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RESUMO

O sarampo € uma virose imunoprevenivel, altamente contagiosa e com elevada
morbimortalidade. Em 2016, a Organizacdo Mundial da Saude declarou a
eliminagéo de virus do sarampo (MEV) na regido das Américas. Entretanto, ja
que o virus é endémico em outras regides, pode ser reintroduzido sob a forma
de casos esporadicos, principalmente associado a viagens internacionais. O
MEV pertence a familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus e encontra-se
classificado em 24 gendtipos e um sorotipo Unico. No Brasil, desde 2000 ocorrem
casos importados de outros paises. Em 2013, um surto se iniciou no nordeste do
pais, com grande numero de casos. O objetivo deste estudo consistiu em
investigar esse surto, ocorrido nos estados de Pernambuco (PE) e Ceara (CE)
durante o periodo 2013-2015, sob a perspectiva virolégica. As amostras clinicas
e informacbes epidemiolégicas foram coletadas pelas equipes de Vigilancia
Epidemiol6gica desses estados e encaminhadas para o confirmacdo do
resultado e genotipagem no Laboratério de Referéncia Nacional
(LVRS,IOC,Fiocruz). Apoés extracdo de RNA, o MEV foi detectado por RT-PCR
em tempo real (protocolo CDC). Posteriormente, foi realizado RT-PCR
convencional e sequenciamento do gene N (CDC/EUA;HPA/Inglaterra) e da
regido entre os genes M e F (RNC-M) das amostras positivas. No periodo
avaliado, observamos a circulacéo de trés gendtipos virais no Brasil (B3, D4 e
D8), sendo os dois primeiros associados a casos isolados. O gendtipo D8,
entretanto, foi introduzido no estado de PE e se disseminou para o estado do
CE. Com base na andlise bayesiana da regido RNC-MF, duas linhagens do
gendtipo D8 circularam nos surtos. Enquanto em PE foi identificada a introducéo
de uma linhagem viral (2013-2014), no CE (2014-2015) co-circularam duas
linhagens, sugerindo dois eventos de introducdo. As andlises moleculares
demonstraram que a regido RNC-MF viral constituiu um alvo adequado para o
rastreamento de surtos dada a sua maior variabilidade, quando comparada ao
gene N. Finalmente, ao analisarmos a relacdo entre os resultados sorolégicos e
de deteccdo molecular por RT-PCR, considerando o atual cenério
epidemioldgico e a alta cobertura vacinal da populagéo brasileira, observamos
que a exclusiva deteccédo de anticorpos IgM para a confirmagdo dos casos
positivos de sarampo ndo constitui uma estratégica diagndstica totalmente
confiavel no atual cenario epidemioldgico, dada a divergéncia encontrada entre
0s resultados sorologicos e a detecgdo molecular MEV. Esse conjunto de
informacdes é de fundamental relevancia para subsidiar o programa de vigilancia
epidemioldgica de sarampo, visando a ado¢ao oportuna das medidas de controle
e prevencao de novos casos.

Palavra chave: virus do Sarampo, epidemiologia molecular, filogenia
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Measles in the era of elimination in Brazil: Study of recent outbreaks

based on sequencing of the non-coding region of the virus genome

ABSTRACT

Measles is an immunopreventable and highly contagious disease, causing
relevant morbimortality. In 2016, the World Health Organization declared the
elimination of measles virus (MeV) in the Americas. However, since the MeV is
endemic in other regions, it can be reintroduced as sporadic cases, mainly
associated with international travel. MeV belongs to the Paramyxoviridae family,
genus Morbillivirus and is classified into 24 genotypes and a single serotype.
Since 2000, imported measles cases have been reported in Brazil as in other
countries. In 2013, however, an outbreak began in the northeast of the country,
involving a large number of cases. The aim of this study was to investigate this
outbreak, comprising Pernambuco (PE) and Ceara (CE) states along 2013-2015,
under the virological perspective. Clinical samples and epidemiological
information were collected by the Epidemiological Surveillance teams of these
states and sent for genotyping and sequencing at the National Reference
Laboratory (Respiratory Viruses and Measles Laboratory, 10C, Fiocruz). After
RNA extraction, MeV was detected by real-time RT-PCR. Subsequently,
conventional RT-PCR and sequencing of the N gene (CDC/US, HPA England)
and of a region between the M and F genes (MF-UTR) were accomplished in
positive samples. In the period evaluated, three viral genotypes circulated in
Brazil - B3, D4 and D8 -, the first two associated with isolated cases. Genotype
D8, however, was introduced in the state of PE in 2013 and was further
disseminated to CE. Bayesian analysis of the MF-UTR region revealed that two
strains of the D8 genotype circulated in the Northeast region. While in PE a single
viral lineage (2013-2014) was identified related to strains from the United
Kingdom, 2 lines co-circulated in CE (2014-2015), suggesting different
introduction events. Molecular analyzes demonstrated that the viral MF-UTR
region is an adequate target for outbreak tracking, given a higher variability, when
compared to N gene. The results also reiterate the value of virological
surveillance in addition to the classical epidemiological approaches for outbreak
assessment. Finally, our results showed that exclusive detection of IgM
antibodies for MeV case classification is not a reliable diagnostic strategy in the
current epidemiological scenario, given the divergence found between the
serological results and the molecular detection. Altogether, this information is
pivotal to tailor and empower the measles epidemiological surveillance program
for a timely intervention and prevention of new cases.

Keywords: Measles virus, molecular epidemiology, phylogenetics
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1. INTRODUCAO
1.1 HISTORICO DA DOENCA

O sarampo é uma doenca aguda viral, altamente contagiosa e de
transmissédo respiratoria. Embora a maioria dos casos tenha evolugao favoravel,
a doenca pode ser grave e atualmente ainda causa aproximadamente 100.000
mortes anuais aonde tem baixa cobertura vacinal (Goodson e Seward, 2015).

As epidemias de doencas exanteméticas estiveram associadas a
diminui¢cdes abruptas no tamanho da populagéo sendo registradas na China, na
india e na regido do Mediterraneo. Com as migra¢ées humanas para diferentes
regides geograficas, entre os séculos XVIlI e XIX, a disseminacédo do Virus do
Sarampo (MEV) causou epidemias devastadoras e despovoamento no mundo
(Babbott e Gordon, 1954). Durante muitos anos o sarampo foi considerado uma
forma menos grave da variola. No século X, Abu Becr, fisico e médico persa
conhecido como Rhazes, citou pela primeira vez na literatura médica sobre o
sarampo tentando diferir a doenga da variola (Coura, 2013).

O sarampo foi relatado pela primeira vez nos Estados Unidos por John
Hull em 1657 na cidade de Boston, onde causou epidemias severas e periddicas,
resultando em doencas e morte substanciais. Foi somente no ano 1670 que
Thomas Sydenham, ao descrever uma epidemia em Londres, propds o quadro
clinico e as complicacBes respiratérias causados pelo MEV, distinguindo o
mesmo da variola (Coura, 2013).

Em 1757, o médico escocés Francis Home, em uma tentativa de
imunizacao, induziu o desenvolvimento de sinais de sarampo em individuos
saudaveis usando o sangue de outros pacientes com sintomas da doenca,
demonstrando que a mesma era causada por um agente infeccioso (M&RI,
2017).

A comprovacédo da natureza altamente contagiosa do sarampo, definicdo
de sua forma de transmissao, tempo de incubacéo, bem como, a descricdo da
imunidade duradoura pds-infeccao, foram estabelecidos em um estudo classico
de Panum, em 1846, com os habitantes das remotas ilhas Faroe. Neste estudo

foi observado que o sarampo ficou ausente por alguns anos naquelas ilhas e-ao
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ser reintroduzido causou doenca apenas em jovens que mantiveram contatos
entre si (Castro-Silva, 2002; Coura, 2013).

Em 1875, uma epidemia nas llhas Fiji foi responsavel por quase 20.000
mortes, com taxa de mortalidade de 26%. Registros de 1878-1879 referentes a
tribos nativas americanas sugeriram que estas foram afetadas pela doenca e
tiveram alto indice de mortalidade. Esses exemplos historicos ilustram a
mortalidade extremamente alta associada a introdu¢édo do MEV em populacdes
nativas ndo imunes (M&Ri, 2017).

Os pesquisadores franceses Charles Nicolle e Ernest Conseil, em 1916,
identificaram anticorpos protetores especificos para o sarampo no sangue de
pacientes e demonstraram que o soro de pessoas previamente afetadas poderia
ser usado para proteger contra a doenca (M&Ri, 2017). Em 1954, Enders e
Peebles cultivaram o virus em células “in vitro” a partir do sangue de uma crianga
infectada e, nos anos seguintes, o virus foi adaptado para diferentes linhagens
celulares. Em 1958 Katz e o seu grupo adaptaram o virus em células de embrido
de galinha e realizaram os primeiros testes da vacina contra o sarampo na cidade
de Boston (Enders et al., 1960). O desenvolvimento de vacinas de virus vivo e
atenuado em cultura de célula de galinha foi o passo inicial para o programa de
erradicacao do sarampo (Figura 1).
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Figura 1: Eventos historicos para a eliminagdo do sarampo no mundo. Adaptado de Goodson et al (Goodson e Seward, 2015). CDC, Centro de
Controle e Prevengcdo de Doencgas; M & RI, Iniciativa Contra o Sarampo e Rubéola ; MI, Iniciativa Contra o Sarampo; MMR, vacina contra
sarampo-caxumba-rubéola; OPAS, Organizacdo Pan-Americana da Saude; ONU, Organizagdo das Nacfes Unidas; UNICEF, Fundo das
Nacoes Unidas para a Infancia.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/rubella
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/rubella

1.2 O VIRUS DO SARAMPO

O Virus do Sarampo (MEV) pertence a ordem Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae e classificado no género
Morbillivirus. Por ndo apresentar atividade neuraminidasica, difere do género
Paramyxovirirus (ICTV, 2017). Os virions séo esféricos, com diametro variando
de 100 a 250nm e sdo constituidos de capsideo de simetria helicoidal,
pleomdrfico, envolto em envelope lipidico derivado da célula hospedeira. Os
componentes estruturais do envelope viral sdo a proteina hemaglutinina (H), a
proteina de fuséo (F) e a proteina matriz (M). Na superficie interna do envelope
do virus localiza-se a proteina da matriz e, da face externa do envelope,
originam-se projecdes de 9 a 15nm compostas pela hemaglutinina e a proteina
de fusdo. Outras trés proteinas estruturais estdo contidas no nucleocapsideo,
interagindo com o genoma viral: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P) e proteina
grande - polimerase (L), a qual tem funcdo de RNA polimerase dependente de
RNA (Lund et al., 1984) (Figura 2).

Nucleoproteina (N)
Fosfoproteina (P)

Proteina Matriz (M)
Proteina de Fusao (F)
Proteina Hemaglutinina (H)

I=E-®0 2

Proteina L (Polimerase)

Figura 2: Diagrama esquematico do Virus do Sarampo. A bicamada lipidica da particula
pleomarfica esta representada com uma linha azul. A abaixo dela, localiza-se a proteina
matriz em vermelho. A membrana viral é envelopada com complexos de glicoproteina
com trimeros de proteina de fusdo (em azul escuro) e tetrameros de proteina
hemaglutinina (em verde). O genoma de RNA de cadeia negativa e a nucleoproteina
(laranja) formam o nucleocapsideo, que interage com a fosfoproteina (azul claro) e a
polimerase (roxa). Adaptado de Griffin et al 2013 (Griffin, 2013)

O MEV possui genoma de RNA de fita simples linear com 15.894
nucleotideos (nt), ndo segmentado, de orientacdo negativa. O genoma do virus
possui 6 unidades de transcricdo, as quais codificam oito proteinas, sendo seis
estruturais (N, P, M, F, H, L) e duas néo estruturais C e V. (Rota et al., 2016b) .
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As unidades transcricionais sdo separadas entre si por uma regiao
intergénica que apresenta a sequéncia consenso 3’-GAA-5’ (exceto a regido
intergénica entre H e L, cuja sequéncia é 3'-GCA-5’). Essa sequéncia é
precedida pelo sinal de poliadenilacdo do gene anterior e seguida do sinal de
iniciacdo de transcricdo do gene subsequente. A sintese das proteinas virais se
da numa ordem especifica, N - P/C/V/R - M — F —- H — L de acordo com a

posicdo do gene no genoma (Griffin, 2013) (figura 3).

N PICN M F F L
Jle—{N-T- M - e Tr 5

Figura 3: Organizagdo esquematica do genoma do virus do sarampo. Os retangulos
coloridos representam a regido codificadora e as linhas pretas representam as regides
nado codificadoras (Cox e Plemper, 2015). Duas proteinas ndo estruturais (C e V) e 6
proteinas estruturais (nucleoproteina (N), fosfoproteina (F), proteina da matrix (M),
proteina de fusao (F), hemaglutinina (H) e proteina grande (L).

O primeiro RNAm transcrito tem 1.683nt e codifica a nucleoproteina (N)
de 525 aminoacidos (aa). Essa proteina € a mais abundante do MEV e se liga
ao RNA viral, formando o nucleocapsideo, que unindo-se com as proteinas P e
L forma o complexo de ribonucleoproteina (RNP) servindo como um arcabouco
para a transcricdo, replicacdo e empacotamento da progénie viral (Lund et al.,
1984; Sedimeier e Neubert, 1998). A nucleoproteina é dividida em duas regides
funcionalmente distintas: amino-terminal (n-terminal, 1-400 aa) e carboxi-

terminal (c-terminal, 401-525 aa) (Figura 4).

