. O(A)
seu(sua) filho(a) filho ndo seré identificado em qualquer relatério ou publicagéo resultante deste

estudo.
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Participacdo voluntaria: A participacdo do(a) seu(sua) filho(a) neste estudo é voluntaria, o(a)

senhor(a) pode se recusar a participar. Durante a entrevista, o entrevistador pode perguntar
guestbes que vocé ache que ndo s&o propicias e ndo queira responder. Se quiser, 0(a)
senhor(a) tem o direito de recusar a respondé-las. Além disso, a participacdo ou ndo neste
projeto ndo causara nenhuma diferenca ou perda no atendimento dos problemas de saude
do(a) seu(sua) filho(a) neste ou em outros hospitais. O(A) senhor(a) ndo sera responsavel por
nenhuma despesa, incluindo as analises laboratoriais de amostras, associadas com este
estudo. O(A) senhor(a) ndo receberd compensacao financeira para participar do estudo. O(A)

senhor(a) recebera uma copia deste termo de consentimento.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
() autorizo a participacdo do(a) meu(minha) filho(a) neste projeto de pesquisa, pois fui
informado, de forma clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coercgéo,
dos objetivos, da justificativa, dos riscos, desconfortos e beneficios todos acima descritos;
() autorizo, também, que o material biol6gico e os dados coletados através da entrevista e
revisdo de meus registros médicos (prontuario) do(a) meu(minha) filho(a) sejam armazenados

para pesquisas futuras e/ou () descartados sem aviso prévio.

Salvador-BA, / /

Nome do menor:

Nome do responsavel:

Assinatura do responsavel Impresséo datiloscopia do
responséavel

Testemunhas:

Assinatura do pesquisador responsavel

Contatos:

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ-BA
R. Waldemar Falcao, 121, Candeal de Brotas

Pesquisador responsavel: Comité de Etica em Pesquisa (CEP):
Dr. Luciano Kalabric Silva Tel.: 71-3176-2285
Tel.: 71-3176-2265 E-mail: cep@bahia.fiocruz.br

E-mail: kalabric@babhia.fiocruz.br
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APENDICE Ill - TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O PARTICIPANTE MENOR



Ministério da Satde
FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Termo de assentimento para o participante menor

As informacbes que se seguem descrevem 0 estudo e seu papel como participante. O
entrevistador respondera todas as perguntas que vocé tiver sobre este questionario ou sobre o
estudo. Por favor, ouca com atencado e nado hesite em perguntar sobre a informacéo que esta

sendo fornecida.

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo intitulado, “IDENTIFICACAO
MOLECULAR DOS AGENTES VIRAIS CAUSADORES DA MENINGITE ASSEPTICA NO
ESTADO DA BAHIA”. O objetivo deste estudo ¢é identificar os agentes virais responsaveis por
casos de meningite asséptica e estabelecer um sistema de vigilancia epidemioldgica para este
agravo.

Para participar deste estudo, o responsavel por vocé deverad autorizar e assinar um
termo de consentimento. Vocé ndo tera nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem
financeira. Vocé sera esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estara livre para
participar ou recusar-se. O responsavel por vocé podera retirar 0 consentimento ou interromper
a sua participacdo a qualquer momento. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em
participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido pelo
Hospital Couto Maia. O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrbes profissionais de
sigilo. Vocé néo sera identificado em nenhuma publicacao.

Nao existem riscos aparentes diretamente relacionados ao estudo. As amostras
necessarias ja foram coletadas pela equipe do hospital.

Caso seja identificado o0 agente causador da meningite, a equipe médica do HCM sera
informada para adequar a conduta terapéutica a infecc¢éo viral. Nao havera, de imediato, outros
beneficios diretos para o participante. Indiretamente, eles estardo contribuindo com
informagfes muito importantes no estudo das meningites que poderdo melhorar o controle da
doenca e aumentar o conhecimento cientifico.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que fui
informado(a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagfes, € 0 meu
responsavel podera modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Tendo o

consentimento do meu responsével ja assinado, declaro que:
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() concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo assentimento e me
foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas;

() concordo, também, que o material biolégico e os dados coletados através da entrevista e
revisdo de meus registros médicos (prontuario) sejam armazenados para pesquisas futuras

elou () descartados sem aviso prévio.

Salvador-BA, / /

Nome do menor:

Nome do responsavel:

Assinatura do menor Impressao datiloscopia
do menor

Testemunhas:

Assinatura do pesquisador responsavel

Contatos:

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ-BA
R. Waldemar Falcao, 121, Candeal de Brotas

Pesquisador responsavel: Comité de Etica em Pesquisa (CEP):
Dr. Luciano Kalabric Silva Tel.: 71-3176-2285
Tel.: 71-3176-2265 E-mail: cep@bahia.fiocruz.br

E-mail: kalabric@babhia.fiocruz.br
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APENDICE IV — QUESTIONARIO CLINICOEPIDEMIOLOGICO



Ministério da Saude
FIOCRUZ

Fundag¢do Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Dados Pessoais
Projeto: Meningites Virais

Identificacdo Molecular dos Agentes Virais Causadores da Meningite Asséptica no Estado da
Bahia.

Dados Pessoais

INDGDP

DTDGDP INRDP DTRDP

PARA PROTEGER A CONFIDENCIALIDADE DO PACIENTE, ESTE QUESTIONARIO DEVERA SER DESTACADO PELO GESTOR DO
PROJETO OU INVESTIGADOR PRINCIPAL DEPOIS DA ENTREVISTA E ANTES QUE OS DADOS SEJAM DIGITADOS. TODOS OS
QUESTIONARIOS DO MESMO PACIENTE DEVEM TER UM NUMERO DE IDENTIFICAGCAO UNICO (MVID)

Data Dados Pessoais (DTDP): |__ ||/ | I/ || 1|

Iniciais do Resp. Dados Pessoais (INDP): |__|__|_|__|

Ne de Identificagdo (MVID): |__|_ || ||

N° de Registro (IDR): |_ || ||| ||
Obs.: 9 999 999 (ndo sabe ou PA) e 8 888 888 (outro hospital)

Termo de consentimento assinado (TCLE): Sim N&o

LCR armazenado (LCRA): Sim N&o

1. IDENTIFICACAO:

1.1 Nome (NOME):
| ]

1.2 Data de nascimento (DNASC): /]

1.3 | Idade (IDAD): I I

1.3.1 | Idade em (IDAD1):

Dias Meses Anos

1.4 Sexo (SX):

Masculino Feminino [ 0 | Outro

Nome da mae (NMAE):

15
(N A

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99

Nome do pai (NPAI):

1.6
(N

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99

1.7. Endereco e contato:
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99

Rua / N° (END):

e T T T T T O O Y I O A
| ]
) Y A ) )

1.7.2 | Ponto de referéncia (REF):
| ]
Y I ) ) ) A

1.7.3 | Bairro (BAI):

Y I ) ) ) A

1.7.4 | Cidade (CID):

) Y I ) ) T A

1.7.5 | Telefone fixo (n° e nome de contato) (TELN, TELC):

N Y ) P A S ) I
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99 9999-9999. Caso o contato seja o préprio participante,
preencher com 88

1.7.6 | Celular (n° e nome de contato) (CELN, CELC):

preencher com 88

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99 9 9999-9999. Caso 0 contato seja o préprio participante,
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FOcRUZ Entrevista
undac¢ado Oswaldo Cruz . . . . .

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz PrOJ eto: Menin g Ites Virals
Identificacdo Molecular dos Agentes Virais Causadores da Meningite Asséptica no Estado da

Bahia.
Entrevista
INDGE | DTDGE INRE DTRE

Data da Entrevista (DTENTR): |__ ||/ ||/ || | | Iniciais do Entrevistador (INENTR): |_|_|_|_|

N° de Registro (IDR): |__|__ || || ||

N° de Identificaao (MVID): |__|_|_|_|_| Obs.: 9 999 999 (n&o sabe ou PA) e 8 888 888 (outro hospital)

Termo de consentimento assinado (TCLE): Sim Ndo | LCR armazenado (LCRA): Sim N&o

2. DADOS SOCIODEMOGRAFICOS:

2.1 | Raga (RAC):[ 1 | Branca Parda Negra Amarela (Asiatico) [ 5 | Indigena [ 9 |NSI

2.2 | Escolaridade (ESC):

| 0 | Néo alfabetizada 1| 1°a4°do EF incompleto | 2 | 1° a 4° do EF completo
| 3 | 5°a9°do EF incompleto | 4 | 5° a 9° do EF completo 5 | EM incompleto
6 | EM completo 7 | ES incompleto 8 | ES completo E NSI
2.3 | Estado civil (ECIV):
| 1 | Solteiro 2 | Casado ou unido estavel Separado/divorciado
4 | Viavo 9 | NSI

2.4 Ocupacao do participante (OCUP):
| e e

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se nédo se aplica (NSA), preencher 88