I - I L. 189 2ag  pun Y
I r , E cca ]
1
NH,-terminal
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2o Ligacédo com 0 clzs
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[

i Ligacao da P

: COOH-terminal

Figura 4: Organizagcdo estrutural e funcional da nucleoproteina (N) do Virus do
Sarampo. A Nucleoproteina é dividida em duas regifes: n-terminal (1-400 aa) e c-
terminal (401-525 aa). Estdo indicadas as regifes de ligagdo com a fosfoproteina e o
RNA. Adaptado de Karlin D et al, 2002 (Karlin et al., 2002).
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A n-terminal € uma regido conservada que interage com o RNA (Myers et
al., 1997; Kouznetzoff et al., 1998; Myers et al., 1999). A regido c-terminal é
hipervariavel e contém um dos sitios de ligacdo com a proteina P. O residuo
N522 esta relacionado com a interacdo com o hsp72 (do inglés “heat shock
protein”, proteina de choque térmico) que promove a sintese de RNA e
propagacdo do MEV (Zhang e Oglesbee, 2003). A andlise da sequéncia de
nucleotideos que codifica a regido c-terminal da nucleoproteina tem sido atil na
epidemiologia e na identificacdo de gendtipos virais. Estudos mostram que a
porcdo do gene entre os nt 1216 e nt 1625 é a regi&o com maior variagdo entre
as cepas de sarampo (Rota et al., 2009; Bankamp et al., 2013; Griffin, 2013). A
variabilidade genética da nucleoproteina ndo parece afetar significativamente a
patogenicidade do virus e ainda nao foi estabelecida uma associacdo entre
gendtipos e diferencas na gravidade das manifestacées clinicas (Shannon M.
Beaty, 2016).

A préxima unidade de transcricdo expressa no ciclo viral tem 1648 nt e
gera 3 produtos: a fosfoproteina e as proteinas nao-estruturais, C e V. Esses
produtos séo codificados pelo mesmo RNAm, mas traduzidos a partir de fases
de leitura diferentes. O c6don AUG para iniciacdo da traducdo do gene C
localiza-se a 19 nucleotideos abaixo daquele que inicia a sintese da
fosfoproteina (Bellini et al., 1985). Esta proteina € um cofator da polimerase
ativado por fosforilacédo e se liga as nucleoproteinas, proteina L e ao RNA para
formar o complexo helicase. A regido n-terminal da fosfoproteina é acidica,
altamente fosforilada e liga-se a proteina L estabilizando-a, enquanto a regiéo c-
terminal contém o dominio que se liga a nucleoproteina (Bellini et al., 1985;
Bourhis et al., 2006).

Duas funcdes foram descritas para a proteina C referente a infecciosidade
viral: a regulacdo da sintese de RNA (Reutter et al., 2001) e reducdo da
capacidade da célula em responder a sinalizagcao do interferon a/8, prevenindo
o0 estabelecimento do estado antiviral (Shaffer et al., 2003).

A proteina acessoria V é codificada na mesma unidade de transcricdo
dos genes P/C, porém, seu RNAm difere do transcrito do gene P pela insercao
de um residuo extra de guanosina na posi¢do 751. Essa insercdo muda a fase

de leitura do RNAm fazendo com que a extremidade c-terminal da proteina V se
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torne rica em cisteina, sendo fosforilada e distribuida de maneira difusa no
citoplasma de células infectadas (Griffin, 2013) exercendo papel de
balanceamento da acumulacdo de produtos virais. Em cultura celular, a
expressdo da proteina V levou a distribuicdo da nucleoproteina (Kato et al.,
1997). Esta proteina, assim como a C, sdo essenciais para a viruléncia,
modulam os mecanismos de defesa do hospedeiro, em particular as respostas
ao interferon, e também regulam a expressao génica (Palosaari et al., 2003).

A proteina da matriz (M) é uma proteina basica de 335 aa, com varias
regibes hidrofébicas ndo polares conservadas. Interage com lipideos da
membrana celular e tem como fungédo principal dirigir a montagem e o
brotamento do virus (Griffin, 2013). A proteina M interage com o nucleocapsideo
durante a fase de maturacao do virus. Quando ela se liga ao complexo de RNP
viral, observa-se uma pronunciada inibicdo da transcricéo, o que indica um papel
regulatorio desta proteina (Suryanarayana et al., 1994). A capacidade de se ligar
ao nucleocapsideo e inibir a transcricdo € frequentemente defeituosa nas
proteinas M de virus que causam infeccdes persistentes. Isso pode ser resultado
de hipermutacdes nesta proteina, detectadas durante infec¢des persistentes.
Correlactes entre defeitos da proteina M e deficiéncias da montagem do virus
foram feitas com isolados alterados de MEV, obtidos de pacientes com
panencefalite esclerosante subaguda (SSPE) (Hirano et al., 1993; Harrison et
al., 2010).

A proteina de fusdo (F) é uma glicoproteina transmembrana conservada
de 553 aa, cuja funcdo é promover a fusdo do envelope viral & membrana da
célula hospedeira e penetracdo do nucleocapsideo viral no citoplasma da célula.
A proteina F é sintetizada como precursor inativo FO que, ap6s glicosilacdo no
reticulo endoplasmatico, € transportado para o Golgi, onde sofre clivagem
mediada por furinas. O resultado desse processo € a geracdo de duas
subunidades (F1 e F2) que permanecem ligadas por pontes dissulfidicas. A
glicoproteina F precisa interagir com a glicoproteina H para formar um complexo
de fusédo ativo. Isso porque a ligacdo da proteina H aos receptores celulares
provavelmente induz uma alteracdo estrutural em F, ativando o processo de
fusdo (Wild et al., 1991; Jardetzky e Lamb, 2014).
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A hemaglutinina (H) é uma glicoproteina transmenbrana tipo Il de 617 aa.
Sua porcdo n-terminal fica no interior do nucleocapsideo, enquanto que a
extremidade c-terminal fica voltada para o exterior do virus. Essa proteina se
projeta da superficie viral em uma estrutura em forma de haste (stalk) que
termina em uma grande cabega globular, formada por seis laminas £
(Navaratnarajah et al., 2011). Ela se organiza em tetrameros e media a ligacéo
do virus a célula hospedeira, por meio de interacao de residuos de aa da cabeca
globular com a molécula sinalizadora de ativacao de linfécitos (SLAM, do inglés
“signalling lymphocyte activation molecule”, ou CD150), expressa em células
imunes, ou com a nectina-4, expressa em células epiteliais (Griffin, 2013). A cepa
viral Edmonston e as cepas vacinais utilizam como receptor a molécula CD46
humana que € expressa em todas as células nucleadas (Rota et al., 2016b). O
dominio globular da proteina H contém o epitopo HNE, que é o principal alvo do
sistema imune do hospedeiro. Os anticorpos direcionados contra a proteina H
tém atividade neutralizantes sobre o virus (Hu e Norrby, 1994). Pequenas
modificacdes de aminoacidos em HNE sao suficientes para reduzir a atividade
da proteina H e afetar replicacao viral, de forma que aquele epitopo € bastante
conservado entre as diversas linhagens do MEV. Essa caracteristica confere
estabilidade antigénica ao virus, o que facilitou o desenvolvimento de uma vacina
contra a doenca (Tahara et al., 2016).

A proteina L € maior proteina do MEV com 2.181 aa. Compde, juntamente
com a proteina P, o complexo RNA polimerase viral. A proteina L tem a fungéo
de polimerase propriamente dita e realiza tanto a transcricdo quanto a replicacéo
do genoma viral (Bankamp et al., 2002; Cox e Plemper, 2015).

O MEV ¢é considerado conservado e geneticamente estavel,
diferentemente de outros virus de RNA dentro da mesma ordem. Estudos
revelaram niveis baixos de variacdo tanto antigénica quanto genética (Rota et
al., 1992), e mostraram que a infeccdo natural e a vacinacao conferem imunidade
ao longo da vida. A capacidade de neutralizacdo do virus por anticorpos
monoclonais especificos para a proteina H tem sido mantida ha décadas com
eficacia variavel (Klingele et al., 2000).

Dentre os genes do sarampo, 0S que apresentam maior nivel de

variabilidade sdo os que codificam as proteinas N e H. No caso da proteina N,
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por exemplo, a variabilidade se concentra na regiao que codifica a por¢éo c-
terminal da proteina, e pode chegar a 12% entre amostras de virus selvagens.
Outros genes, como L, M e F apresentam menor variabilidade, em torno de 7 a
10%. Dessa forma, classicamente, a caracterizacdo genética das linhagens do
MEV empregada para vigilancia se baseia no sequenciamento dos genes N e/ou
H (Rima et al., 1997; Bankamp et al., 1999). No entanto, uma maior quantidade
de informacdes sobre a variabilidade do gene H e da regido intergénica entre os
genes M e F vem sendo revelada, e estas duas regidées do genoma tém sido
apontadas como alvos importantes para anélises em estudos epidemioldgicos
(Harvala et al., 2016; OMS, 2018c).

Aproximadamente 11% do genoma do MEV corresponde a regides nao
codificantes (RNC). Nessa por¢cao do genoma foram identificadas sequéncias de
acao cis que tém papéis na replicacdo e empacotamento do genoma, bem como
na sintese, processamento e traducdo dos RNAm. Mutacdes nessas regides do
genoma podem alterar a expressdo das proteinas, afetando a iniciacdo da
transcricdo, a eficiéncia da traducéo ou a estabilidade do RNAm (Heider et al.,
1997). Dentre as regides nao codificantes, a regido entre os genes M e F (RNC-
MF) € a mais extensa (1.018 nt) e apresenta maior nivel de variabilidade, como
pode ser observado na figura 5, onde a diversidade nucleotidica do genoma do
MEYV esta ilustrada. Outra caracteristica desta regido € o seu alto conteudo GC.
Experimentos com MEVs recombinantes e transcritos de plasmideos indicaram
que a RNC-MF modula a producéo das proteinas F e M. Foi demonstrado que
virus com delecbes nessa regido apresentam reduzida transcricdo da proteina
F. Esta regido vem sendo sugerida como um alvo para estudos epidemiolégicos
para identificacdo de linhagens dentro de um mesmo ou diferentes genotipos,
uma vez que é uma regido altamente variavel e susceptivel a mutacdes (Rota et
al., 2016a).
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Figura 5: Variabilidade nucleotidica do genoma do virus do sarampo. Adaptado de
Penedos et al (Penedos et al., 2015). Nucleoproteina (N), fosfoproteina (F), proteinas
nao estruturais (C e V), proteina da matrix (M), regido ndo codificante entre os genes M
e F (MF NCR), proteina de fuséo (F), hemaglutinina (H) e proteina grande (L).

1.3 INFECCAO PELO VIRUS DO SARAMPO

A transmissao do MEV ocorre por vias aéreas por contato de secrecdes
respiratorias de pessoas infectadas. Os MEV infectantes na secrecdo sao
adsorvidos as células do hospedeiro mediada pela hemaglutinina. Apos a
adsorcdao, as proteinas de fusdo e a hemaglutinina medeiam a entrada do virus
na célula pelo receptor especifico. O primeiro receptor descrito na literatura foi o
CD46, uma glicoproteina transmembranar que pertence a familia dos
reguladores de ativacdo do complemento e é expresso em células humanas
nucleadas (Griffin, 1995). Ap6s sua descoberta, tornou-se evidente que somente
a vacina e as linhagens do MEV adaptadas em laborat6rio poderiam utilizar o
CD46 como receptor. A molécula sinalizadora de ativacdo de linfocitos (SLAM
ou CD150) também foi identificada como sendo um receptor celular para MEV
do tipo selvagem que funciona como um receptor comum conferindo além da
absorcao do virus, a formacgéao de sincicio em varias estirpes do MEV. O CD150
€ expresso principalmente em subconjuntos de linfocitos e células dendriticas,
células de Langerhans ativadas, macrofagos, em células B ativadas, células T
de memdria e ativadas, incluindo células T regulatérias ativadas e timdcitos

imaturo (Aversa et al., 1997).
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Acreditava-se que o sitio primario da infeccdo era o epitélio do trato
respiratorio superior ou conjuntiva dos individuos susceptiveis, onde ocorreria a
replicacdo primaria do virus. Porém foi demonstrado que nos tecidos epiteliais
0s receptores nectina 4 estéo localizados no lado basolateral e ndo na superficie
apical das células epiteliais (figura 6). Sendo pouco provavel que as células
epiteliais sejam os alvos iniciais da infec¢do, além dos antigenos para o MEV
nao ser detectados nesses tecidos (Noyce et al., 2011).

g A.lveo]opuh:uonar Lumen 2

5. Oy
Ca\0
S \

! 2
\.‘u‘(‘ X?& M’ = :
P& %'é \./ N

Figura 6: Infeccdo e transmissao do virus do sarampo. Adaptado de Rota et al 2016
(Rota et al., 2016a). O Virus do sarampo (MEV) aspirado para o trato respiratorio
infecta macrofagos alveolares ou células dentriticas (DC’s) usando a molécula de
ativacao linfocitica de sinalizagcao (SLAM ou CD150) como um receptor. A infeccao
pelo MEV é amplificada nos tecidos linfoides regionais, seguida por uma infeccao
sistémica. Os linfocitos e Dc’s infectados pelo MEV migram para a camada celular
subepitelial e transmitem 0 MEV para as células epiteliais de varios érgéos, utilizando
a nectina 4 como um receptor.

O MEV entra por via respiratéria, em seguida, infecta as células
dendriticas, macrofagos e linfocitos no epitélio respiratorio, mediado pelo
receptor SLAM. O MEV é transportado para os linfonodos, seguido por uma
viremia associada as células que distribui a infec¢do para outros érgaos. Os
linfocitos e as células dendriticas sdo os principais alvos do MEV devido ao
receptor CD150 (SLAM). Os virus migram provavelmente por intermédio dos
macrofagos pulmonares e células dendriticas mediada pelo receptor SLAM para
0os ganglios linfaticos regionais, levando a disseminacao sistémica do virus
(Griffin et al., 1994). Ao atingir as células linforreticulares do baco, figado, medula
Ossea, placas de Peyer e outros oOrgaos linféides tornam-se os sitios de

replicacéo viral. Apos 5 a 7 dias, o virus é levado pela circulagdo sanguinea no
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interior dos linfécitos e mondcitos, iniciando infeccdo generalizada do endotélio
vascular que precede infecdo nos tecidos gastrointestinais, conjuntiva, trato
respiratorio e cavidade bucal (viremia secundaria) (Robbins, 1962). Nesse
periodo ocorre o aparecimento do exantema. O periodo mais infeccioso é
considerado 4 dias antes e 4 dias ap0s o inicio da erup¢éo cutanea, quando os
niveis do MEV no trato respiratorio estdo mais altos (Rall, 2003; Rota et al.,
2016a).

Alteracbes patognomonicas ocasionadas pela infeccdo pelo MEV foram
descritas e podem ser observados no decorrer da infeccdo, como manchas de
koplik (pequenas lesBes brancas) que se tornam visiveis na mucosa bucal apos
11 dias de infeccdo (Baxby, 1997) e o desenvolvimento de células gigantes
multinucleadas que ocorre com a fusdo de células infectadas com células
vizinhas néo infectadas nos tecidos linféides e incluses intranucleares nas

células epiteliais (Castro-Silva, 2002).

1.4 MANIFESTACOES CLINICAS E COMPLICACOES

As caracteristicas clinicas classicas de sarampo sdo febre, exantema
maculopapular eritematoso (ndo vesiculosa), tosse, coriza, conjuntivite e
manchas de Koplik. Apés o periodo de incubacao do virus no organismo do
individuo, que pode durar de 7 a 14 dias, a fase prodromica inicia com mal-
estar, febre, tosse, coriza e conjuntivite. Também podem ser encontradas na
mucosa oral do individuo infectado, as manchas de Koplik, que permitem o
diagndstico clinico do sarampo antes do inicio do surgimento do exantema. Os
primeiros sintomas antes da erupg¢éo do exantema (com exce¢ao das manchas
de Koplik) sdo semelhantes aos de outras doencas respiratorias comuns. O
aparecimento do exantema ocorre apés 3-4 dias do inicio do periodo prodrémico,

em media 14 dias apds a exposicdo ao virus (Figura 7).
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Figura 7: Sinais e sintomas manifestados na infeccao pelo virus do sarampo. (Ministério
da Saude, 2014).

O exantema do sarampo caracteriza-se por uma erupcédo maculopapular
eritematosa que surge na face e atras das orelhas, no nariz e apos se espalha
de forma centrifuga para o tronco superior. Depois de 3 dias se estende para o
tronco inferior e extremidades (figura 8) (Perry e Halsey, 2004). O exantema
desaparece e inicia uma descamacéao furfurdcea e em alguns casos ocorrem
esfoliacdes severas na pele. Se ndo houver complica¢gdes o paciente se recupera
completamente adquirindo imunidade duradoura (Morley, 1969; Griffin, 2013;
Rota et al., 2016a).
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Figura 8: Desenvolvimento e distribuicdo no corpo humano do exantema causado pela
infeccéo pelo virus do sarampo. Adaptado de Halsey et al, 2006 (Perry e Halsey, 2004).

A infecgcdo pelo MEV pode levar a imunossupressao com serias
complicacbes e evolucao a Obito. As complica¢cdes podem ocorrer em até 40%
dos pacientes infectados, principalmente em individuos com disturbios
imunoldgicos, desnutricdo, deficientes em vitamina A, criangas menores de cinco

anos e adultos acima de 20 anos (Perry e Halsey, 2004). As complicagdes mais
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comuns sao as patologias respiratorias, especialmente pneumonia, as doencas
diarreicas, e outras manifestagdes como cegueira e otite. Em criancas, a otite
ocorre em 5-15% dos casos e pneumonia em 5-10%. Alguns estudos
identificaram antigenos e RNA do MEV em tecido de casos progressivos de
otosclerose (Mckenna e Mills, 1989; Niedermeyer et al., 1994). Porém na
literatura, em estudos mais recentes nao foram encontradas evidéncias para a
associacao da causa da otosclerose ao MEV (Grayeli et al., 2000; Komune et al.,
2012; Flores-Garcia et al., 2018). Em alguns casos raros, na infeccdo pelo
sarampo pode acontecer envolvimento do sistema nervoso central (SNC), com
complicagBes mais severas. Quatro formas de inflamacdo no cérebro foram
descritas associadas ao sarampo: encefalite primaria (PME), encefalomielite
pos-infecciosa aguda (APME), encefalite por corpos de inclusdo (MIBE) e
panencefalite subaguda esclerosante (SSPE), cada uma com patogénese e
aspetos patoldgicos diferentes (Buchanan e Bonthius, 2012).

1.5 SARAMPO MODIFICADO E ATIPICO

Estudos indicaram que o sarampo pode circular em individuos com baixos
niveis de anticorpos, como os bebés que foram amamentados pela méae e
adquiriram anticorpos passivamente, individuos que receberam produtos
sanguineos que contém anticorpos contra 0 sarampo, ou pessoas vacinadas
contra 0 sarampo que tiverem quedas na imunidade. Ao entrar em contato com
o MEV geralmente apresentam infeccbes subclinicas, sinais e sintomas
modificados ou brandos ou até mesmo infeccfes assintomaticas (Krugman et
al., 1962; 1963; Helfand et al., 1998; Bennett et al., 1999; Sugerman et al, 2010).
Artimos de Oliveira et al descreveram dois casos de sarampo em uma residéncia
onde um caso se manifestou de maneira classica e o outro caso a doenca se
manifestou de maneira diferenciada (Artimos De Oliveira et al., 2000). No
sarampo modificado, a duracdo e intensidades dos sinais e sintomas s&o
alterados. O periodo prodrémico é menor, a febre, tosse e coriza sdo de baixa
intensidade. As machas de Koplik e o exantema podem nao ocorrer ou se
apresentados, ocorrem com baixa progressao. A alteracdo nos sintomas

classicos em individuos vacinados dificulta o diagnoéstico da doencga e confunde
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com as doencas diferenciais, sendo frequente um diagndstico errado,
impossibilitando atividades de bloqueio (Rosen et al., 2014), principalmente se o
individuo apresentar o IgM n&o reagente nos ensaios de sorologia, visto que é o
primeiro critério, para definir se o caso é positivo ou negativo (Artimos De Oliveira
et al., 2011; Rota, J. S. et al., 2011).

Uma outra classificagdo considerando o diagndstico clinico e as
manifestacbes da doenca é o chamado sarampo atipico. Foi descrito pela
primeira vez na década de 1960 em associacdo com a vacina contra o0 sarampo
inativada por formalina (Fulginiti et al., 1967; Melenotte et al., 2015). As criancas
que receberam tal vacina desenvolveram febre alta, erupcdo cutanea mais
proeminente nas extremidades e frequentemente incluiram petéquias e alta taxa
de pneumonia (Rauh e Schmidt, 1965). Foi associado a alta frequéncia de
envolvimento pulmonar com encolhimento dos infiltrados pneumaonicos e lesdes
tipo massa nodular, com o residuo nodular persistindo por meses (Young et al.,
1970; Pang et al., 2008).

Individuos infectados com o MEV que apresentam sinais e sintomas
subclinicos, ao ser atendidos em uma unidade de saude podem n&o ser
diagnosticados clinicamente como sarampo ou até mesmo iniciar um surto no
ambiente hospitalar (Yeung et al., 2005; Bowen et al., 2009; Filia et al., 2015).
No més de fevereiro de 2017 ocorreu um surto envolvendo 35 pessoas em um
hospital na Italia, onde os profissionais de saude, pessoal de apoio que
trabalhavam no hospital, visitantes e contatos da comunidade foram
acometidos. O diagnéstico tardio do caso indice e o contato dos envolvidos no
departamento de emergéncia tiveram um papel importante na difusdo da
infeccdo e manutencéo do surto (Porretta et al., 2017).

As manifestacdes clinicas classicas e principalmente as manifestacdes
clinicas modificadas do sarampo podem ser confundidas com outras doencas
exantematicas febris agudas (rubéola, exantema subito, eritema infeccioso), com
enteroviroses (coxsackie e echoviroses) com ricketioses e com outras doengas
virais (herpesvirus-6 humano, herpesvirus-7 humanos) e arboviroses (Griffin,
2013; Ministério da Saude, 2014).

Em 2015, no Brasil iniciou-se um surto de zika, dengue e chikungunya

concomitantemente. Devido a dificuldade de testes sorolégicos especificos para
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diagnosticar tais arboviroses, diversos casos foram analisados apenas pelas
manifestacdes clinicas apresentadas (Brasil et al., 2016; Petersen et al., 2016).
Possivelmente, casos de sarampo podem ter sido diagnosticados como falso
positivo para estas arboviroses. Dessa maneira, o diagnostico laboratorial €
fundamental na confirmacé&o dos casos suspeitos, principalmente em areas com
baixa incidéncia ou casos isolados sem vinculo epidemiolégico (Ministério da
Saude, 2014).

1.6 DIAGNOSTICO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define como caso suspeito
qualquer individuo que apresente como sinais e sintomas: erup¢cao maculo-
papular generalizada, febre acima de 38°C e um dos seguintes sinais: tosse,
coriza ou conjuntivite e considera fatores de risco epidemiol6gicos, como viagens
para areas em que estd ocorrendo surtos ou areas com doenca endémica.
Atualmente, o diagnostico de sarampo baseia-se em trés elementos:
manifestacbes clinicas, dados epidemiolégicos e resultados de testes
laboratoriais. Na figura 9 é ilustrado o fluxograma para confirmacéo ou descarte
dos casos suspeitos de sarampo pelo Ministério da Saude (MS). A vigilancia no
prazo adequado do sarampo é fundamental para o controle da doenca. A
identificacdo e confirmacdo dos casos suspeitos do sarampo por meio da
vigilancia permite a detecgdo precoce dos surtos, medidas de controles com
vacinacao para interromper a transmisséo continua e estima a incidéncia correta
com base nos dados relatados pelos paises. Os paises membros da OMS
enviam relatério mensais dos casos suspeitos e confirmados identificados
através dos sistemas de vigilancia. Entretanto o nUmero de casos relatados tanto
nos sistemas de vigilancia como na OMS € subestimado, visto que muitos
individuos doentes néo procuram atendimento meédico ou ainda se o caso for
diagnosticado, isso ndo é a garantia deste ser reportado a OMS pelos paises (
OMS, 2018b).
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Figura 9: Fluxograma utilizado pelo Ministério da Saude do Brasil para confirmacao ou
descarte do caso suspeito de sarampo (Saude, 2014).
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1.6.1 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial € feito pela deteccdo de IgM no soro ou na
saliva na fase aguda da doenca ou pela demonstracdo de soroconversao em
amostras de soro coletadas em diferentes periodos para demonstrar 0 aumento
da IgG nas duas fases, aguda e convalescente da doengca. O método
recomendado pela OMS para a confirmacéo dos casos suspeitos de sarampo
diagnosticados clinicamente € a deteccdo por ensaio imunoenzimatico (EIE).
Devido a objetividade na interpretacdo dos resultados, a técnica
imunoenzimética mais utilizada nos centros de referéncia € o ELISA (do inglés
de Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) para a deteccéo da IgM e IgG (Bellini
e Helfand, 2003).

Anticorpos especificos da classe IgM geralmente sdo produzidos no
mesmo periodo que o exantema e sdo confirmatorios da doenga. As amostras
de soro devem ser coletadas no primeiro contato com um caso suspeito e 0
periodo ideal para deteccdo da IgM € a partir do 3° dia do aparecimento da
erupcgao cutanea e permanecem detectavel durante 30 a 60 dias ha maioria dos
individuos doentes, como pode ser observado na figura dos marcadores
biolégicos da infeccdo (figura 10). Nos ensaios de sorologia para IgM foi
observado sensibilidade mais alta entre os dias 4 a 28 apds o exantema. O teste
€ menos sensivel nos dois primeiros dias apds o inicio do exantema, nas
primeiras 72 horas ap6s o exantema e 20% dos testes para IgM podem dar
resultado falso-negativo (Helfand et al., 1999). Por isso a época da coleta da
amostra de sangue e a sensibilidade dos testes de diagndstico empregados
devem ser considerados no momento de interpretagcdo dos resultados. As
amostras clinicas devem ser coletadas até o 5° dia a partir do aparecimento do
exantema, preferencialmente nos primeiros 3 dias, ndo devendo ultrapassar 5
dias apds o inicio do exantema (Helfand et al., 1998; Bellini e Helfand, 2003).

Para a avaliacdo da IgG é necessaria a elevacao de quatro vezes ou mais
o titulo deles entre fase aguda e convalescencga da doenga. A IgG eventualmente
aparece na fase aguda da doenca, por esse motivo as amostras sao
consideradas oportunas quando sao coletadas entre o 1° e o 28° dia do
aparecimento do exantema. A segunda coleta da amostra de soro deve ser

realizada entre 20 a 25 dias ap0s a data da primeira coleta. O fluido oral e o
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sangue capilar seco sado usados como alternativa ao soro em alguns sistemas
de vigilancia. Nos fluidos orais além da deteccéo dos anticorpos por técnica de
sorologia também podem ser utilizados para a deteccéo do RNA viral (figura
10) (CDC, 2008a).
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Figura 10: Marcadores biologicos da infeccdo pelo virus do sarampo e utilidade dos
ensaios de acordo com o inicio da erupcao cutanea. Adaptado de oMs — Laboratorios
de referéncia de sarampo e rubéola (CDC, 2008a).