2.5 | Ocupagdo da mae (OCUPM):
Y ) Y )

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

2.6 Ocupacéo do pai (OCUPP):
(N ) ) )

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

2.7 Ocupacéo do cbnjuge (OCUPC):
| e

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

2.8 Naturalidade (NAT):
(N ) )

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

2.9 Numero de moradores no domicilio, incluindo o participante (NMOR): |__|__|

2.10 | Renda mensal familiar (REND): (N° de SM = R$ 724,00):

<1 (< R$ 724,00) 1-2 (R$ 724,00 - R$ 1.448,00) 2-4 (R$ 1.448,00 - R$ 2.896,00)
4-6 (R$ 2.896,00 - R$ 4.344,00) [ 5 | >6 (> R$ 4.344,00) [9] NSI

2.11 | Acesso a servicos publicos (SERVPUB):

Luz elétrica (LUZ): 1|Sim|2]|Nao | 9| NSI
Agua encanada (AGUA): 1| Sim|2|N&o | 9] NSI
Telefone fixo (TFIX): 1|Sim|2]|Nao | 9| NSI
Telefone celular (TCEL): 1|Sim|2]|Nao |9 | NSI
Bens duraveis em casa (BENS):

2.12 | Fogso (FOG): 1]Sim[2] Ngo [9] NS
Geladeira (GEL): 1|Sim|2]|Nao | 9| NSI
Freezer (FREZ) 1|Sim|2]|Nao | 9| NSI
Radio (RAD): 1|Sim|2]|Nao | 9| NSI
Televisor (TEL): 1|Sim|2]|Nao | 9| NSI
Méquina de lavar (LAV): 1|Sim|2]|Nao | 9| NSI
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Centro de Pesquisas Gongalo Moniz PrOJ eto: Menin g Ites Virals
Computador (COMP): 1|Sim|2|Nao |9 | NSI
Acesso & internet em casa (NET): 1]Sim[2]Ngo [9]NSA[9]NSI

3. ANTECEDENTES MEDICOS:

3.1 | Foi amamentado (Se menor que 2 anos) (AMAM): Sim N&o NSA [ 9 ] NSI
3.1.1 | Se sim, por quantos meses (AMAM1) || |
3.2 | Calendario vacinal (CALVAC): Completo/Atualizado Incompleto [ 9 | NSI
Tomou as vacinas contra as meningites (VACMEN): Soma: |__|_|
2 | Tetravalente (Haemophilus influenzae tipo b) — 2, 4, 6 meses
3.21 4 | Pneumocdcica 7 (Streptococcus pneumoniae, 7-valente) — 2, 4, 6, 12 meses
8 | Pneumocdcica 10 (Streptococcus pneumoniae, 10-valente) — 2, 4, 6, 12 meses
16 | Meningocécica C (Neisseria meningitidis tipo C)
3.3 | Teve contato com pessoas com alguma doenca contagiosa nos ultimos 7 dias (CONTDOEN):
[1]Sim[2]Na&o|[9] NSl
3.3.1 | Se sim, qual a doenca (CONTDOENL1)
Y Y Y Y Y ) A A
3.4 Doencgas (DOEN):
Ja teve ou tem alguma das condi¢des abaixo:
34.1 | Diabetes mellitus (DM): [1]Sim|[2] Na&o|9] NS
342 | Hipertensdo (HAS): [1]Sim[2]Nao[9] NSl
343 | Otite média (OTM): [1]Sim|[2]|Na&o |9 ] NSI
344 | Sinusite (SINUS): [1]Sim|[2]|Na&o |9 ] NSI
345 | Pneumomia (PNEU): [1]Sim|[2]|Na&o |9 ] NSI
346 | Lupus eritematoso sistémico (LES): [ 1| Sim [ 2 | Ndo [ 9 | NSI
347 | Sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada (VKH): Sim N&o [ 9 | NSI
348 | Infeccdo pelo HIV/IAIDS (HIV): [1]Sim[2]N&o[9] NSl
349 | Cancer (CA):[ 1 |Nos Gltimos seis meses| 2 | Nos Gltimos dois anos N&o [ 9 | NSI
s491 | Se sim, se submeteu & quimioterapia (CA1): Sim N&o NSA [ 9 ] NSI
3.4.10 | Meningite (MENINHIST): 1 | Na ultima semana Nos ultimos seis meses| 3 | Nos ultimos
doisanos | 4 | Nao [ 9 | NSI
sa101 | Se sim, sabe o agente etioldgico (MENINHISTL):
Y N ) e e e
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88
3411 | Outra doenga prévia (DOEPR): Sim N&o [ 9 | NSI
san, | S€sim, qual (DOEPRL):
| e e e
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88
J& se submeteu a algum dos procedimentos abaixo:
3412 | Transplante de 6rgéos (TROR): 1 | Na ultima semana Nos ultimos seis meses| 3 | Nos ultimos
doisanos | 4 | Nao | 9 | NSI
3413 | Transplante de medula 6ssea (TRMO): | 1 | Na uUltima semana Nos ultimos seis meses| 3 | Nos ultimos
doisanos | 4 | Nao | 9 | NSI
3414 | Cirurgia (CIRUR): Na dltima semana [ 2 | Nos Gltimos seis meses [ 3 |[N&o [ 9 |NSI
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3415 | Anestesia espinhal (ANESP): Na Gltima semana [ 2 | Nos dltimos seis meses | 3 |N&o [ 9 |NSI
3416 | InjegAo intratecal (ITEC) Na Gltima semana [ 2 | Nos dltimos seis meses | 3 |N&o [ 9 |NSI
3417 | Injegdo de quimopapaina (IQP): Na Gltima semana [ 2 | Nos dltimos seis meses | 3 |N&o [ 9 |NSI

3.5 Histérico medicamentoso (HISTMED):

Fez uso de algum dos medicamentos abaixo:

3.5.1 | Azatioprina (AZA) |L| Na dltima sema Nos ultimos seis meses \i} Nos ultimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3.5.2 | Carbamazepina (CARB) |L| Na Ultima sema Nos ultimos seis meses \i} Nos ultimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3.5.3 | Cefalosporinas (CEFAL) |L| Na Ultima sema Nos ultimos seis meses \i} Nos ultimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3.5.4 | Cetoprofeno (CETO) m Na Ultima sema Nos ultimos seis meses \i} Nos ultimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3.5.5 | Ciprofloxacina (CIPRO) m Na Ultima sema Nos ultimos seis meses \i} Nos ultimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3.5.6 | Citosina-arabinosideo (CITO) m Na uUltima sema Nos ultimos seis meses \i} Nos ultimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3.5.7 | Diclofenaco (DICL) | 1] Nadltima sema Nos dltimos seis meses | 3 | Nos ultimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3.5.8 | Fenazopiridina (FENAZ) m Na Ultima sema Nos ultimos seis meses \i} Nos ultimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3.5.9 | Ibuprofeno (IBUPR) | 1] Nadltima sema Nos Ultimos seis meses| 3 | Nos dltimos
dois anos | 4 | Nao [ 9 | NSI

3510 | Imunoglobulina (IMUN) \il Na ultima sema Nos ultimos seis meses \i} Nos ultimos
dois anos | 4 | Ndo [ 9 | NSI

35.11 | Isoniazida (ISO) | 1] Nadltima sema Nos dltimos seis meses | 3 | Nos ultimos
dois anos | 4 | Ndo [ 9 | NSI

3512 | Metronidazol (METR) | 1 | Na dltima semana Nos Ultimos seis meses| 3 | Nos dltimos
doisanos | 4 | Ndo | 9 | NSI

3513 | Muromonab-CD3 (OKT3) | 1 | Naditima semana Nos Ultimos seis meses| 3 | Nos dltimos
doisanos [ 4 | Nao [ 9 | NSI

3514 | Naproxeno (NAPR) | 1 | Naditima semana Nos Ultimos seis meses| 3 | Nos dltimos
doisanos [ 4 | Nao [ 9 | NSI

3515 | Penicilina (PEN) | 1 | Nadltima semana Nos dltimos seis meses | 3 | Nos ultimos
doisanos [ 4 | Nao [ 9 | NSI

3516 | Pirazinamida (PIRA) | 1 | Nadltima semana Nos dltimos seis meses | 3 | Nos ultimos
doisanos [ 4 | Ndo [ 9 | NSI

3517 | Ranitidina (RANIT) | 1 | Naditima semana Nos Ultimos seis meses| 3 | Nos dltimos
doisanos [ 4 | Ndo [ 9 | NSI

3518 | Sulfametoxazol (SMZ) | 1 | Naditima semana Nos Ultimos seis meses| 3 | Nos dltimos

doisanos | 4 | Nao | 9 | NSI

3519 | Sulfametoxazol-trimetoprima (TSMZ) 1 | Na ultima semana Nos ultimos seis meses| 3 | Nos ultimos

doisanos [ 4 | Ndo [ 9 | NSI

3520 | Sulindac (SUL) | 1 | Na dltima semana Nos dltimos seis meses | 3 | Nos ultimos
doisanos [ 4 | Ndo [ 9 | NSI