Por técnicas moleculares, o caso suspeito pode ser confirmado com
deteccdo do RNA viral por PCR em tempo real ou RT- PCR em amostras clinicas
de swab de naso e orofaringe, células mononucleares do sangue periférico ou
urina. A deteccédo do virus também pode ser feita por isolamento viral da amostra
clinica em cultura de células, porém essa técnica é demorada e laboriosa. A PCR
€ mais sensivel e o resultado € obtido mais rapidamente. O periodo da coleta da
amostra clinica ir4 influenciar na sensibilidade do teste diagnostico. A
sensibilidade serd maior se as amostras forem coletadas o quanto antes, apés o
inicio do exantema. Em casos esporadicos, para nao perder a oportunidade de
se obter amostras para o isolamento viral, o periodo pode ser estendido em até
sete dias apos a data do inicio do exantema (OMS, 2012).

As técnicas de inibicdo da hemaglutina (HI), neutralizacdo por reducéo de
placa (PRNT), inibicdo da hemolisina (HLI), fixacdo de complemento (CF) podem
ser utilizadas como diagnéstico, porém apresentam algumas limitacdes mais
laboriosas para o desenvolvimento, como testes confirmatérios de rotina. A rede

de referéncia utiliza a técnica de ELISA para a deteccéo de IgM e IgG e para o
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diagnostico molecular é realizado a detec¢éo viral pela técnica de PCR em tempo
real (OMS, 2012).

1.7 TRATAMENTO E CONTROLE

Ainda ndo h& disponivel um tratamento especifico para a infeccdo por
sarampo ou uma terapia antiviral especifica para o tratar a doenca. Apenas o
tratamento de apoio onde ocorre o gerenciamento de febre, hidratacéo e suporte
nutricional adequado com administracdo de vitamina A. Para o controle, ha
disponivel uma vacina desde 1960.

O MEV possui caracteristicas favoraveis para a sua erradicacdo, tais
como, ter o homem como Unico hospedeiro, ser monotipico e facilmente
diagnosticavel apds o aparecimento do exantema (Moss e Strebel, 2011; Moss,
2017). Estudos foram realizados e comprovaram que a vacina do sarampo
representa uma das melhores intervengdes na area de salde ja realizadas em
relacdo a custo-beneficio. A vacina tem baixo custo de producao, induz altos
indices de soroconversdo e foi capaz de interromper a transmissao viral em
extensas areas geogréficas, mostrando-se uma ferramenta crucial para a
eliminagdo global da doenga (Thompson e Odahowski, 2016). A vacinagao
contra o sarampo tem desempenhado papel fundamental para a reducédo da
mortalidade infantil, contribuindo assim, com um dos objetivos do
Desenvolvimento do Milénio, que visa a reducdo da mortalidade entre as
criancas menores de cinco anos em dois tercos no indice (CDC, 2009). O
namero de mortes reduziu 79%, estimando que 17,1 milhées de vidas foram
salvas desde 2000 devido ao aumento da cobertura de vacinacdo. Todos os
paises tém incluido no calendario de vacinacao de rotina pelo menos uma dose
da vacina contra o sarampo, porém apenas 122 paises (63%) atingiram o
objetivo de 90% das criancas vacinadas. A segunda dose da vacina ainda nao
foi acrescida no calendario de vacinacdo de todos os paises, fazendo com que
apenas a metade das criangas do mundo estejam recebendo a segunda dose
recomendada ( OMS, 2009b).
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Até 2010, a mortalidade global por sarampo diminuiu 74%, indo de
535.300 mortes, em 2000, para 139.300, em 2010 (M&Ri, 2017). Do ano 2000
até o ano 2012, a mortalidade por sarampo foi reduzida 78% conforme mostra a
figura 11 (Rota et al., 2016a). A mortalidade por sarampo foi reduzida em mais
de trés quartos de todas as regides da OMS, exceto no sudeste asiatico, onde a
india representou 47% da mortalidade estimada em 2010, e na Africa, que
representou 36% das mortes totais (Simons et al., 2012). De acordo com
estimativa da OMS, em 2015, ocorreram 5,9 milhdes de mortes de criancas
menores de cinco anos, e metade foi causada por doencgas infecciosas, onde 0

sarampo esta incluido, representando 1% do indice (Unicef et al., 2015).

Reducéio de mortes por sarampo, 1985-2012
Objetivo: 95% de reducio entre 2000 a 2015
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Figura 11: Reduc¢&o da mortalidade por sarampo, entre 1985 a 2012 em todo o mundo.
Adaptado por Rota et al 2016 (Rota et al., 2016a).

A maior parte das vacinas atenuadas contra o sarampo utilizadas no
mundo derivou da cepa viral Edmonston como a Moraten, Schwarz e
Edmonston-Zagreb (Griffin, 2013). No Brasil, a cepa vacinal empregada €
Schawrz. De 1973 a 1992 era aplicado uma dose da vacina monovalente e a
idade minima para receber a vacina era de oito meses. Em 1976, a idade minima
passou a ser para sete meses de idade e em 1982 a idade ideal mudou
novamente para nove meses, com base em um estudo de imunogenicidade.
Atualmente, o esquema considerado para a vacina contra o0 MEV ocorre em
Individuos com 12 meses a 29 anos, onde devem receber duas doses de vacina

com componente sarampo: a primeira dose deve ser aplicada aos 12 meses com
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a vacina triplice viral e aos 15 (quinze) meses, uma dose da vacina tetra viral
(corresponde a segunda dose da vacina triplice viral e primeira dose da vacina
contra varicela). Adultos de 20 a 29 anos devem receber duas doses e de 30 a
49 anos devem receber uma dose da vacina triplice viral (Ministério da Saude,
2018). A OMS recomenda duas doses da vacina contra 0 sarampo para garantir
a imunidade (90), devido a cerca de 7% das criancas vacinadas néo
desenvolverem imunidade a partir da primeira dose, com uma programacao de
duas doses da vacina atinge 97% de eficacia. Os outros 3% de individuos
vacinados que contraem sarampo geralmente apresentam a forma mais branda
da doenca (Jin, 2015).

Efeitos adversos relatados referentes a vacina contra o sarampo nho
programa nacional de vacinacdo Programa Nacional de Imunizacdo foram
considerados leves e transitorios, com um bom histérico de seguranga. Os
eventos adversos mais comuns sao dor de cabeca, dor na regido da injecao,
febre e erupcdo cutdnea comecando 8-12 dias apds a vacinacdo (Tosun S,
2017). A maioria destas reacoes € resolvida rapidamente, sem necessidade de
intervencao clinica (Naniche et al., 2000). A imunossupressao causada pela
infeccdo foi detectada apés a vacinacdo, mas com menor intensidade do que a
imunossupressdo causada pela doenca (Okada et al., 2001). Estudo
comparativo entre as linhagens Schawrz, Moraten e Edmonston demonstrou que
as trés apresentavam altas taxas de soroconversao. Foi constatado que a cepa
Edmonston causou maior incidéncia de exantema cutaneo e febre que as
demais. Em relacdo a Schawrz e a Moraten, a linhagem Schwarz causou mais
febre entre os vacinados que a Moraten (Auwaerter et al., 1999)

Em uma reviséo sistematica de 773 artigos tratando de confirmacao por
genotipagem de virus de casos vacinais nado foi evidenciado nenhum caso de
transmisséo entre humanos do virus vacinal em milhares de amostras clinicas

durante os surtos ocorridos em todo o mundo (Greenwood et al., 2016).
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1.8 EPIDEMIOLOGIA DO SARAMPO

O sarampo € uma doenca altamente contagiosa e infecciosa. O virus é
mantido em populacdo humana por cadeia ininterrupta de infeccdo aguda. O
homem é o Unico hospedeiro natural descrito (Moss, 2017). Possui distribuicdo
universal sendo uma das principais causas de morbimortalidade em menores de
5 anos no mundo. Antes do desenvolvimento e do uso difundido das vacinas
contra sarampo a estimativa anual de mortes causadas por esta doenca era de
5-8 milhdes por ano. O comportamento da doengca endémico ou epidémico
depende do grau da imunidade e susceptibilidade da populacdo. Geralmente em
locais onde a cobertura vacinal esta abaixo de 95%, nao homogénea e em
populacdo com menos de 10% de individuos susceptiveis ocorrem surtos e
epidemias, com intervalos de dois ou trés anos (Gay, 2004). Esses intervalos
resultam da acumulacgéo de individuos susceptiveis entre sucessivas coortes de
nascimentos e o declinio subsequente no niamero de individuos susceptiveis
apos um surto. O ser humano torna-se susceptivel a doenca quando perde o
anticorpo contra o sarampo recebido passivamente via transplacentaria, cuja
mae recebeu a vacina contra o sarampo ou teve a doenca natural (Caceres et
al., 2000).

Discussdes sobre a viabilidade da erradicacdo do sarampo foram
levantadas logo ap6s a comprovacao de que a vacina proporciona imunidade
prolongada nos individuos vacinados. Além do homem ser o Unico reservatorio
do MEV, também ha disponivel um teste laboratorial confiavel para a
confirmacdo da infeccdo pelo virus. Especialistas julgam ser possivel a
eliminacdo e a erradicacdo do sarampo no mundo (Hinman, 1982; Moss e
Strebel, 2011). No inicio da década de 1990, com o0 sucesso do programa de
eliminacao da poliomielite, a OPAS decidiu trabalhar em conjunto com os paises
da América pela eliminacdo do sarampo. A eliminacdo do sarampo é definida
como a interrup¢do da transmissdo do sarampo em grandes areas geograficas
por um periodo de 36 meses enquanto que a erradicacéo € a interrupcéo global
da transmissdo do sarampo (Moss e Strebel, 2011). Em 2001, ap6s a
significativa reducao da incidéncia do sarampo nessa regido, a OMS, a Iniciativa
do Sarampo (“Measles Initiative”), uma parceria da Cruz Vermelha nas Ameéricas

Cross (“America Red Cross”), Fundacédo das Nacdes Unidas (“United Nations
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Foundation”), Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos
(“United States Centers for Disease Control and Prevention” - CDC), e a
Fundacao das Nacdes Unidas para a Infancia - UNICEF (“The United Nations
Children’s Fund”) desenvolveram o plano estratégico global para o sarampo com
0 objetivo de reduzir as mortes pelo sarampo em 95% entre 2000-2015. Entre o
ano 2000 a 2014 foi estimado a redugéo de 72% da incidéncia dos casos de

sarampo nas regides da OMS (Figura 12).
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Figura 12: Casos de sarampo reportados por regido da OMS, 2000 a 2016. Adaptado
de Mulders. (Mulders, 2018). Regifes da Organizacdo Mundial da saude: Pacifico
Ocidental (WPR), Sudeste Asiatico (SEAR), Europa (EUR), EMR (Mediterraneo
oriental), América (AMR), Africa (AFR).

A OMS decidiu pela eliminacdo da doenca e todos os estados membros
nas seis regides mundiais estabeleceram a vacinacdo e as estratégias de
eliminagdo com vigilancia epidemioldgica e laboratorial para o controle da
doenca. Inicialmente o prazo era 2010, foi revisto para 2015 (Mulders et al.,
2016). Somente a regido das Américas e alguns paises da regido do Pacifico
Ocidental (Austrélia, Macau (China), Mongdlia e Republica da Coréia) e Pacifico
Oeste (Brunei Darussalam, Camboja e Japao) (M&RIi, 2017) obtiveram sucesso
no plano por isso o prazo foi expandido para 2020 nas outras regibes da OMS
(Figura 13) (Rota et al., 2016a).
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Figura 13: Incidéncia atual do sarampo e paises com eliminacdo verificada.
Representacdo de 2015 por casos de sarampo por milhdo de populacéo, coberta com
paises para os quais a eliminacdo do sarampo foi oficialmente certificada. Adaptado de
Coughlin et al, 2017.

Em 2011, a OPAS estabeleceu um Comité Internacional de Peritos e
publicou uma "Recomendacéo para documentacao e verificacdo da eliminacdo
do sarampo (assim como da rubéola e da sindrome congénita) nas Américas"
para que os paises documentassem a eliminacdo ( OMS e OPAS, 2017). A
documentacdo baseou-se em dados sobre a epidemiologia, qualidade da
vigilancia, da epidemiologia molecular, das coortes da populacdo vacinada e da

sustentabilidade da vigilancia do sarampo (Figura 14).
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Figura 14: Componentes recomendados para a documentacdo da eliminagdo do
sarampo. Adaptado de Castillo-Solérzano et al (Castillo-Solérzano et al., 2011a).

1.9 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A epidemiologia molecular como vigilancia no programa de eliminagéo do
sarampo baseia-se na variabilidade genética do MEV. E um dos critérios para
evidenciar a auséncia de um genétipo endémico, diferenciando o0s casos
autéctones dos importados, bem como, os virus vacinais dos selvagens. A
caracterizacdo genética classica do MEV é realizada pelo sequenciamento da
regido dos genes gue codificam para as proteinas N e/ou H as quais contém a
maior quantidade de variabilidade genética no genoma do MEV (Santibanez et
al., 2002; Prevots et al., 2003; Rota et al.,, 2011). O gene N tem sua maior
variabilidade nos 450 nucleotideos que codificam para os 150 aminoacidos da
regido carboxi-terminal da proteina N, onde pode exceder 12% de diferenca
entre os virus de diferentes gendétipos. O sequenciamento dessa regido do gene
N € recomendado para identificagdo e monitoramento dos genotipos circulantes
no mundo. O sequenciamento de toda a regido codificante do gene H é
recomendado por permitir a identificacdo de cepas virais com propriedades

antigénicas alteradas, discriminar genétipos das cepas que quando analisadas
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pelo gene N possuem sequéncias de nucleotideos idénticas ou quase idénticas
e discriminar entre cepas vacinais e selvagens. A variacao da sequéncia do gene
H € no maximo de 7% ( OMS, 2012). Desta forma, com base na analise
comparativa das informacoes de sequéncias disponiveis para os genes N e H do
MEV selvagem, foram designados 8 grupos virais principais, com classificacao
de A até H e subdivididos em 24 gendtipos, que apresentam distribuicdes
geograficas caracteristicas. Os 24 gendtipos reconhecidos séo: A, B1, B2, B3,
C1, C2, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10, D11, E, F, G1, G2, G3, H1,
H2 ( OMS, 2009b; 2010). Porém apenas 6 (B3, D4, D8, D9, G3 e H1) gendtipos
foram reportados desde 2015 e 5 gendétipos (B1, D1, E, F e G1) sdo considerados

extintos por ndo circular ha mais de 25 anos (Figura 15).
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Figura 15: Ano da primeira e Ultima deteccao de gendtipos de tipo selvagem do virus
do sarampo, 1970-2015. Adaptado de Coughlin et al (Coughlin et al., 2017). As linhas
em vermelho representam os genétipos que estavam sendo identificados até 2015.

Dentro dos genotipos, grupos de virus com sequéncias idénticas ou quase
idénticas do gene N séo definidas como linhagens. Dentro das linhagens, os
virus sé@o designados como variantes distintas, cada variante identifica eventos
de transmissdo continua e esta se torna uma cepa nomeada apos o
reconhecimento por mais de um ano e por mais de um pais (Rota et al., 2011;
OMS, 2012). Como exemplo, o gendtipo D8 atualmente apresenta 16 cepas
nomeadas, como pode ser observado na tabela 1. O titulo de cepa nomeado &
dado pela base de dados global para a vigilancia molecular do MEV (Vigilancia
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de nucleotideos do sarampo, MEANS) iniciada em 2008. Nessa base de dados
séo reportadas sequéncias da regido N-450 dos genes N e H para o proposito
de rastrear caminhos de transmissdo do MEV, a partir de comparacdo das
sequéncias identificadas durante os surtos. O monitoramento da circulacdo do
MEYV iniciou na década de 90 e atualmente consta com a participacdo de 723
laboratérios em 187 estados membros, que € a rede mundial de laboratorios de
sarampo e rubéola (M/R LabNet) (Santibanez et al., 2015).

Tabela 1. Cepas nomeadas do gendtipo D8 identificadas pela base de dados da rede
global de sarampo (MeaNsS).

Cepas nomeadas D8 Pais ~Semana GenBank
MMeV / Taunton.GBR / 27.12 / Reino Unido 2012/27 JX984461
MMeV / Osaka.JPN / 29.15 / Japao 2015/29 LC072667
MMeV [/ Frankfurt Main.DEU / 17.11/ Alemanha 2011/17 KF683445
MVi / Villupuram.IND / 03.07 / india 2007/3 FJ765078
MMeV / Rostov em Don.RUS / 47.13/  Federag&o Russa 2013/47 KT588029
MMeV / Cambridge.GBR / 5.16 / Reino Unido 2016/5 KX161662
MVi / Hulu Langat.MYS / 26.11 / Malasia 2011/26 JX486001
MMeV / Herborn.DEU / 05.17 / Alemanha 2017/5 KY973620
MMeV / Republica de Komi.RUS/35.13 Federacao Russa 2013/35 KT588030
MMeV / Victoria.AUS / 6.11 / Australia 2011/6 KF469368
MMeV / Chui.KGZ / 53.14 / Quirguistédo 2014/53 KU728741
MMeV / Gadag.IND / 02.13 / india 2013/2 KC862252
MMeV / Swansea.GBR / 4.13/ Reino Unido 2013/4 KF214761
MMeV / Gir Somnath.IND / 42.16 / india 2016/42 KY120864
MMeV / Pernambuco.BRA / 25.13 /6 Brasil 2013/25 MH447525
MVi / Manchester.GBR / 30.94 / Reino Unido 1994/30 AF280803

A combinacdo da epidemiologia molecular, da classificacdo genética e
notificacdo de casos dos paises fornece uma maneira sensivel de descrever a
distribuicdo territorial e os caminhos de transmissdo do sarampo no mundo
(Figura 16). A distribuicdo global dos gendtipos possibilita o rastreamento da sua
circulacdo geografica através dos anos. Varios paises utilizam esta ferramenta
para monitorar seus programas de eliminacdo do sarampo (Fiebelkorn et al.,
2010; Rota et al.,, 2011; Bankamp et al., 2013). A vigilancia epidemioldgica
possibilita desvendar a origem dos virus introduzidos na populacdo pelo
monitoramento dos gendtipos virais no pais ou regido ao longo do tempo. O
controle do periodo de circulacdo do gendtipo do virus € um importante critério
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para a comprovacédo da eliminacéo, visto que se um mesmo genotipo circular por
mais de 12 meses em um pais esse genotipo é considerado endémico (Castillo-
Solérzano et al., 2011c). A OMS recomenda que seja coletada amostra clinica
para a realizacdo da genotipagem de 80% dos casos positivos dos surtos
ocorridos nos paises para a realizagdo dos estudos de epidemiologia molecular

das cadeias de transmissao de surtos (Rota et al., 2011).
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Figura 16: Distribuicdo global dos gendétipos e incidéncia dos gendtipos do virus do
sarampo — 2018. Fonte de dados: MeaNS database (Genétipos). Cobrindo o periodo
2017-02-01 a 2018-01-31 - Gréficos de pizza proporcionais ao namero de virus
sequénciados http://mwww.WHO-measles.org.

Rota e colaboradores descreveram trés padroes de distribuicdo dos
genatipos e linhagens do MEV no mundo. Em paises que ainda acontece a
transmissdo endémica a maioria dos casos € causada por um ou Varios
gendtipos endémicos que estdo geograficamente distribuidos. A mudanca dos
gendtipos pode acontecer rapidamente em alguns paises, como 0s europeus (
OMS, 2012).

Em paises que tiveram um bom controle, mas estdo experimentando um
aumento no numero de individuos susceptiveis por causa da dificuldade de
manter uma alta e homogénea taxa de cobertura vacinal. Nesta situacdo, uma
reintroducdo do sarampo geralmente pode resultar em surtos associados a um
anico genatipo do virus, com sequéncias quase idénticas. Em paises que estao
proximos da eliminacdo do sarampo, a introdugdo de virus sarampo pode

resultar no surgimento de pequenos a moderados surtos que podem contribuir
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para o0 estabelecimento e manutencdo das cadeias internacionais de
transmissao (Rota et al., 2011).

Com o aumento na cobertura vacinal e eliminacdo da transmissao
endémica do MEV em alguns paises, 0 numero de casos de sarampo reduziu a
diversidade do virus circulante. Durante 2016 a 2017, apenas 5 genotipos foram
detectados (B3, D4, D8, D9 e H11) no mundo. Acrescido ao intenso fluxo de
viagens internacionais, a probabilidade da introducéo de diferentes linhagens do
mesmo genotipo no pais aumenta. Em algumas situacdes a caracterizacao
genética do virus apenas pelo gene N pode ser insuficiente necessitando da
andlise de outras regides do genoma do virus para a monitoracao das cadeias
de transmissao (Bankamp et al., 2013; Bankamp et al., 2014). O sequenciamento
do genoma completo ou de outros genes do virus proporciona uma maior
resolucé@o nos estudos das vias de transmisséo, incluindo as multiplas fontes de
importacdes de linhagens do mesmo gendtipo que co-circulam ( OMS, 2012).
Casos néo relacionados de sarampo com a mesma sequéncia genética desafiam
a capacidade de distinguir varias importacbes de transmissdo endémica.
Estudos da RNC-MF possibilitam melhorar a vigilancia molecular nos surtos de
sarampo, devido as informacdes obtidas das analises filogenéticas dessa regido
do genoma do MEV ser semelhante a analise do genoma completo (Penedos et
al., 2015; Rota e Bankamp, 2015; Harvala et al., 2016)

Em paises que ja eliminaram o virus, os poucos casos detectados sé&o
causados por uma série de diferentes gendétipos que refletem diversas fontes do
virus importado e sugerem a falta de transmissédo sustentada por gendtipos
endémicos ou gendtipos selvagens. Estudo de surtos realizado no Canada
conseguiu evidenciar a existéncia de diferentes linhagens do gendétipo circulante
através da analise do genoma inteiro do sarampo que auxiliou na andlise do surto
chegando a conclusdo de que houve diferentes introducdes, no periodo de um
ano, do mesmo gendtipo no pais, logo ndo ocorrendo a endemicidade da doenca
no pais (Gardy et al., 2015).

50



1.10 DIFICULDADES PARA A MANUTENCAO DA ELIMINACAO DO
SARAMPO

O sucesso do programa de eliminacédo do sarampo depende do empenho
das campanhas de vacinacéo e do sistema de vigilancia ativo com investigacao
dos casos e monitoramento rotineiro dos resultados epidemiolégicos e
laboratoriais ( OMS, 2000; CDC, 2009). Foram definidos critérios para verificar a
efetividade do programa de eliminacéo, como a néo circulacao do virus de forma
autoctone, definicdo da fonte e forma de propagacdo do virus em surtos,
realizacdo de diagnostico diferencial dos casos com IgM negativo e a pronta
deteccado do agente etiologico responsavel por um determinado surto de doenca
exantematica (Bellini e Helfand, 2003).

As dificuldades com o controle da doenca devem-se, em parte, ao fato de
0 virus ser altamente infeccioso, espalhar-se facilmente pelos individuos
susceptiveis, dificuldades em atingir altas coberturas vacinais com as duas
doses da vacina (95%) e aos surtos de sarampo na populacdo
imunocomprometida ainda representarem um desafio para interromper a
transmissao endémica (Ge et al., 2017). Em 2017, na Europa houve o0 aumento
de casos de sarampo de quatro vezes quando comparado com o ano de 2016.
Diversos paises tiveram grandiosos surtos, mais de 21 mil pessoas foram
acometidas e ocorreram 35 Obitos (OMS, 2018a). Nos paises em que a
vacinacao reduziu substancialmente a incidéncia de sarampo, o agrupamento de
pessoas nao vacinadas e a incapacidade de manter uma alta cobertura da
imunizacdo infantii em todos os estados resultaram em ressurgimento do
sarampo (Global reductions in measles mortality 2000-2008 and the risk of
measles resurgence, 2009; OMS, 2009a; Sabella, 2010). Além da néo
implementacédo da segunda dose da vacina por fatores econémicos em paises
de baixa renda, existe também a recusa da vacina por alguns grupos da
sociedade, o que propicia a formacao dos bolsGes de susceptiveis. Por diversos
motivos sociais, ideolégicos e/ou religiosos, 0s responsaveis nao levam as
criangas para se vacinarem. Individuos ndo vacinados por objecdes ideoldgicas
estiveram envolvidos em alguns surtos de sarampo (Muscat, 2011; CDC, 2011).

Um artigo foi publicado na revista Lancet em 1998 alegando um vinculo

entre a vacina triplice viral e o autismo. Varios estudos desmentiram o mito,
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porém permeou uma informacéo errénea que levou a diminuicdo das taxas de
imunizacao (Schneeweiss et al., 2008; Taylor et al., 2014; Jin, 2015). Foi relatado
um evento social chamado de “festa do sarampo” onde o objetivo do evento era
reunir criancas saudaveis para a transmissao da doenca por uma crianga que
estava infectada com o MEV e assim adquirirem a imunidade natural da doenga
(Tischer et al., 2001).

1.11 ELIMINACAO DO SARAMPO NAS AMERICAS

Os paises das Ameéricas introduziram a vacina contra o0 sarampo na
década de 1960. Em 1977, com o estabelecimento do Programa Ampliado de
ImunizagBes (EPI) nas Américas por uma resolucdo do Conselho Diretor da
OPAS, a regido definiu como meta a reducdo da morbidade e mortalidade
(Semenov et al., 1996; Olivé et al., 1997). De 1971 a 1977, cerca de 28 paises
das Américas haviam relatado média de 258.634 casos de sarampo por ano e
periodos interepidémicos de 2-3 anos. Com 0 uso generalizado da vacina contra
0 sarampo, observou-se em varios paises prolongamento dos periodos entre as
epidemias e também uma reducéo drastica nos casos de sarampo (De Quadros
et al., 1996).

A América do Sul foi pioneira na implementacéo de novas estratégias para
eliminagdo do sarampo com campanhas de vacinacdo indiscriminada entre
criangas de 1 a 14 anos (catch-up); manutencdo da vacinacao de rotina (Keep-
up), por meio dos servicos de saude publica em pelo menos 95% de criancas de
12 a 15 meses e campanhas de seguimento periddicas (Ruff, 1999). As primeiras
campanhas de vacinacao indiscriminada (catch-up) foram implantadas em Cuba
em 1987 (Galindo et al., 1998) e em 1992 no Brasil e Chile. Os esfor¢os dos
paises pioneiros mostraram sucesso na interrupcao da transmisséo viral (Olivé
et al., 1997).

No periodo de 1988-1991, o sarampo ressurgiu em varios paises das
Américas. Em 1994, para alcancar a erradicagdo nas Américas, a OPAS,
desenvolveu estratégias de vacinacdo tendo por base a epidemiologia da

doenca antes e apos a introducao da vacina em 1963-1970 (prolongamento dos
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periodos entre as epidemias e deslocamento da faixa etéria) (Castillo-Solorzano,
C.etal., 2011a).

Foi relatado o ressurgimento do sarampo em 1997 no Brasil com
consequente exportacao deste gendtipo para outros paises da América do Sul.
O gendtipo D6 foi identificado nessa epidemia e foi considerado endémico nas
Ameéricas, sendo associado a subsequentes surtos na Argentina, Bolivia, Haiti e
Republica Dominicana (Siqueira et al., 2001; Rota et al., 2009). A auséncia de
virus D6 apesar da identificacdo de outros genaotipos em outras regides suporta
a eliminacdo do genétipo D6 das Américas (Hersh et al., 2000).