3521 | Tolmetina (TOLM) | 1 | Naditima semana Nos Ultimos seis meses| 3 | Nos dltimos
dois anos [ 4 | Ndo [ 9 | NSI

3522 | Trimetoprima (TMP) 1 | Na dltima semana Nos ultimos seis meses| 3 | Nos ultimos
doisanos | 4 | Nao | 9 | NSI

BB Rn R R e e e

3523 | Usou antibitico nos Gltimos 7 dias antes do internamento (ATBST)? Sim N&o [ 9| NSI
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ss231 | Se usou antibidtico nos dltimos 7 dias antes do internamento, qual foi (ATBST1)
(R ) ) e e )

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99, se nado se aplica (NSA), preencher 88

3.5.232

Se usou antibidtico nos dltimos 7 dias antes do internamento, por quantos dias (ATBST2): ]
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99, se ndo se aplica (NSA), preencher 88

3524 | Usou antibiético no internamento (ATBINT)? Sim N&o [ 9 | NSI

ss241 | Se usou antibidtico no internamento, qual foi? (ANBINT1):

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99, se ndo se aplica (NSA), preencher 88

3.5.24.2

Se usou antibidtico no internamento, por quantos dias (ATBINT2): ]
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99, se ndo se aplica (NSA), preencher 88

3525 | Usou outro medicamento antes da internagdo? (OUTMED): Sim Nao [ 9 | NSI

ss251 | Se usou outro medicamento antes da internagdo, qual (OUTMED1)

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99, se ndo se aplica (NSA), preencher 88

35.26 | Usou outro medicamento no internamento (MEDINT)? | 1 | Sim | 2 | Ndo | 9 | NSI

ss262 | Se usou outro medicamento no internamento, qual (MEDINT1):

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99, se ndo se aplica (NSA), preencher 88

4. USO DE SUBSTANCIAS RECREACIONAIS:

4.1 | Etilismo (ETIL): [1]Sim[2]Nao[9] NSl
4.2 | Tabagismo (TABAG): [1]Sim|2]|Nao|9]| NSl
4.3 | Substancias ilicitas (SUBIL)? [1]Sim|2]Nao|9] NSl

4.3.1 | Se sim, quais (SUBIL1):

5. VIAGEM RECENTE:

5.1 | Realizou alguma viagem no dltimo més (VIAG):[ 1 | Sim N&o [ 9 | NSI

5.1.1 | Qual foi o destino (VIAGL): |_|__|__ ||| ||| ]

5.1.2 | Ficou por quanto tempo (em dias) (VIAG2): I
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Identificacdo Molecular dos Agentes Virais Causadores da Meningite Asséptica no Estado da
Bahia.

Revisdo do Prontuério

INDGRP | DTDGRP INRRP DTRRP

Data da Revisdo (DTRP): |__ | |/ | I/ ||| Iniciais do Revisor (INRP): |__|_|__|_|

N° de Registro PA (IDR): |_|__ | | || | |
Obs.: 9 999 999 (ndo sabe ou PA) e 8 888 888 (outro hospital)

Ne de Identificagdo (MVID): |__|_ || ||

Termo de consentimento assinado (TCLE): Sim Ndo | LCR armazenado (LCRA): Sim N&o

6. DADOS HOSPITALARES:

6.1 | O paciente ficou internado (INT): Sim Ndo [9 ] NS

6.2 Data da admissdo (DTADM): || I/ I/ || ||

6.3 | Diagnostico inicial (D1): |__| | | | | || [ [ [ | | || [ | | || | | | ||| | ||
) Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99, se ndo se aplica (NSA), preencher 88

6,4 | Reinternamento (REINT): Sim Ndo [ 9] NS

6.4.1 | Se sim, qual motivo do internamento anterior (REINT1):

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

6.5 | O paciente de outro hospital (OUTROH):[ 1 | Sim N&o [ 9] NsI

6.5.1 | Se sim, qual (OUTROHL):
| e

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

6.6 N de dias com sintomas ao internar (QNTDSINT): |__|_|_|
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 999; se ndo se aplica (NSA), preencher 888

6.7 | Quadro neurolégico na admisséo (QNADM): [ 1 | Normal Alterado Coma [9] NSI

7. QUADRO CLINICO:
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99, se ndo se aplica (NSA), preencher 88

Sintomas na admissao Presente? Se sim, ha quantos dias:

7.1 | Abaulamento da fontanela anterior ABAUFON): [ 1] Sim [ 2] Nao [ 9 |[NSI/A  (ABAUFON1): | | |

7.2 | Alucinagdes (ALUC): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (ALUC1): L
7.3 | Anorexia (ANOR): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (ANOR1): L
7.4 | Artralgia (ARTR): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (ARTR1): L
7.5 | Choro persistente (CHOR): [1]Sim[2] Nao [9|NSI/A  (CHORL1): L

7.6 | Coagulagao intravascular disseminada (CIVD): [ 1] Sim [ 2] Nao [ 9 |NSI/A (CIVD1): L

7.7 | Colapso cardiovascular (COLCAR): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (COLCARL): L
7.8 | Coma (COMA): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (COMAL): L
7.9 | Conjuntivite (CONJ): [1]sim|2] N&o | 9|NSIA (CONJ1): L]
7.10 | Convulsbes (CONV): [1]sim|2] N&o | 9 |NSIA (CONV1): L]
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7.11 | Coriza (CORIZA): [1]sim|2] N&o | 9 |NSIA (CORISAL): L
7.12 | Diarreia (DIAR): [1]sim|2] N&o | 9 |NSIA (DIAR1): L
7.13 | Dificuldade para despertar (DIFDES): [1]Sim[2] Nao | 9 |NSIA (DIFDESL): L
7.14 | Diplopia (DIPL): [1]Sim[2] Nao [ 9 |[NSIA (DIPL1): L]
7.15 | Dispneia (DISP): [1]Sim[2] Nao [ 9 |[NSIA (DISP1): L]
7.16 | Dor de cabecga/Cefaleia (CEFA): [1]Sim[2] Nao | 9 |NSIA (CEFAL): L
7.17 | Dor na nuca (DORNUC): [1]Sim[2] Nao | 9 |NSIA (DORNUC1): || |
7.18 | Dor retroorbitaria (DORRET): [1]Sim[2] Ndo [ 9 |NSIA (DORRET1): L
7.19 | Enterocolite necrosante (ENTNEC): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (ENTNEC1): L

7.20 | Espirros (ESPIRROS): [1]Sim[2] Nao | 9 |NSIA (ESPIRROS1): || |
7.21 | Esplenomegalia (ESPL): | 1] Sim [ 2] N&o | 9 |[NSI/A (ESPL1): L]
7.22 | Estado alterado de consciéncia (EACONS): | 1] Sim [ 2] N&o | 9 |[NSI/A (EACONSI): L]
7.23 | Exantemas (EXAN): | 1] Sim [ 2] N&o | 9 |[NSI/A (EXAN1): L]
7.24 | Falta de apetite (FALTAAP): | 1] Sim [ 2] N&o | 9 |[NSI/A (FALTAAPL): |||
7.25 | Faringite (FARIN): Sim N&o [ 9 |NSI/A (FARINL): L
7.26 | Eebre (FEBR): Sim N&o [ 9 |NSI/A (FEBR1): L
7.27 | Fotofobia/Fotosensibilidade (FOTOF): Sim N&o [ 9 |NSI/A (FOTOF1): L
7.28 | Herpangina (HERPAN): Sim N&o [ 9 |NSI/A (HERPANL): L
7.29 | Irritabilidade (IRRIT): [1] sim [2] Nao [ 9 |NSI/A (IRRITY): L
7.30 | Linfoadenopatia (LINFOAD): [1] sim [2] Nao [ 9 |NSI/A (LINFOADL): |||
7.31 | Meningismo (MENING): [1] sim [2] Nao [ 9 |NSI/A (MENING1): L
7.32 | Mialgia (MIALG): [1] sim [2] Nao [ 9 |NSI/A (MIALG1): L
7.33 | Miocardite (MIOCAR): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (MIOCAR1): L
7.34 | Mioperiocardite (MIOPER): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (MIOPERL): L
7.35 | Nausea (NAUS): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (NAUS1): L
7.36 | Necrose hepatica (NECRHEP): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (NECRHEP1): |_|_|
7.37 | Obstrucdo nasal (OBSTNAS): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (OBSTNAS1): |||
7.38 | Odinofagia (ODINO): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (ODINO1): L
7.39 | Paralisia de nervos cranianos (PARALNC): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (PARALNCL): |||
7.40 | Periocardite (PERIOC): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (PERIOC1): L

7.41

Petéquias (PETEQUIA):

[1]sim|2] N&o | 9|NSIA

(PETEQUIAL):

7.42

Pleurisia (PLEURIS):