No final de 2002, todos os paises da América, exceto os Estados Unidos,
conduziram campanhas de vacinacao indiscriminada (catch-up), e muitos as
complementaram com campanhas de seguimento (follow-up), oferecendo uma
segunda oportunidade para as criancas receberem sua primeira dose da vacina
contra o sarampo, enquanto que as que receberam uma dose prévia se
beneficiariam com um reforco. Se em 1990 mais de 240 mil casos de sarampo
foram relatados na regido das Américas, em 1996 foi constatada uma reducéo
de 99% em relacao aos niveis anteriores (Cutts e Markowitz, 1994). A regiao das
Américas cumpriu o prazo da eliminagcédo do sarampo no ano de 2000 (Castillo-
Solorzano, C. C. et al., 2011c).

Desde 2003, a maioria dos casos de sarampo registrados nas Américas
tem sido relacionados a importagbes da Europa (figura 17). Dos 524 casos
confirmados de sarampo relatados durante 2008-2010, 222 foram importacdes
de sarampo e 302 eram casos secundarios desses casos. A fonte dos casos
importados foi identificada apenas em 124 casos, e 35% destes eram
importacdes da Europa. Os dados da vigilancia do sarampo combinados com o0s
resultados dos estudos de caracterizacdo molecular indicam que os paises das
Américas estdo continuamente expostos ao MEV proveniente de outras regides
do mundo onde a doenca continua endémica (Castillo-Solorzano, C. et al.,
2011c).
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Figura 17: Fonte de importacdes identificadas nos anos 2011 e 2012 dos virus do
sarampo na regido das Américas (Siqueira, 2015a).

A epidemiologia do sarampo no periodo de pdés eliminacao (2000 a 2015)
pode ser dividida em dois periodos. De 2000 a 2010 a situacao foi considerada
estavel com poucos casos anuais (média anual de 160 casos). Entre os anos de
2011 a 2015, acentuou o numero de casos, com a média anual subindo 5 vezes
quando comparado com o primeiro periodo. No periodo de 2013-2014, houve
elevada notificacdo de casos na regidao da América, com 58 surtos de sarampo
notificados e 98% dos casos, nesse periodo, foram reportados pelo Brasil,
Canada, Estados Unidos e Equador (Figura 18). Parte do aumento do numero
de casos foi consequéncia de ter ocorrido surtos de grandes proporcdes em
paises da Europa e pacifico Ocidental nos anos de 2013-2014 (OMS e OPAS,
2017).

Os paises das Américas entregaram a OPAS, entre 2011 e 2012, a
documentacdo necessaria para esta comprovacao da eliminacdo do virus. No
entanto, em margo de 2013, um surto de sarampo iniciou-se no Brasil, no estado
de Pernambuco (PE), espalhando-se para o estado do Ceara (CE), com
deteccdo de casos confirmados por mais de 12 meses de um Unico genatipo,
evidenciando a endemicidade no pais. Com isto, o Brasil e as Américas
perderam a possibilidade de certificar a eliminacdo do sarampo na regido neste

ano.
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Figura 18: Genotipos de sarampo identificados na regido das Américas no periodo de
2011 a semana epidemiolégica 12 do ano 2014. Os gendétipos identificados nos paises
estéo descritos em azul (2011), preto (2012), vermelho (2013) e verde (2014).

Os peritos do comité verificaram os documentos produzidos pelos paises
e demonstraram a eliminagéo do sarampo nos paises do continente americano.
O sarampo foi considerado eliminado das Américas em 2016 (Figura 19) e um
novo plano de acdo (2018-2023) foi proposto para assegurar a sustentabilidade
da eliminacdo do sarampo nas Américas (OMS e OPAS, 2017).
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Figura 19: Quadro com a declaracdo de eliminagdo do sarampo (arquivo pessoal).

O risco de reintroducéo da doenca persiste, mediante a importagdo de
virus de outros paises/regides onde o sarampo ainda € endémico (Furuse e
Oshitani, 2017). A regido da Europa reportou no ano de 2017 quatro vezes mais
de casos que reportou no ano 2016. Na figura 20 constam os 10 paises que
tiverem os maiores numeros de casos confirmados de sarampo no ano 2017
(OMS, 2018a).

Romenia (n=5562
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Figura 20: Os 10 paises com 0s maiores numeros de casos confirmados de sarampo.
Adaptado de OMS Europa, 2018.

Em 2017, quatro paises da regido das Américas relataram casos
confirmados de sarampo: Argentina, Canada, Estados Unidos da América e
Venezuela. Nos primeiros meses de 2018 (até a semana epidemiolégica 11 de
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margo), existem oito paises que relataram casos importados confirmados:
Estados Unidos reportou 13 casos e Canada 3 casos. Antigua e Barbuda,
Guatemala, México e Peru reportaram 1 caso. Na Venezuela um surto de
sarampo iniciou no ano 2017, totalizando 159 casos até fevereiro de 2018 (Figura
21). Neste mesmo més, no Brasil iniciou-se um surto com refugiados
venezuelanos. O gendtipo identificado nos dois paises citados foi 0 D8 com
sequéncia semelhante as sequéncias identificadas na Europa (OPAS e OMS,
2018).

e 2018
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\ ,',- Ll ; { Guatemala= 1
bt > México= 4
‘_"‘A-;: A i .“;zu _ Peri= 2
S — ;1‘! _ Venezuela = 159
“arndd __;‘Bz 1 Total = 199
‘ x. -’ J‘}.'- pa - Jd
- 3% 5 .' '*.

Figura 21: Distribuicdo de casos confirmados de sarampo na regido das Americas —
2018 (OPAS, 2018).

1.12 SARAMPO NO BRASIL

O sarampo foi uma das principais causas de Obito dentre as doencas
infectocontagiosas. Devido a gravidade e mortalidade causada, o sarampo
passou a ser considerado doenca de notificagdo compulsoria desde 1968 no
Brasil. Em 1973 houve a introducdo do Programa Nacional de Imunizacdo
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guando a vacina foi implantada em todo pais (figura 22). Na década de 70, as
epidemias chegaram a acometer 2-3 milhdes de criangas. O maior numero de
casos notificados foi registrado em 1986 (129.942), representando uma taxa de
incidéncia de 97,7/100.000 hab. Na década de 80 houve o registro de 15.638

casos de oObitos decorrentes do sarampo.
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Figura 22: Estratégia de controle e incidéncia de 1968 a 2016 (Ministério da Saude,
2017).

O pais enfrentou dez grandes epidemias até o ano de 1992, quando, em
decorréncia do plano de eliminacdo do sarampo, uma campanha nacional de
vacinagcdo em massa foi realizada. A cobertura vacinal atingiu 95% da populacéo
de menores de 14 anos de idade e queda significativa da incidéncia do sarampo
foi observada nos anos seguintes. Além de ter sido acrescido, nesse ano, para
todo o territério nacional, a aplicacdo de uma segunda dose de vacina de
sarampo administrada dos 12 aos 15 meses. Em 1995 ocorreu a primeira
campanha de seguimento e a segunda aconteceu dois anos apés. De 1992 a
1996 houve reducdo de 81% no numero de casos notificados. Alguns surtos
esporadicos ocorreram nos estados da Bahia e Santa Catarina (em 1996) e a
analise molecular identificou que os genotipos que circulavam eram D5 e C2,
respectivamente (Siqueira et al., 2001). Em 1997, os casos de sarampo
elevaram-se acentuadamente. Houve epidemia em varios estados brasileiros

com 91.810 casos notificados e 53.664 confirmados, taxa de incidéncia de
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32,6/100.000 habitantes e 61 6bitos. A epidemia iniciou no Estado de Sao Paulo
(o Unico estado do Brasil que ndo implementou a campanha de seguimento
programada para 1995) e se espalhou para outros estados do Brasil e também
outros paises do continente americano (Hersh et al., 2000). O gendtipo
identificado nesse surto foi o D6 provavelmente originado por um MEV importado
da Europa (Siqueira et al., 2001).

Para fortalecer a vigilancia epidemiolégica do Brasil, em 1999, o Ministério
da Saude criou o Grupo Tarefa no qual um técnico de vigilancia do sarampo foi
designado para cada um dos 27 estados. Os Ultimos casos autdctones
ocorreram nos estados do Mato Grosso do Sul, Acre e S&o Paulo. Em 2000 foi

considerada a interrup¢ao do virus no Brasil (figura 23).

1998 2000
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Figura 23: Casos de sarampo por municipio de residéncia, Brasil - 1998 e 2000. Cada
ponto representa um caso. Adaptado de Prevots e colaboradores (Prevots et al., 2003).

Dos 8.358 casos suspeitos notificados em 2000, 36 (0,4%) foram
confirmados. Em 2001, somente um dos 5.599 casos suspeitos da virose foi
confirmado e este caso foi classificado como importado (pais de origem: Jap&o).
Nos anos seguintes, apenas casos importados foram confirmados no Brasil: 1
em 2002 (pais de origem: Japdo) e 2 em 2003 (pais de origem do caso indice:
Alemanha). Estes dados demonstraram a interrup¢ao da transmisséao autoctone
do sarampo no pais (Prevots et al., 2003).

A partir de 2001 ocorreram casos importados (Prevots et al., 2003), mas

sem grande magnitude e controlados por agbes de prevencdo e controle
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(Ministério da Saude, 2014; Dias LR e Berezin N, 2015). Na figura 24, observam-
se os estados do Brasil que tiveram casos de sarampo no periodo de 2000 a
2012.

Casos confirmados no Brasil, 2000 — 2012

3 casos D4
65 casos B3 42 casos D4

Figura 24: Casos confirmados e genoétipos detectados no Brasil, 2000-2012. Adaptado
de Siqueira (Siqueira, 2015b).

O maior numero de casos relatados no Brasil, entre 2013 a 2015, ocorreu
nos surtos de PE e CE, com 222 e 1052 casos confirmados respectivamente
(Leite et al., 2015). O surto iniciou em Pernambuco, atingindo 24 municipios. De
1153 casos suspeitos, 222 casos foram confirmados por testes laboratoriais e
vinculos epidemiolégicos. A vigilancia ndo identificou vinculo do caso indice com
viajante. Desses casos, 110 ocorreram em menores de um ano de idade, com
Obito de uma crianca do sexo feminino, com sete meses de idade, portadora de
HIV e sifilis. O surto espalhou-se para o estado da Paraiba com 9 casos
notificados. Neste mesmo periodo, casos esporadicos foram identificados.

Em dezembro de 2013, no Estado do Ceard, iniciou-se um surto que
permaneceu por 20 meses, com 1.052 casos confirmados. Janeiro, julho e
agosto de 2014 foram 0s meses com maior niumero de casos confirmados e com
muitos esforgos e vacinagao, o surto foi contido e o ultimo caso confirmado
ocorreu em julho de 2015 (Ministério da Saude, 2017; OMS e OPAS, 2017).

Na cidade de Boa Vista, Roraima (RR) iniciou-se um surto a partir de

refugiados venezuelanos em fevereiro de 2018. O primeiro caso foi confirmado
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na semana epidemiolégica 08.2018, que corresponde a uma menina de um ano
de idade, venezuelana, sem histérico de vacinacdo. Até a semana
epidemioldgica 10.2018, foram notificados 37 casos suspeitos de sarampo com
um o6bito. Oito casos foram confirmados em cidaddos venezuelanos no territério
brasileiro. (OPAS, 2018).

Namero de casos

2
1 II‘I
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1 357 91113151719212325272931 2 4 6 8 10121416182022242628 2 4 6 8 1012141618202224262830
JANEIRO FEVEREIRO MARCO
Dia de iniciode exantema

® Caso confirmado Caso suspeito Caso de falecimento (suspeito)

Figura 25: Distribuicdo dos casos reportados de sarampo de acordo com a classificagdo
e semana epidemioldégica em Roraima no inicio do surto em 2018 (OPAS e OMS, 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

O sarampo é um importante problema de salde publica, devido a
morbidade e mortalidade decorrentes desta infeccdo (Moss, 2017). Significativos
avancos na erradicacao dessa doenca tém sido alcancados, sendo o mais
recente, a certificacdo da Regido das Américas como zona livre de sarampo pela
Organizacdo Pan-Americana da Saude, em 2016 (OMS e OPAS, 2017).
Entretanto, em varias regides do mundo, a taxa de mortalidade por sarampo
ainda é alta, especialmente nos paises em desenvolvimento de outros
continentes (OMS, 2018a). Apesar da disponibilidade da vacina ha mais de cinco
décadas, a cobertura vacinal ndo € homogénea no nivel global (Gidding et al.,
2018). Isso acontece porgue duas doses da vacina sdo necessarias para garantir
a imunoprotecao (Orenstein et al.,, 2018), nos paises em desenvolvimento a
distribuicdo nem sempre é garantida a todas as criangas, como na Nigéria onde
77% das criancas de 12 a 13 meses nao tem acesso a vacinacao de rotina (Rota
et al., 2016b). Em alguns paises desenvolvidos, existe grande resisténcia a
vacinacdo, por medo de reacdes adversas (Halsey e Salmon, 2015). Esse
conjunto de fatores mantém a circulagédo endémica do MEV em algumas regioes,
que funcionam como fonte de exportacdo para outras, sobretudo através de
viagens internacionais (Halsey e Salmon, 2015). No contexto da globalizacéo, o
risco de epidemias de sarampo é permanente, mesmo nos locais onde a doenca
€ considerada controlada (Furuse e Oshitani, 2017). Esse cendrio pode ser
ilustrado pelo recente surto de sarampo nos estados de Pernambuco e Ceara,
no periodo 2013-2015, ou seja, ja em fase de eliminacdo no Brasil (Leite et al.,
2015). Em 2014, o Brasil estabeleceu um “Plano de Contingéncia para Resposta
as Emergéncias em Saude Publica” para o Sarampo, o que possibilitou o
controle do surto e a continuidade do processo de certificacdo de eliminacdo do
sarampo, iniciado em 2000. Gracas ao esfor¢co continuado, entre 2015 e agosto
de 2016, o Brasil, juntamente com os demais paises da Ameérica, entregou ao
Comité Internacional de Peritos da OPAS as evidéncias da eliminacdo do
sarampo, as quais foram consideradas satisfatorias para certificagdo (OMS e
OPAS, 2017) .