[1]sim|2] N&o | 9 |NSIA

(PLEURISY):
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7.43 | Pleurodinia (PLEUROD): [1]sim|2] N&o | 9 |NSIA (PLEUROD1): || |
7.44 | Prurido cutaneo (PRUCUT): [1]sim|2] N&o | 9 |NSIA (PRUCUT1): L
7.45 | Rash/erupcdes (RASH): [1]Sim[2] Nao | 9 |NSIA (RASH1): L]
7 46 ?;zg/&g)p.gées maculopapulares dispersas [1] sim [2] N&o [9]NSIA (RASMD1): L
747 ?;zg/\?lrju)pgées vesiculopustulosa difusa |L| Sim kﬂ N0 {i}NSI/A (RASVD1): L
7.48 | Rigidez de nuca (RIGNUC): [ 1] Sim[2] Ndo [ 9 [NS/A  (RIGNUCL): |
7.49 | Sibilancia (SIBIL): [1]Sim[2] Nao [ 9 |NSIA (SIBIL1): L
7.50 | Sinais focais (SINFOC): [1]Sim[2] Ndo [ 9 [NS/A  (SINFOC1): |
7.51 | Sinal de Brudzinsky (BRUD): [ 1] Sim|[2] Ndo [ 9 [NSVA  (BRUD1): |
7.52 | Sinal de Kernig (KERNIG): [1]Sim[2]N&o [ 9 |NSI/A  (KERNIGL): |
7.53 | Sinal de Laségue (LASEG): | 1] Sim [ 2] N&o | 9 |[NSI/A (LASEG1): L]
7.54 | Sinais e sintomas do trato respiratério superior . ~ .
(SINTRES): | 1] Sim [ 2] N&o | 9 |[NSI/A (SINTRES1): |||
7.55 | Sonoléncia (SONOL): | 1] Sim [ 2] N&o | 9 |[NSI/A (SONOL1): L]
7.56 | Torpor (TORP): [ 1] Sim|[2] Ndo [ 9 |[NS/A  (TORPL): |
7.57 | Tosse (TOSS): Sim N&o [ 9 [NSVA  (TOSS1): ||
7.58 | Vesiculas dolorosas na orofaringe posterior . ~ )
(VESDOLOR): Sim N&o [ 9 |NSI/A (VESDOLOR1): |_|_|
7.59 | Vomitos (VOMIT): Sim N&o [ 9 [NSVA  (VOMIT): ||

Outros sinais ou sintomas (OUTROSSIN):

[1] sim[2] Nao [ 9 |NSI/A

(OUTROSSIN1): |

7.59.1

Quais (OUTROSSIN2):

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

8. EVOLUCAO MEDICA:

8.1 | Apresentou complicagdo (COMPL): [ 1| Sim [ 2| Ndo [ 9 | NSI

8.1.1 | Se sim, qual (COMPL1):
Y N ) e e e
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

9. DESFECHO

9.1 Desfecho (DESF): )
Alta hospitalar sem sequelas Alta hospitalar com sequelas [ 3 | Obito [ 9 | NSI

9.1.1 | Data do desfecho (DTDESF): |__|__|/ |1/ |||
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99/99/9999; se néo se aplica (NSA), preencher 88/88/8888

912 Se sequelas, quais (DESF1):

[ I Y e A A e ) ) ) I
Y N ) s e
Y N ) e s ey
Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

9.2 Durac¢éo do internamento (em dias) (DURINT): |__|__|_|

9.3 | Observacgdes (OBS):
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Identificacdo Molecular dos Agentes Virais Causadores da Meningite Asséptica no Estado da

Bahia.
Dados Laboratoriais
INDGDL | DTDGDL INRDL DTRDL

Data Dados Lab (DTDL): || |/ LI/ || | | Iniciais do Responsavel Data Lab (INDL): |__|__|_|_|

N° de Registro (IDR): |__|__ || || ||

N° de Identificagao (MVID): |_|_|_|_|_| Obs.: 9 999 999 (n&o sabe ou PA) e 8 888 888 (outro hospital)

Termo de consentimento assinado (TCLE): Sim Ndo | LCR armazenado (LCRA): Sim N&o

10. PRIMEIRA COLETA DE LIQUOR

10.1 | Data da coleta (DTLCR1): Y A A I A T I
10.2 | Aspecto (ASP1): Limpido Levemente turvo Turvo Purulento
10.3 | Cor (COR1): 1 | Incolor 2 | Levemente xantocrémico | 3 | Xantocromico Levemente

eritrocrdmico/hemorragico 5 | Eritrocrébmico/Hemorragico

10.4 | Presenca de coagulo (COAG1): 1 | Parcialmente coagulado | 2 | Completamente coagulado
3 | N&o coagulado 9 | NSI
10.5. Citologia
105.1 | Celularidade (Leucécitos) (CELL): ]| cel/mm3
1052 | Predominancia (PREDOM1): Linfomonocitaria Polimorfonuclear Mista [ 9 | NSI

10.5.3

Citologia diferencial (CELDIF1):

| ] Y ||

| ] ]
| ] Y O I

|| |
|| |
|| I
Obs.: Preencher com 88 se ndo se aplica (NSA)/ndo realizado (NR), ou com 99 se ndo sabe informar (NSI)

1054 | Contagem de hemécias (HEMAC1): [ ||| | | |/mm3
10.6. Bioquimica

1061 | Proteinas (PROTL): | |_|_|_|mg/dL
1062 | Glicose (GLIC1): ||| |_|_|mg/dL
1063 | Globulina (GLOB1): |+

Obs.: preencher com 1 a 3 + (“cruzes”), se negativo, preencher com 9, se nio realizado (NR) preencher com 8

10.6.4

Reagéo de Pandy (globulina) (PANDY1):[ 1 | Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

10.7.

Microbiologia

10.7.1

Gram realizado (GRAM1): [1]Sim|[2]Na&o|9] NSl

10.7.1.1

Se sim, o que foi observado (GRAM11):
| e e e

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

10.7.2

Ziehl (BAAR) (ZIEHL1): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

10.7.3

Tinta da China (Cryptococcus sp) (TINCHIL): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI
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10.7.4 | Cultura para Fungos (FUN1): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

10.75 | Cultura par BK (BK1): Positivo Negativo NR/NSA [ 9] NSI

10.7.6 | Latex para meningite (LATEX1): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

10761 | Se positivo, qual o agente (LATEX11):
Y Y Y Y Y Y Y ) O

Obs.: Preencher com 88 se néo se aplica (NSA)/ndo realizado (NR), ou com 99 se ndo sabe informar (NSI)

10.7.7 | L&tex para Cryptococcus sp (CRYP1): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

107.8 | VDRL (VDRL1): [ 1 |Reagente N&o reagente NR/NSA [ 9 | NSI

10.7.9 | Houve crescimento microbacteriano (CRESCMIC1):[ 1 | Sim N&o NR/NSA [ 9 | NSI

107.9. | Se sim, qual a bactéria identificada (CRESCMIC11):
Y Y O Y ) )

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

11. SEGUNDA COLETA DE LIQUOR

11.1 | Foi realizada segunda coleta de liquor (LCR2): | 1 | Sim | 2 | Nao | 9 | NSI
Obs.: se “ndo” ou ‘NSI”, deixar o restante dessa segdo em branco

11.2 | Data da coleta (DTLCR2): Y A O A AN Y I

11.3 | Aspecto (ASP2): Limpido Levemente turvo Turvo Purulento

11.4 | Cor (COR2): 1 | Incolor | 2 | Levemente xantocromico | 3 | Xantocromico Levemente
eritrocrémico/hemorragico 5 | Eritrocrdmico/Hemorragico

11.5 | Presenca de coagulo (COAG2): 1 | Parcialmente coagulado Completamente coagulado
3| Ndocoagulado [ 9 | NSI

11.6. Citologia
11.6.1 | Celularidade (Leucécitos) (CEL2): || cellmm3
1162 | Predominancia (PREDOM2): Linfomonocitaria Polimorfonuclear Mista [ 9 | NSI

1163 | Citologia diferencial (CELDIF2):

N A Y Y Y T Y A N Y Y A ||

N A Y Y Y T Y A ] T Y N T A
N A Y Y Y T Y A ] T Y N T A

|| |
|| |
|| I
Obs.: Preencher com 88 se ndo se aplica (NSA)/ndo realizado (NR), ou com 99 se ndo sabe informar (NSI)

1164 | Contagem de heméacias (HEMAC2):  |__ ||| [ [ [/mm?3

11.7. Bioquimica

1171 | Proteinas (PROT2): ||| _|_|md/dL
1172 | Glicose (GLIC2): || |_|_|_| md/dL
1173 | Globulina (GLOB2): ||+

Obs.: preencher com 1 a 3 + (“cruzes”), s?negativo, preencher com 9, se ndo realizado (NR) preencher com 8

1174 | Reagéo de Pandy (globulina) (PANDY2):[ 1 | Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

11.8. Microbiologia

1181 | Gram realizado (GRAM?2): [1]Sim|[2]Na&o|9] NSl

us11 | Se sim, o que foi observado (GRAM21):
| e e

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

11.82 | Ziehl (BAAR) (ZIEHL2): [ 1 ]Positivo Negativo NR/NSA [ 9] NSI
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11.83 | Tinta da China (Cryptococcus sp) (TINCHI2): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

11.84 | Cultura para fungos (FUN2): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

1185 | Cultura par BK (BK2): Positivo Negativo NR/NSA @ NSI

11.86 | Latex para meningite (LATEX2): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

1861 | Se positivo, qual agente (LATEX12):
Y Y Y Y Y ) O

Obs.: Preencher com 88 se ndo se aplica (NSA)/ndo realizado (NR), ou com 99 se ndo sabe informar (NSI)

1187 | L&tex para Cryptococcus sp (CRYP2): Positivo Negativo NR/NSA [ 9 | NSI

11.88 | VDRL (VDRL2): [ 1 |Reagente N&o reagente NR/NSA [ 9 | NSI

11.89 | Houve crescimento microbacteriano (CRESCMIC2):[ 1 | Sim Nao [ 9 | NSI

11.89. | Se sim, qual bactéria (CRESCMIC21):
| e e

Obs.: se ndo sabe informar (NSI), preencher 99; se ndo se aplica (NSA), preencher 88

12. HEMOGRAMA

12.1 | Hemograma realizado (HEMO): | 1]Sim|2]|Na&o |9 ]| NSl
Obs.: se “ndo” ou ‘NSI”, deixar o restante dessa segdo em branco
1211 | Data da coleta (DTHEMO): Y A A Y

12.2 Eritrograma

1221 | Hemoglobina (HBY): || |.|__|g/dL

1222 | Hematécrito (HT): [ l_Ll_1%

12.3. Leucograma

1231 | Leucdcitos (LEUC): ]| /mm?

12.4. Contagem diferencial

1241 | Segmentados (SEG): ] /mms3 (SEG1): %
1242 | Bastdes (BAST): ] /mms3 (BAST1):  |_|_I_|%
1243 | Metamielécitos (META): ] /mms3 (METAL):  |_|_I_|%
12.4.4 | Mondcitos (MONO): ] /mms3 (MONO1): |_|_Il_|%
1245 | Linfécitos (LINF): | /mms3 (LINF1): %
12.4.6 | Linfécitos atipicos (LINFAT): ] /mms3 (LINFATL): |_|_I._|%
1247 | Eosindfilos (EOS): | /mms3 (EOS1): L%
1248 | Basofilos (BASOF): | /mms3 (BASOF1): |_|_I,|_1%

12.5. Plaquetas

125.1 | Plaquetas (PLAQ): ||| /mm?

13. RAIO X E OUTROS EXAMES

13.1 | Realizou RX (RX): [1]Sim|[2]Na&o |9] NSl
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13.1.1 | Se sim, qual o laudo (RX1):
Y Y Y ) Y ) Y I O O I

Obs.: Preencher com 88 se ndo se aplica (NSA)/ndo realizado (NR), ou com 99 se néo sabe informar (NSI)

13.2 | Realizou outros exames (OUTREX): [ 1| Sim [ 2| Nao [ 9 | NSI

1321 | Se sim, quais (OUTREX1):

14. DIAGNOSTICO FINAL (LABORATORIO/HOSPITAL HCM)

14.1 | Diagndstico final (DIAGFIN):

01 | Meningite Pneumocécica 10 | Normal

02 | Meningite Meningocdcica 11 | Meningite bacteriana ndo especifica
03 | Meningite por Haemophylus influenzae 12 | Abscesso cerebral

04 | Meningite por outra bactéria 13 | Meningoencefalite

05 | Meningite por BK 14 | Meningite linfomonocitaria

06 | Meninigite por Cryptococcus sp 77 | Outra

07 | Meningite Viral 88 | Aguardando

08 | Meningite por etiologia ndo definida 99 | N&o se aplica

09 | Neurotoxa

14.2 | Outro diagnéstico concomitante (OUTRODIAG):
) N ) ) ) I

D:\Dropbox\Doutorado\Questionarios\Questionario MV 20140921 (v5).docx
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APENDICE V — REGULAMENTO PARA BIORREPOSITORIO



Modelo de Regulamento para Biorrepositérios

(Segundo Portaria MS 2.201/2011, biorrepositério € uma cole¢do de material biol6gico humano, coletado e armazenado ao
longo da execugé&o de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais
pré-definidas, sob responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais.)

Dados Gerais

Projeto:

IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS AGENTES VIRAIS CAUSADORES DA
MENINGITE ASSEPTICA NO ESTADO DA BAHIA
Vigéncia:

Dois anos a partir da data de aprovacédo no CEP
Instituicdo responséavel/depositéria:
FIOCRUZ-BA

Pesquisador gestor:

Luciano Kalabric Silva

Instituicdo proponente:

FIOCRUZ-BA

Instituicdo co-participante*

( )Nao (X)) Sim Qual(is)? Hospital Couto Maia, Salvador-BA
Participacao estrangeira

(X)Nao () Sim Qual(is)?

Do armazenamento de amostras bioldgicas humanas

AMOSTRA No. 1

Tipo: Liquor

Numero previsto: 500

Forma de acondicionamento/ armazenamento:

A amostra de liquor coletada pelo servico sera aliquotada em dois tubos de
criopreservacgdo (500 pL). Estes serdo armazenados em N, liquido e transportados
semanalmente a FIOCRUZ-BA. Uma vez na FIOCRUZ-BA, as aliquotas serdo
armazenadas em freezer -70°C até o uso. Cada aliquota ndo serd descongelada mais
de duas vezes.

Periodo do armazenamento: até o final do estudo.

AMOSTRA No. 2

Tipo: Fezes

Numero previsto: 500

Forma de acondicionamento/ armazenamento:

A amostra de fezes sera coletada em frasco coletor e fracionada em quatro tubos de
criopreservacdo (180-220 mg). Estes serdo armazenados em N, liquido e
transportados a FIOCRUZ-BA semanalmente. Uma vez na FIOCRUZ-BA, os tubos
serdo armazenadas em freezer -70°C até o uso. Cada tubo serd descongelado apenas
uma vez e utilizado para a extragdo de DNA/RNA conforme as orientagfes do QlAamp
DNA Stool Mini Kit.

Periodo do armazenamento: até o final do estudo.




AMOSTRA No. 3

Tipo: Soro/Plasma

Numero previsto: 500

Forma de acondicionamento/ armazenamento:

A amostra de soro/plasma coletada pelo servigo sera aliquotada em dois tubos de
criopreservagdo (500 pL). Estes serdo armazenados em N, liquido e transportados
semanalmente a FIOCRUZ-BA. Uma vez na FIOCRUZ-BA, as aliquotas serdo
armazenadas em freezer -70°C até o uso. Cada aliquota nédo sera descongelada mais
de duas vezes.

Periodo do armazenamento: até o final do estudo.

Informacdes associadas as amostras

As amostras apresentam cadastro?
( ) Nao
(X) Sim - Anexar formulario padréo a este documento

Em caso afirmativo, ha dissociacdo completa dos dados do paciente?
(X) Sim () Nao

Tém acesso restrito?

( ) Nao

(X) Sim. Como ocorre? ApoOs a coleta e identificacdo da amostra, o material sera
encaminhado diretamente ao laboratério. Os dados pessoais dos participantes, bem
como os resultados laboratoriais, serdo langcados em um sistema de banco de dados
protegido por senha e com acesso restrito. Os dados completos do participante
somente serdo acessiveis apenas para o coordenador do projeto.

Do Consentimento do paciente

Apresenta Termo de Consentimento assinado pelo paciente/sujeito da pesquisa para
armazenamento e utilizagdo das amostras?
( ) Nao
(X) Sim
Existe autorizacdo para uso em pesquisas futuras? (X) Sim ( ) Nao
Apresenta autorizacdo para descarte do material? (X) Sim () Nao

Sobre o descarte das amostras biolégicas humanas

Ao final do projeto, qual sera o destino das amostras biolégicas humanas armazenadas?

() Previsao de transferéncia a outro biorrepositorio

() Previsao de transferéncia para um biobanco

() Descarte das amostras, respeitando a legislacdo vigente

(X) Permanecer armazenado se em conformidade com as normas do CNS vigentes




Das responsabilidades (seguranca, sigilo, conservacao etc)

Do pesquisador:

- Treinar a equipe de laboratério para manipular as amostras de forma segura;
- Gerenciar a utilizacdo das amostras;

- Garantir a sigilo dos dados.