Nessa conjuntura, cabe ressaltar o papel crucial de um sistema de

vigilancia bem estruturado e ativo para a deteccdo de possiveis casos
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importados, bem como a adocdo de medidas oportunas de controle, de modo a
evitar a propagacdo do virus e promover a devida contencdo de surtos. No
ambito da vigilancia laboratorial, a caracterizagcdo molecular dos virus circulantes
permite identificar a possivel origem dos virus introduzidos na populacéo e
estimar a sua disseminacao. Atualmente, o protocolo de vigilancia recomendado
pela OMS preconiza a andlise de um fragmento de 450 nucleotideos da porcao
C-terminal do gene N do MEV, a porcdo mais variavel do genoma viral (Rota et
al., 2011). Porém, estudos recentes sugerem que a diversidade genética do gene
N € limitada para a investigacao de surtos e cadeias de transmisséo, a despeito
de permitir a diferenciacdo de genotipos (Gardy et al., 2015). Nesse contexto, é
de suma importancia investigar se os virus classificados em um mesmo genotipo,
mas obtidos a partir de casos sem relacao epidemioldgica entre si, sdo oriundos
de transmissdo endémica ou de mudltiplas introdug6es do virus na populacéo.
Essa informacéo é absolutamente imprescindivel num cenario de eliminacao da
doenca. Em contrapartida, Harvala e cols., em 2016 demonstraram que a
analise da regido nao codificante entre os genes M e F (RNC-MF) do MEV
permite diferenciar linhagens dentro do mesmo genaétipo permitindo, portanto, o
rastreamento de surtos (Penedos et al., 2015; Harvala et al., 2016).

O obijetivo geral do presente projeto consiste em investigar o surto recente
de sarampo, ocorrido nos estados do Ceara e de Pernambuco no periodo 2013-
2015, sob a perspectiva virologica. Nesse contexto, os genes N e RNC-MF foram
sequenciados para rastreamento do referido surto, de modo a oferecer novas
alternativas laboratoriais as a¢des da vigilancia epidemiolégica do MEV no
Brasil. Ainda, considerando o cenério de eliminacao desta virose nas Américas
e a cobertura vacinal no pais (Ministério da Saude, 2013; Lemos et al., 2017),
propomos uma reandlise dos resultados laboratoriais, considerando o0s
resultados sorologicos e moleculares, conhecimento fundamental para o

diagnéstico dessa virose no atual cenario epidemiolégico.

63



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente projeto consiste em investigar o surto recente

de sarampo, ocorrido nos estados do Ceara e de Pernambuco no periodo 2013-

2015, sob a perspectiva virologica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

Analisar a relacdo entre o0s resultados sorolégicos e de deteccao
molecular por RT-PCR, considerando o atual cenéario epidemioldgico e a
alta cobertura vacinal da populacao investigada.

Analisar a adequacéo de diferentes protocolos, com base na analise da
regidoprecnizada pela OMS, regido N-450 e da regido néo codificante
entre os genes M e F (RNC-MF), visando subsidiar estudos de
epidemiologia molecular do MEV.

Investigar a diversidade genética e a distribuicdo de linhagens virais do
MEYV durante o surto ocorrido nos estados do Ceara e Pernambuco (2013-
2015).

Investigar possiveis fontes de introducdo do MEV, no ambito do surto
ocorrido nos estados do Ceara e Pernambuco (2013-2015), e analisar a

sua dispersao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 POPULACAO DE ESTUDO

O presente estudo € do tipo descritivo e envolve parte dos casos
confirmados de sarampo, investigados durante o surto nos estados do Ceara e
Pernambuco, no periodo 2013-2015. O estudo foi realizado no Laboratério de
Virus Respiratério e do Sarampo (LVRS) / Instituto Oswaldo Cruz (IOC) /
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), que atua como Laboratério de Referencia
Nacional para o Ministério da Saude e Centro de Referéncia Regional para a
Organizacao Pan-Americana de Saude (OPAS). Conforme previsto no escopo
do programa de vigilancia epidemioldgica e laboratorial de sarampo, a sorologia
dos casos suspeitos € realizada pelo Laboratério Central de Saude Publica
(LACEN) do estado de origem. Posteriormente, as amostras positivas sao
encaminhadas ao LVRS para a confirmacdo da sorologia e determinacdo de
genatipo viral por sequenciamento. No periodo do estudo, devido a falta de
insumos nos LACEN’s recebemos amostras clinicas de casos suspeitos sem
resultados para serem diagnosticadas laboratorialmente no LVRS.

O quantitativo de amostras recebidas no LVRS do surto de PE e CE,
segundo estado e ano encontra-se descrito na tabela 2. Para o diagndstico
laboratorial de sarampo, preconiza-se que as amostras de soro sejam utilizadas
para a andlise soroldgica, o passo que secrecdo nasofaringea (SNF) e urina,
para a deteccao molecular por RT-PCR e genotipagem (OMS, 2012; Ministério da
Salde, 2014; Ministério da Saude, 2017). As amostras de SNF e urina foram
coletadas simultaneamente. Na Figura 26, encontra-se descrito o quantitativo de
amostras clinicas recebidas dos LACEN’s dos estados de Pernambuco (PE) e
Ceard (CE) para serem testadas por técnica soroldgica e/ou por técnica de

deteccdo molecular no periodo de 2013 a 2015.
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Tabela 2: Amostras clinicas de casos suspeitos de sarampo, coletadas no surto do
Ceara (CE) e Pernambuco (PE) encaminhadas ao Laboratorio de Virus Respiratérios e
do Sarampo, Instituto Oswaldo Cruz, Fundag¢do Oswaldo Cruz, segundo o tipo de
amostra, estado de origem e ano. Brasil, 2013-2015.

Material 2013 2014 2015 Total de casos

recebido  cg  pg CE PE CE PE CE PE
Soro - 258 1 15 5 6 6 279
Soro/ SNF 1 100 33 25 - 2 34 127
Soro/ urina - 14 6 1 7 - 13 15
Soro/ SNF/- g 82 9 28 2 110 40

urina
SNF - 41 - 33 9 - 9 74
Urina - 17 - 3 5 - 5 20
SNF/ urina 1 12 1 10 5 - 7 22
2 471 123 96 59 10 184 577

Total

473 219 69 761

SNF, Secrecao Nasofaringea

Biologia

Sorologia
Molecular g

Sorologia/
Biologia
Molecular

Amostras ‘ Amostras

; Amostras
\‘ SNF e urina ‘ soro

de Soro,
SNF e urina

N=339

N=476 : N=624

Figura 26: Quantitativo de amostras clinicas recebidas dos Laboratérios Centrais de
Saude Publica dos estados de Pernambuco (PE) e Ceara (CE) para serem testadas por
técnica soroldgica e/ou por técnica de biologia molecular (reacdo em cadeia da
polimerase e genotipagem), Brasil, 2013 a 2015. SNF= Secrec¢ao Nasofaringea
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Para a andlise filogenética foram utilizadas 28 sequéncias de casos
esporadicos e vacinais detectados dos estados: Distrito Federal (DF), Espirito
Santo (ES), Minas Gerais (MG), Paraiba (PB), Parana (PR), Rio de Janeiro (RJ),
Roraima (RR), Santa Catarina (SC) e S&o Paulo (SP). Uma sequéncia do
gendtipo D8 detectada em SP na ultima semana epidemiolégica (SE) de 2012
foi considerada por ter ocorrido casos secundarios nas SE do ano seguinte. Na

tabela 3, encontra-se o quantitativo das sequéncias utilizadas por estado e ano.

Tabela 3: Quantitativo das sequéncias dos casos esporadicos utilizadas para a analise
filogenética, Brasil, 2012-2015. Legenda: DF - Distrito Federal, ES - Espirito Santo, MG
- Minas Gerais, PB — Paraiba, PR — Parana, RJ — Rio de Janeiro, RR — Roraima, SC —
Santa Catarina, SP — Sao Paulo.

Estado 2012 2013 2014 2015 Total
DF 2 2
ES 2 1
MG 2 1
PB 8 8
PR 1 1 2
RJ 2 2
RR 1 1
sC 1 1
SP 1 2) 7 10

Total 1 16 10 1 28
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4.2 SELECAO DE AMOSTRAS PARA SEQUENCIAMENTO DA REGIAO NAO
CODIFICANTE ENTRE OS GENEME F

Para a realizacdo deste projeto, tivemos como colaborador o Laboratério
de Referéncia Nacional/lLRN do Canada (Instituto Nacional de Microbiologia).
Amostras clinicas dos surtos de PE e CE foram enviadas ao Canada para
sequenciamento da regido RNC-MF. Os critérios de selecao dessa sub-amostra
incluiram: 1) o valor do Ct do teste de PCR em tempo real (< 30), para garantir
maior eficiéncia de amplificagdo de produtos virais, Il) a disponibilidade de
volume do material clinico e Ill) a disponibilidade de informacdes
epidemioldgicas tais como, o0 municipio de residéncia e a semana
epidemioldgica, para garantir uma melhor representatividade geografica e
temporal. Apos a andlise dos dados, foram selecionadas 80 amostras.

Posteriormente, o protocolo desenvolvido no Canadéa foi repassado ao
LVR, de modo que testamos 15 amostras adicionais: 7 amostras do surto de CE
e PE, 5 de casos esporadicos de sarampo ocorridos em Sdo Paulo (SP), 2 de
Paraiba (PB) e 1 do Espirito Santo (ES).
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4.3 ETAPAS DO ESTUDO

O fluxograma contendo as etapas no desenvolvimento do presente estudo

encontra-se ilustrado na figura 27.

Amostra clinica:
Soro

Amostra clinica:
Secre¢do nasofaringea e urina

Sorologia

Extracao do RNA

RT-PCR em tempo real, detecgcao das
amostras positivas para o virus do

sarampo ‘
Amplificacdo Amplificagdao (RT-PCR)
(RT-PCR) Caie:N
RNC-MF

! ]

Eletroforese / Purificagdo do produto da

PiR

Reacdo de sequenciamento

£

Sequenciamento Sanger

&

Andlise filogenética

Figura 27: Fluxograma das metodologias empregadas no estudo.
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O quantitativo de amostras testadas, segundo o ensaio laboratorial
encontra-se descrito na tabela 4.

Tabela 4: Métodos utilizados no Laboratdrio de Virus Respiratorios e do Sarampo nos
casos suspeitos de CE e PE 2013-2015.

PE CE
Metodologia
n % n %
Sorologia 279 48 6 3
Sorologia/PCR/ 182 32 157 86
Genotipagem
PCR / Genotipagem 116 20 21 1
Total 577 100 184 100

4.4 SOROLOGIA

Os ensaios imunoenzimaticos para deteccdo qualitativa e determinacao
quantitativa dos anticorpos especificos contra o virus do sarampo das classes
IgM e 1gG no soro humano foram realizados com KitSiemens/dade Behring,
Enzygnost® Anti-Masern-Virus/IgM e Enzygnost Anti-Measles Virus/lgG, de
acordo com os procedimentos operacionais padréao (POP) descritos nos POP-
TE-001 para IgM (LVRS, 2007a) e POP-TE-002 para IgG (LVRS, 2008) e com
0s respectivos manuais do fabricante. Os anticospos especificos contidos na
amostra de soro ligam-se ao antigeno do virus nos pocos de rea¢do na placa de
ensaio. A estes anticorpos especificos fixa-se o conjugado anti/lgG e anti/lgM
humano. A porcao enzimética do conjugado transforma a solu¢do cromogénica
em uma cor azul. Apés adicdo da solucao de bloqueio do kit, esta reacéo termina,
alterando a cor para amarelo (LVRS, 2007a, LVRS, 2008 ).

Para a pesquisa de anticorpos IgM, foi adicionado 200ul de tampéao
diluente de amostra com 10ul de soro na placa de ensaio. A mistura foi diluida
1/2 com o fator reumatoide reconstituido (200uL dos soros diluidos + 200uL do
RF reconstituido) e mantido em temperatura ambiente por 15 min.
Posteriormente, foi adicionado 150ul dos controles e amostras previamente
diluidas por orificio e em duplicata (antigeno/controle do antigeno). A placa foi
vedada com uma pelicula e incubada por 37°C £2 por 1h. Depois de decorrido o

70



tempo, foi removida a tampa e realizado o processo de lavagem 3 vezes com
solucéo de lavagem diluida POD, utilizando a lavadora automatica de placas
Atlantis que remove e realiza a troca dos liquidos dos pocos da placa. Ao término
do ciclo de lavagem, a placa foi vertida contra uma toalha de papel absorvente
para remocao de possiveis restos da solugcdo de lavagem, e em seguida
adicionado 100ul do conjugado anti-lgM/POD humano por orificio, seguido de
incubacdo a 37°C +2 por mais 1h. ApOs o tempo decorrido, foi repetido o
processo de lavagem e adicionado 100ul de substrato (substancia cromogénica).
A placa foi protegida da luz e incubada a temperatura ambiente por 30 min. Apos
adicdo de 100ul da solucdo de paragem POD, a leitura foi realizada por
espectrofotdometro, no comprimento de onda de 450nm (comprimento de onda
para medicdo de referéncia 650nm). Para cada amostra e controles, foi
determinada diferenca entre as medidas de absorbancia AE (A antigeno - A
controle do antigeno). Com base nos critérios do ensaio, as amostras sao
classificadas da seguinte forma: as que obtiveram leituras com densidade 6tica
final menor que 100 séo consideradas negativas, as que obtiveram leituras com
densidade otica final maior que 200 s&o consideradas positivas e aquelas
densidade otica final entre 100 e 200 s&o consideradas inconclusivas no primeiro
momento e devem ser retestadas.