Da Instituicao responsavel/depositéaria:
Prover a infraestrutura ideal para armazenamento, conservagao e descarte das amostras.
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ANEXO | - CARTA DE ACEITE DO HCM



)M@ﬁPlTAL TERRA DE TODOS NOS

COUTO MAIA

SECRETARIA DA SAUDE

DECLARACAODE ANUENCIADOESTUDO

Declaramos para os devidos fins, que o Hospital Couto Maia - Secretaria de Saude
do Estado da Bahia (HCM-SESAB) esta ciente e de acordo em colaborar com a
realizagdo do Projeto: Agdes Estratégicas para melhoria e Capacitagdo do
Diagnostico Laboratorial da Meningite na Bahia, sob a coordenag¢do da Professora
Joice Neves Reis Pedreira. Nestes termos, o HCM-SESAB se compromete a
oferecer sua estrutura, caso indicado e a disponibilizacdo de acesso aos
prontudrios médicos dos pacientes do estudo, o laboratorio para processamento de
amostras, e a sala do SAME para revisdo dos prontuarios, desde que ndo haja

prejuizo as demais atividades e servigos em andamento na instituigao.

Salvador, 19 de abril 2013.

ANA VERONICA MASCARENHAS BATISTA

Vv
\ 9‘RETORA MEDICA DO HOSPITAL COUTO
b CREMEB 8645

Rua Rio Sdo Francisco, s/n°® - Monte Serrat
CEP: 40.425-060 Salvador - Ba
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ANEXO Il - TERMO DE COMPROMISSO DA FIOCRUZ-BA



*i i r-  Ministério da Satide
| FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Declaracao

Declaro para os devidos fins que a instituicao Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz — Fiocruz concorda que o projeto intitulado “Identificagdo Molecular
dos Agentes Virag'g causadores da Meningite Asséptica no Estado da
Bahia”, coordenad:; por Dr. Luciano Kalabric Siiva, submetido ao Edital
Fapesb N° 030/2013, Programa de Pesquisa para O SUS: Gestao
compartilhada em Saude — PPSUS-BA FAPESB/SESAB, seja desenvolvido
no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular — LPBM, desta
instituicao e assegura a disponibilidade de instalacoes e equipamentos para
sua execucao.

, e
ry )
/ A 2 : ,'/'

2.1 / / ,,)? P /f(/. Ee2p Pt ¢ ".

b7 ,,.-—Manéelﬁ;rr Ne% ‘%7% 7
Diretor do Centro'de Pesquisas‘Gongalo Moniz = FIOCRUZ

Salvador — Bahia — Brasil /
Marilda de Souza 0
Mat SIAPE 6285170

[
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SUPERINTENDENCIA REGIONAL SUDESTE Il
& EM BELO HORIZONTE
GERENCIA EXECUTIVA - A - BELO HORIZONTE

PORTARIA N° 1, DE 17 DE JANEIRO DE 2014

O GERENTE-EXECUTIVO DO INSS EM BELO HORI-
ZONTE/MG, no uso das atribuigdes conferidas pelo Regimento In-
terno aprovado pela PORTARIA MPS/296/2009, Art. 167, e com base
na competéncia conferida pela PORTARIA INSS/PR/N® 800, de 06
de setembro de 2011, Arnt. 3° Inc. 1, resolve:

Dispensar, a pedido, a contar de 10/01/2014, a servidora
ISLEY APARECIDA DINIZ, matricula 0891964, CPF n°
455.254.476-49, da fungdo de Chefe de Segdio de Beneficios, codigo
FG - 1, da Agéncia da Previdéncia Social Belo Horizonte/Floresta,
Tipo B, da estrutura organizacional desta Geréncia-Executiva.

HAROLD VANN HALLEN FONTES
GERENCIA EXECUTIVA - B - TEOFILO OTONI
PORTARIAS DE 24 DE JANEIRO DE 2014

0O GERENTE-EXECUTIVO DO INSS EM TEOFILO OTO-
NI/MG, no uso das atribuigdes conferidas pelo inciso XXII do artigo
167 do Regimento Intemno do INSS aprovado pela Portaria MPS/GM
n° 296 de 09 de novembro de 2009, publicada no DOU n®. 214, de
10 de novembro de 2009, ¢ considerando a subdelegagio de com-
peténcia estabelecida pelo Ar. 3° inciso I da PT/INSS/PRES n°. 800
de 6 de setembro de 2011, publicada no DOU n°. l?w_& de

setembro de 2011, resolve:

N® 4 - Dispensar a servidora GUACIRA PEREIRA AMARAL, Ma-
tricula SIAPE 1633891, Técnico do Seguro Social, CPF n°
053.038.456-64, da Funglo Gratificada de Chefe da Segdo de Re-
conhecimento de Direitos - SRD, cédigo FGR-1, da estrutura da
Geréncia Exccutiva Tedfilo Otoni - MG.

N® § - Designar a servidora-MIRLIE APARECIDA DE SOUZA.
Matricula SIAPE 1636348, Técnico do Seguro Social, CPF n°.
024.835.656-97, para exercer a Fungio Gratificada de Chefe da Segio
de Reconhecimento de Direitos - SRD, c6digo FGR-1, da estrutura da
Geréncia Executiva Teofilo Otoni - MG.

VALERIO JOSE DE ALMEIDA FILHO

SUPERINTENDENCIA REGIONAL SUL
EM FLORIANOPOLIS

RETIFICACOES

Na Portaria INSS/SR-III n® 374, de 23 de dezembro de 2013,
publicada em DOU n° 249, na Segfo II, folha 33 de 24/12/2013, onde
se 1é: "substituto eventual de Gerente da Agéncia da Previdéncia
Social Porto Alegre/RS", leia-se: "substituto eventual de Gerente da
Agéncia da Previdéncia Social Porto Alegre - Atendimento Demandas
Judiciais/RS".

Na Portaria INSS/SR-III n® 375, de 23 de dezembro de 2013,
publicada em DOU n° 249, na Segdo 11, folha 33 de 24/12/2013, onde
se 1&: "substitoto eventual de Gerente da Agéncia da Previdéncia
Social Porto Alegre/RS", leia-se: "substituto eventual de Gerente da
Agéncia da Previdéncia Social Porto Alegre - Atendimento Demandas
Judiciais/RS"™.

GERENCIA EXECUTIVA - A - EM CURITIBA
PORTARIA N° 9, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

A Gerente-Executiva do INSS em Curitiba - Parand, no uso
das atribuigdes que lhe foram conferidas pelo Decreto n° 7.556, de 24
de agosto de 2011 e considerando o contido no inciso I, do artigo 3°,
da Portaria/INSS/PRES n® 800, de 06 de setembro de 2011, publicada
no DOU n° 173, de 08 de setembro de 2011, resolve:

Art. 1° - Dispensar o servidor Sebastian Rafael Ferreira dos
Santos, matricula n® 1375458, CPF n° 035.955.489-06, Técnico do
Seguro Social, da'funcio de Chefe da Segdo de Beneficios - FG-1, da
Ageéncia da Previdéncia Social Curitiba - Hauer - 14.001.02.0, desta
Geréncia Executiva, nomeado pela PT/GEXCTB n® 115, de
30/11/2012, publicada no DOU n® 232, de 03/12/2012.

MARA REGINA SFIER
PORTARIA N° 10, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

A Gerente Executiva do INSS em Curitiba - Parand, no uso
das atribuigdes que Ihe foram conferidas pelo Decreto n° 7. 556, de 25
de agosto de 2011 e considerando o contido no inciso 1, do arti
da Portaria/INSS/PRES n® 800, de 06 de setembro de 201] pub%gnda
no DOU n® 173, de 08 de setembro de 2011 ,resolye: v

Art. 1° - Designar o servidor Jodio Marcelino Soares, ma-
tricula n®. 1957469, CPF n°® 008.625.199-69, Téenico do Seguro So-
cial, para exercer a fungdo de Chefe de Segio de Beneficios - FG-1,
da Agéncia da Previdéncia Social Curitiba - Hauer - 14.001.02.0,
desta Geréncia Executiva.

MARA REGINA SFIER

Ministério da Saide

GABINETE DO MINISTRO
PORTARIA N° 136, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

A CHEFE DE GABINETE DO MINISTRO DE ESTADO
DA SAUDE, no uso da competéncia que Ihe foi delegada pela Por-
taria n® 761/GM/MS, de 13 de abril de 2011, resolve:

Dispensar, a partir de 15 de janeiro de 2014, LUCAS MON-
TE!RO DOS SANTOS, da Funglio Comissionada Técnica de Auxiliar
de ‘Servigos em Satde V, codigo FCT-15, n® 05F.0566, do Niclko
Estadual do Ministério da Saide em Sergipe, da Secretaria-Executiva,
em virtude de posse em outro cargo inacumulavel.

ELIANE APARECIDA DA CRUZ
PORTARIA N° 138, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

O MINISTRO DE ESTADO DA SAUDE, no uso da com-
peténcia que lhe foi delegada pelo artigo 2° do Decreto n® 1.387, de
7 de fevereiro de 1995, autoriza o afastamento do pais do servidor:

CARLOS AUGUSTO GRABOIS GADELHA, Secretério de
Ciéncia, Tecnologia ¢ Insumos Estratégicos, com a finalidade de
assessord-lo na Reunido Bilateral Brasil-Cuba para Fortalecimento
dos Lagos de Cooperagdo Técnica na Area da Satde, no contexto da
viagem da Presidenta & Repiblica de Cuba para participar de agenda
bilateral ¢ da Il Reunido de Cupula da Comunidade dos Estados
Latino-Americanos ¢ Caribenhos - CELAC, em Iavana - Cuba, no

. periodo de 26 a 30 de janeiro de 2014, inclusive trinsito, com onus

para 0 MS (Processo n® 25000.010557/2014-93).
ALEXANDRE ROCHA SANTOS PADILHA
PORTARIA N° 139, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

O MINISTRO DE ESTADO DA SAUDE, no uso da com-
peténcia que lhe foi delegada pelo artigo 2° do Decreto n® 1.387, de
7 de fevereiro de 1995, autoriza o afastamento do pais do servidor:

DIRCEU BRAS APARECIDO BARBANO, Diretor-Presi-
dente da Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria - ANVISA, com a
finalidade de assessord-lo na Reunido Bilateral Brasil-Cuba para For-
talecimento dos Lagos de Cooperagio Técnica na Area da Sadde, no
contexto da viagem da Presidenta & Republica de Cuba para participar
de agenda bilateral ¢ da 1 Reunido de Cupula da Comunidade dos
Estados Lating-Americanos ¢ Caribenhos - CELAC, em Havana -
Cuba, no periodo de 26 a 30 de janeiro de 2014, inclusive trinsito,
com 6nus para a ANVISA (Processo n® 25351.024606/2014-65).

ALEXANDRE ROCHA SANTOS PADILHA
PORTARIA N° 140, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

O MINISTRO DE ESTADO DA SAUDE, no uso da com-
peténcia que Ihe foi delegada pelo artigo 2° do Decreto n® 1.387, de
7 de feverciro de 1995, autoriza o afastamento do pais do servidor:

LUIZ ODORICO MONTEIRO DE ANDRADE, Secretirio
de Gestdo Estratégica e Participativa, com a finalidade de assessora-
lo na Reunido Bilateral Brasil-Cuba para Fortalecimento dos Lagos de
Cooperaglio Técnica na Area da Saide, no contexto da viagem da
Presidenta 4 Repablica de Cuba para participar de agenda bilateral ¢
da Reunido de Cipula da Comunidade dos Estados Latino-Ame-

ricanos ¢ Caribenhos - CELAC, em Havana - Cuba, no periodo de 26 %

a 30 de janeiro de 2014, inclusive transito, com onus para o MS
(Processo n® 25000.011297/2014-73).

ALEXANDRE ROCHA SANTOS PADILHA
PORTARIA N° 141, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

O MINISTRO DE ESTADO DA SAUDE, no uso<da com-
peténcia que lhe foi delegada pelo artigo 2° do Decreto n® 1.387, de
7 de fevereiro de 1995, autoriza o afastamento do pais do servidor:

MOZART JULIO TABOSA SALES, Secretirio de Gestdo
do Trabalho ¢ da Educagdo na Saiide, com a finalidade de assessord-
lo na Reunidio Bilateral Brasil-Cuba para Fortalecimento dos Lagos de
Cooperagio Técnica na Area da Saide, no contexto da viagem da
Presidenta 4 Reptiblica de Cuba para participar de agenda bilateral ¢
da Reunido de Ciapula da Comunidade dos Estados Latino-Ame-
ricanos ¢ Caribenhos - CELAC, em Havana - Cuba, no periodo de 26
a 30 de janeiro de 2014, inclusive trinsito, com onus para o MS
(Processo n® 25000.010245/2014-80).

ALEXANDRE ROCIM‘. SANTOS PADILHA
SECRETARIA EXECUTIVA
PORTARIA N° 56, DE 24 DE JANEIRO DE 2014
A SECRETARIA-EXECUTIVA DO MINISTERIO DA
SAUDE, no uso da competéncia que lhe foi delegada pelo Ministro

de Estado da Saude, por meio da Portaria n® 474, publicada no Didrio
Oficial da Unido de 17 de margo de 2011, resolve:

Designar DANIELA BUOSI ROHLFS para exercer o en-
cargo de substituta eventual do Diretor do Departamento de Vigi-
lincia em Saide Ambiental ¢ Saide do Trabalhador, DAS-101.5,
codigo n° 38.0059, da Secretaria de Vigilncia em Saude, ficando
dispensada THENILLE FARIA MACHADO DO CARMO.

MARCIA APARECIDA DO AMARAL
PORTARIA N° 58, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

A SECRETARIA-EXECUTIVA DO MINISTERIO DA
SAUDE, no uso da éncia que lhe foi subdelegada pela Portaria
n° 1.339, publicada no Diario Oﬁclnl da Unido n° 125, de 29 de junho
de 2012, ¢ na forma do disposto no Decreto n® 1.387, de 7 de
feverciro de 1995, resolve:

Autorizar 0 afastamento do pais do servidor FELIPE COSTA
DO AMARAL, Assessor do Ministro de Estado da Saude, com a
finalidade de assessord-lo na Reunido Bilateral Brasil-Cuba na Area
da Saide, no contexto da viagem da Presidenta & Republica de Cuba
para participar de agenda bilateral ¢ da Reunifio de Capula da Co-
munidade dos Estados Larino-Americanos e Caribenhos - CELAC,
em Havana - Cuba, no periodo de 26 a 30 de janeiro de 2014,
inclusive trinsito, com Gnus para o MS (Processo n°
25000.011435/2014-14),

MARCIA APARECIDA DO AMARAL
PORTARIA N° 59, DE 24 DE JANEIRO DE 2014

A SELRETAR]A EXECUTIVA- DO MINISTERIO DA
SAUDE, no uso da que lhe foi subdelegada pela Portaria
n° 1.339, publicada no Didrio Oficial da Unido n° 125, de 29 de junho
de 2012, e na forma do disposto no Decreto n° 1.387, de 7 de
fevereiro de 1993, resolve:

Autorizar o afastamento do pais do servidor IGOR NO-
GUEIRA CALVET, Asaessur Téenico da Secretaria de Ciéncia, Tec-
nologia ¢ I com a finalidade de participar de
Reumido Bilateral Brasil-Cuba para Fortalecimento dos Lagos de Co-
operaglio Téenica na Area da Saide, no contexto da viagem da Pre-
sidenta @ Republica de Cuba por ocasido da 11 Reunido de Cupula da
Comunidade dos Estados Latino-Americanos ¢ Caribenhos - CELAC,
em Havana - Cuba, no periodo de 26 a 30 de janeiro de 2014,
inclusive trinsito, com onus para o MS (Processo n°
25000.010549/2014-47).

MARCIA APARECIDA DO AMARAL

SUBSECRETARIA DE ASSUNTOS
ADMINISTRATIVOS

PORTARIAS DE 20 DE JANEIRO DE 2014

[e] SUBSECRETAR]O DE ASSUNTOS ADMINISTRATI-
VOS DO MINISTERIO DA SAUDE, no uso da competéncia que lhe
foi subdelegada pela Portaria/SE n® 328, de 30 de margo de 2011,
publicada no Didrio Oficial da Unido de 31 de margo de 2011‘

resolve:

N° 47 - Designar ELAINE CONCEICAO DOS SANTOS para subs-
tituir no periodo de 02/10 a 13/11/2013, o Chefe do Servigo de
Gestdo Administrativa, DAS-101.1, cédigo 05.0562, do Nicleo Es-
tadual do Ministério da Saude em Sergipe, da Secretaria Executiva,
em virtude de vacincia do cargo.

N?-48 - Designar FLAVIO SPONHOLZ OLIVEIRA para exercer o
encargo de substituto eventual do Chefe da Divisio de Convénios,
DAS-101.2, cédigo 05.0583, do Nicleo Estadual do Ministério da
Sande em Tocantins, da Secretaria Executiva, ficando- dispensado a
contar de 27/12/2013, LUSCLEIDE NAZARENO MOTA.

N° 49 - Designar LEA APARECIDA RIBEIRO para exercer o en-
cargo de substituto eventual do Coordenador de Orgamento, DAS-
101.3, codigo 05.0302, da Coordenagio-Geral de Execugdo Orga-
mentdria, Financeira ¢ Contabil, da Diretoria-Executiva do Fundo
Nacional de Saide, da Secretaria Executiva.

N® 50 - Designar GILMAR RITTER para responder no periodo de
31/12/2013 a 19/01/2014, pelo Servico de Auditoria, DAS-101.1,
codigo 05.0440, do Nicleo Estadual do Ministério da Satde no Es-
pirito Santo, da Secretaria Executiva.

N° 51 - Designar LUCIENE CORREIA DA SILVA DIAS para subs-
tituir no periodo de 31/12/2013 a 14/01/2014, o Chefe de Gabinete,
DAS-101.4, codigo 32.0006, da Secretaria de Gestdo do Trabalho ¢
da Educagiio na Saide, cm virtude de afastamento do titular ¢ do
substituto eventual.

N° 52 - Designar HELIO COELHO SILVEIRA DA ROSA para
exercer o encargo de substituto eventual do Diretor da Diretoria de
Administragiio do Campus, DAS-101.4, codigo 45.0140, da Fundagio
Oswaldo Cruz.

N® 53 - Designar MARILDA DE SOUZA GONCALVES para exer-
cer o encargo de substituto eventual do Diretor do Centro de Pesquisa
Gongalo Muniz, DAS-101.4, codigo 45.0408, da Fundagio Oswaldo
Cruz.

MARCOS JOSE PEREIRA DAMASCENO

Este documento pode ser verificado no enderego eletronico hitpy/www.in.gov.brautenticidade haml,

pelo codigo 00022014012700041

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

Infraestrutura d¢ Chaves Publicas Brasileira - [CP-Brasil.
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Facilitando servicos
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Inicio

Institucional | Diretoria l Pesquisa | Ensino l Gestdo | CEP | CEUA l Lotacoes

Solicitacoes ' Eventos

0la, Luciano!
Bem vindo(a) a Intranet
da FIOCRUZ-BA!

acessar meu lattes
alterar meus dados

[ sair da Intranet |

(] .
L-a-" ADM de conteddo

Vocé ad miﬁistra:

Dados da Lotacdo:
» LPBM

Servicos: -
Projetos de Pesquisa

(&)

» Em Execucdo
» A serem iniciados
» Finalizados

Projetos P.A. (2):

» 2011
» 2012

Acompanhe suas
solicitacies:

» AEMs Emitidas pela
Lotacdo (NOVO)

» Informatica (116/167)
» Manutencdo - SMN
(2/30)

» Manutencdo - OS5

» RCO (1)

== (POROZOHPOL0)

[ Proposta de Projeto

Acompanhamento de Propostas

[C] Mostrar todas (inclusive as propostas aprovadas, negadas e canceladas].
Ocorréncias: 6 propostals)

. Data Inicio / . -
D Titulo B Situagdo
Submissdo e
IDENTIFICAQE\O MOLECULAR DCS :QGENTES VIRAIS 19/06/2013
1113 CAUSADORES DA MEMINGITE ASSEPTICA NO Aprovada

ESTADO DA BAHIA (submissdo)

Dados do Coordenador no CPqGM Coord. Pesquisa

MNome: Luciano Kalabric Silva Aprovada
Lotagdo: LPEM Motivo:
Ramal: 301 [20/06/2013 10:14:26 -

Aprovada] Bethania: sem

Subcoordenador: Luciano Kalabric Silva =
ohservacies.

Dados do Projeto
IDENTIFICA(;:ED MOLECULAR DOS AGENTES

Titulo: VIRAIS CAUSADORES DA MENINGITE
ASSEPTICA NO ESTADO DA BAHIA Planejamento
Inst. Gestora: Fundagdo Oswaldo Cruz Aprovada
= Motivo:
D
L=y 36 meses [21/06/2013 09:49:05 -
Prevista: =
ditai Aprovada] Angela: sem
Editais para CNPq - (30/06/2013); observacdes.

financiamento:

Area de

Conhecimento: Ciéncias da Saude

Sub-drea de Aprovada

Conhecimento: ELETIEE
Motivo:

[25/06/2013 11:39:23 -
Aprovada] Manoel: sem

cbservagtes.

Agdio (SAGE): 8315 - ,PE.E.SE]IJISEI e E?asenvulwmentu
Tecnoldgico em Saude

Finalidade

(SAGE):

089 - Geragdo de conhecimento sobre
viroses e rickettsioses humanas

= Pesquisa envolve humanos.
= MNAO envolve animais.

Contrapartida CPqQGM
= Informatica

-

= Sequenciamento DNA !

= Infra-estrutura

Fonte de Recursos

Previsdao Detalhada de Aporte de Recursos pelo
CPqGM
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ANEXO lIl - CARTA DE APROVACAO DO CEP-FIOCRUZ-BA



CENTRO DE PESQUISAS
GONGALO MONIZ - W me
FIOCRUZ/BA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICAGCAO MOLECULAR DOS AGENTES VIRAIS CAUSADORES DA
MENINGITE ASSEPTICA NO ESTADO DA BAHIA

Pesquisador: LUCIANO KALABRIC SILVA

Area Temética:

Verséo: 4

CAAE: 18858613.3.0000.0040

Instituicdo Proponente: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - CPqGM/ FIOCRUZ/ BA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 613.123
Data da Relatoria: 27/03/2014

Apresentacéo do Projeto:

Meningites assépticas sdo definidas como uma sindrome aguda de inflamacgédo das meninges, nas quais nao
sdo detectados microrganismos por testes microbioldégicos. O objetivo deste trabalho é a identificacao
molecular dos agentes virais causadores da meningite asséptica no Estado da Bahia. O desenvolvimento
desta pesquisa ira contribuir primariamente na validacdo de métodos moleculares para o diagndéstico
laboratorial dos principais agentes virais causadores da meningite asséptica e a criacdo de um sistema de
vigilancia epidemiolégica molecular no estado da Bahia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Identificar os agentes virais responsaveis por casos de meningite asséptica e estabelecer um sistema de
vigilancia epidemiolégica para este agravo.

Objetivo Secundario:

- Validar o diagnostico molecular das meningites virais utilizando o PCR convencional, multiplex
convencional e/ou PCR em tempo real, quando possivel, para identificar os grupos e 0s agentes
separadamente;- Descrever o perfil epidemiolégico das meningites virais nos pacientes atendidos no
Hospital Couto Maia-BA;- Criar um sistema de vigilancia epidemioldgica molecular para monitoramento dos
diferentes agentes identificados.

Endereco: RuaWaldemar Falcdo, 121

Bairro: Candeal CEP: 40.296-710
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3176-2327 Fax: (71)3176-2285 E-mail: cep@bahia.fiocruz.br
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CENTRO DE PESQUISAS
GONGALO MONIZ - g@m me

FIOCRUZ/BA

Continuagdo do Parecer: 613.123

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Os riscos sao minimos e estdo associados a coleta de dados de prontuarios. Entretanto, asseguramos o

sigilo e confidencialidade dos dados através de um sistema de banco de dados de pesquisa protegido por

senha. Em relacdo a coleta de amostras, nao ha riscos adicionais, pois pretendemos analisar amostras

bioldgicas ja coletadas pelo hospital para o diagndstico.
Beneficios:

H& beneficio ao sujeito da pesquisa pela identificacdo do agente causador da meningite durante o

acompanhamento médico (diagndstico). Além disso, o conhecimento obtido da pesquisa podera permitir ao

sistema de saude planejar ag6es para prevenir ou minimizar os risco de transmissao e avaliagcao de vacinas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa atende aos principios cientificos. Informa os riscos e beneficios e tem relevancia para a salde

publica.

Considera¢des sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

Todos apresentados.

Recomendacbes:
Sem recomendacoes.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado.

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Endereco: RuaWaldemar Falcdo, 121

Bairro: Candeal CEP: 40.296-710
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3176-2327 Fax: (71)3176-2285 E-mail:

cep@bahia.fiocruz.br
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CENTRO DE PESQUISAS
GONCALO MONIZ - W e
FIOCRUZ/BA

Continuagdo do Parecer: 613.123

SALVADOR, 11 de Abril de 2014

Assinador por:
Adriana Lanfredi Rangel

(Coordenador)
Endereco: RuaWaldemar Falcdo, 121
Bairro: Candeal CEP: 40.296-710
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3176-2327 Fax: (71)3176-2285 E-mail: cep@bahia.fiocruz.br
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ANEXO IV — CARTA DE APROVACAO DO CEP-HCM



e
)

%ﬁ HOSPITAL
COUTO MAIA

Salvador, 03 de junho de 2014.

Oficio CEP n°® 01/2014

limo. Sr.
LUCIANO KALABRIC SILVA

Prezado Senhor,

Com base no Parecer Consubstanciado emitido pelo Comité de Etica
em Pesquisa da FIOCRUZ, nimero 401.706, datado de 20/09/2013, referente
relativo o projeto de pesquisa Ildentificagdo Molecular dos Agentes Virais
Causadores da Meningite Asséptica no Estado da Bahia, CAAE n°
18858613.3.0000.0040, comunicamos nossa concordancia com O

desenvolvimento da pesquisa no Hospital Couto Maia

Informamos ao pesquisador a necessidade de apresentar também a

este Comité relatérios parciais anualmente (09/2014; 09/2015; 09/2016) e final em

01/2017. /)
te
{

Rua Rio Sao Francisco, s/n - Monte Serrat
CEP: 40425-060 - Salvador/BA
Telefone: 3316-3084