Para a determinacdo de anticorpos da classe IgG, foi realizada uma
diluicdo, adicionando 200ul de tampédo para amostras POD (coloracéo azul-
violeta) e 10ul de soro em um tubo cénico tipo ependorf. Em seguida, com uma
pipeta multicanal foi adicionado na placa de ensaio 200ul de Tampéao diluente de
amostra sem corante e 20ul dos controles e amostras previamente diluidas em
cada orificio da placa, a mesma foi vedada com uma pelicula ao final do processo
de aplicacdo das amostras e controles e incubada a uma temperatura de 37°C+
2 por 1h. Depois de decorrido o tempo, foi removida a pelicula e realizado o
processo de lavagem 3 vezes com solucéo de lavagem diluida POD utilizando a
lavadora automatica de placas (descrita a cima). Ao término do ciclo de lavagem,
a placa foi vertida contra uma toalha de papel absorvente para remocao de
possiveis restos da solucdo de lavagem, e em seguida adicionado 100pul do
conjugado Anti IgG/POD humano por orificio, vedada novamente e incubada a

37°C 2 por mais 1h. Apds o tempo decorrido foi removido a tampa e repetido o
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processo de lavagem e retirada de restos da solugéo de lavagem com papel
absorvente, em seguida foi adicionado 100ul de substrato (solu¢cdo cromogénica)
por orificio, vedado novamente com uma nova pelicula e protegida da luz e
incubada a temperatura ambiente por 30 min. Decorridos o tempo foi adicionado
100ul da solucao de paragem por orificio e realizado a leitura por fotbmetro no
comprimento de onda de 450nm. O comprimento de onda recomendado para
medicao de referéncia é 650nm. Com base nos critérios do ensaio, as amostras
sao classificadas de forma quantitativa com a ajuda do método q, a partir de uma

tabela fornecida pelo fabricante do kit.
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4.5 ENSAIOS MOLECULARES
4.5.1 EXTRACAO DO RNA

O RNA viral foi extraido utilizando o kit comercial QIAmp Viral RNA Mini
Kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com o POP-TC-006 (LVRS, 2010a). O
método baseia-se na propriedade de ligacdo de moléculas de RNA a uma
membrana de silica em gel (coluna de silica de silica). Primeiramente, a amostra
é lisada sob condi¢cbes desnaturantes no tampao AVL para inativar RNases e
promover a liberacdo do RNA. Resumidamente, foram adicionados 560uL de
Tampao de Lise AVL+ 5,6uL de Carrier/AVE; 140 pL do SNF ou urina. A
suspensao foi homogeneizada e incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. A seguir, foi adicionado 560uL de &lcool etilico PA a 100%. Apds
homogeneizacédo, 630uL da mistura foi transferida para uma coluna de silica
previamente identificada com o numero interno do LVRS da amostra clinica.
Apoés centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm, o eluido do tubo coletor foi
desprezado. Um novo tubo coletor foi colocado e os 630pL restantes da mistura
foram transferidos para a coluna de silica. Apds centrifugacdo por 1 minuto a
8000 rpm, o eluido foi descartado e a coluna de silica transferida para novo tubo
coletor. Foram adicionados 500uL do Tampdo de lavagem AW1 e apdés,
centrifugagéo por 1 minuto a 8000 rpm, o eluido foi descartado. Houve adic¢éo de
500uL do Tampéo de lavagem AW2 e ap6s centrifugacdo por 3 minutos a 14000
rom, o eluido foi descartado. A coluna de silica foi transferida para novo tubo
coletor e ap6s centrifugacdo por 1 minuto a 14000 rpm, a coluna de silica foi
transferida para um tubo tipo eppendorf de 1,5 ml previamente identificado,
sendo adicionados 60uL de Tampéo de eluicdo (AVE) e ap0s centrifugacao por

1 minuto a 8000 rpm a coluna de silica foi descartada e o RNA obtido.
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4.5.2 RT-PCR EM TEMPO REAL

Apoés a extracdo, o RNA foi submetido a transcricao reversa, seguida de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) em anico tubo,
utilizando o kit SuperScriptlll™ Platinum Tagq DNA Polymerase® One-
StepQuantitative RT-PCR (Invitrogen). Esse protocolo foi desenvolvido pelo
Centro de Controle e Prevencéo de Doencas americano (CDC/EUA) e constitui
a recomendacdo da OMS para a amplificacdo do gene N do virus do sarampo
(Hummel et al., 2006). Os oligonucleotideos iniciadores e sondas de hidrolise
especificas, e a preparacdo da mistura de reacdo encontram-se descritos nas
tabelas 5 e 6.

Cada RNA extraido foi testado em triplicata para o gene N. Em todas as
reacOes, foi adicionado um controle interno para cada amostra clinica (RNase P
humana), controle positivos com concentracdo alta e baixa do MEV (enviados
pelo CDC), controle da mistura, controle positivo da RNaseP (Quantitative PCR
Hmn Reference Total RNA, Stratagene) e o controle negativo da extracdo do
RNA (LVRS, 2011a).

Tabela 5: Sequéncia dos iniciadores e sondas especificos para o gene N e gene da
RNase P humana da reacdo de PCR em tempo real para deteccdo do sarampo
desenvolvido pelo Centro de Controle e Prevencéo de Doencas americano (CDC/EUA).
A sonda foi marcada na 5’ terminal com fluoréforo “6-carboxy-fluorescein” (FAM) e no 3’
terminal com uma molécula néo fluorescente “quencher” (BHQ1 — “black hole quencher-

1)

Gene Iniciadores/sonda Sequéncia Conc.
N MVN1139 direto 5-TGGCATCTGAACTCGGTATCAC-3 0,4uM
MVN1213 reverso 5-TGTCCTCAGTAGTATGCATTGCAA- 0,4uM
MVN1163 sonda 5’-FAM- 0,25uM
CCGAGGATGCAAGGCTTGTTTCAGA-
BHQ-3’
RNaseP RNP direto 5-AGATTTGGACCTGCGAGCG-3 0,4uM
RNP reverso 5-GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-3’ 0,4uM
RNP sonda 5-FAM- 0,1uM
TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-
BHQ1-3’
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Tabela 6: Protocolo para a reacdo de qRT-PCR para deteccédo do gene N do virus do
sarampo, desenvolvido pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas americano
(CDC/EUA) (Hummel et al., 2006).

Reagente Volume empregado (L)
Tampao de reacao 2x 12,5
Fluor6foro de referéncia 0,05
Inibidor de RNase (40U/pL) 0,25
Mix de enzimas SSlll/Taq 0,5
Iniciador direto (15uM) 0,5
Iniciador reverso (15uM) 0,5
Sonda (12.5uM) 0,5
Agua livre de nucleases 7,7
Volume final do mix reagéo 22,5

A cada orificio da placa foi adicionado um volume de 2,5uL de RNA,
totalizando um volume final de 25uL. A placa de reacao foi submetida a 48° C
por 30 minutos (transcricao reversa), seguida por 95° C por 2 minutos (ativacao
enzimatica) e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto
(amplificacao), com deteccao do sinal de fluorescéncia ao final de cada ciclo.
Foram consideradas positivas amostras cujo valor de Ct foi menor ou igual a 40
(tabela 7).

Tabela 7: Interpretacédo dos valores do Ct da reacdo de qRT-PCR para deteccdo do
gene N do virus do sarampo. Fornecido pelo Centro de Controle e Prevencao de
Doencgas americano (CDC/EUA).

Resultado Gene Alvo Gene RNase P
Detectavel <40 <40
Detectavel <40 >40 a indeterminado
N&o detectavel >40 <40
Inconclusiva >40 >40

75



4.5.2 AMPLIFICACAO DO GENE N POR RT-PCR CONVENCIONAL

As amostras com resultado detectavel no gqRT-PCR foram submetidas a
amplificacdo de fragmento do gene N (634pb, nt 1104 a 1737) por RT-PCR
convencional, visando a posterior genotipagem por sequenciamento de Sanger.
Inicialmente, as amostras de RNA purificado foram submetidas a reagcédo de RT-
PCR de passo unico, empregando iniciadores desenvolvidos pelo CDC (tabela
8) (Bankamp et al., 2013). Nesse protocolo foi empregado o kit OneStep RT-PCR
(Qiagen, Alemanha), de acordo com o POP-LVRS-TE-029 (LVRS, 2011b). A
mistura de reag&o encontra-se descrita na tabela 9.

Para cada reacao foi utilizado um controle negativo da extracdo e um
controle positivo do virus do sarampo com um inserto de 200 nucleotideos
enviado pelo CDC. A cada mistura da reacao foi adicionado um volume de 5uL
de RNA purificado totalizando um volume final de 50uL por tubo previamente
identificado com namero da amostra. As reacdes foram entdo submetidas a
50°C/30 min; seguido por 40 ciclos de: 94°C/30 segundos, 55°C/30 segundos,
72°C/30 segundos; e um ciclo final de 72°C/10 minutos.

Na auséncia de amplificacao pelo protocolo CDC, um segundo protocolo
de RT-PCR com iniciadores desenvolvidos pela Saude Publica Inglaterra/HPE
(HPA/Inglaterra) foi utilizado. Este protocolo foi seguido utilizando o POP-LVRS-
TE-011 e POP-LVRS-TE-018. Utilizando inicialmente a sintese de DNA
complementar (cDNA), com a enzima MMLV Reverse Transcritpase (Invitrogen)
e iniciadores randémicos e a ciclagem 37°C/60 minutos; 95°C/5 minutos no
termociclador (tabela 10) (LVRS, 2010b). Os cDNAs foram submetidos a
amplificacdo por PCR e ap6s, um nested PCR com a utilizagdo de um par de
iniciador internos. Para assim, obter de um fragmento de 552pb do gene N
(LVRS, 2010c). Cada reacao foi feita com um par de iniciadores diferentes
(tabela 8). As reacdes, descritas na tabela 11 foram feitas com kit Platinum® Taq
DNA Polymerase (Invitrogen) e foram submetidas a 95°C/3 min; seguidos por 10
ciclos de 95°C/30 segundos, 57°C/30 segundos, 72°C/60 segundos; seguidos
por 20 ciclos de 95°C/30 segundos, 57°C/30 segundos, 72°C/1lminuto + 5

segundos; e a seguir 72°C/7 minutos.
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Tabela 8: Iniciadores empregados em dois diferentes protocolos de PCR para a
amplificacdo do gene N do virus do sarampo, desenvolvidos pelo Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas americano (CDC/EUA) e Saude Publica Inglaterra
(HPA/Inglaterra).

Protocolo Iniciador Sequéncia Conc.
CDC MEV216 direto 5-TGGAGCTATGCCATGGGAGT-3 20uM
MEV214 reverso 5-TAACAATGATGGAGGGTAGG-3 20uM

N1 direto (12 PCR) 5-GCTATGCCATGGGAGTAGGA-3  10uM
N2 reverso (12 PCR)  5-GGCCTCTCGCACCTAGTCTA-3* 10uM
N3 direto (22 PCR) 5-CATGGGAGTAGGAGTGG-3 25uM
N4R reverso (22 PCR) 5-CTCTCGCACCTAGTCTAG-3 25uM

HPA

Tabela 9: Reacdo de RT-PCR convencional de passo Unico para amplificacdo da regido
C-terminal do gene N do virus do sarampo, protocolo do Centro de Controle e Prevencéo
de Doengas americano (CDC/EUA) (Bankamp et al., 2013).

Reagentes Volume (pL)
Tampao One-Step RT-PCR (5x) 10,0
dNTP (10mM) 2,0
Iniciador direto MEV 216 (20uM) 15
Iniciador reverso MEV 214 (20uM) 15
Mix de enzimas (10x) 2,0
Inibidor de RNase (40U/uL) 0,5
Agua livre de nucleases 22,5
Volume final da mistura 45,0
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Tabela 10: Protocolo da Saude Publica Inglaterra/HPE (HPA/Inglaterra) para reacéo de
transcricdo reversa com a enzima MMLV.

Reagentes Volume (uL) Conc. final

Tampao de transcricdo reversa (10x) 5 1x
dNTP (10mM) 1 0,4mM
MgClz (50mM) 15 0,6uM
Iniciador randdmico (3ug/uL) 0,5 0,6uM
Enzima M-MLV RT (200U/pL) 1 4U/pL
Inibidor de RNase (40U/uL) 0,5 0,4U/uL
Agua livre de nucleases 20,5 -
Volume final da mistura 30 -

Tabela 11: Protocolo da Saude Publica Inglaterra/lHPE (HPA/Inglaterra) para

amplificacdo da regido C-terminal do gene N do virus do sarampo.

Primeira PCR Segunda PCR
Reagentes Vol Reagentes Vol

Tampéo PCR (10x) 5 1x Tampéo PCR (10x) 5 1x
MgCl, (50mM) 1,5 1,5mM MgCl, (50mM) 1,5 1.5mM
dNTP (10mM) 1 0,2mM dNTP (10mM) 1 0,2mM
N1 direto (10uM) 1 0,2uM N3 direto (25uM) 1 0,5uM
N2 reverso (10uM) 1 0,2uM  NA4R reverso 1 0,5uM
TagPolimerase (5U/uL) 1 0,5U/uL Taq Polimerase 1 0,5U/uL
Agua livre de nucleases 20,5 - Agua livre de 30,5 -
Volume final 31 - Volume final 41 -
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4.5.3 AMPLIFICACAO DA REGIAO RNC-MF POR RT-PCR

As 80 amostras clinicas enviadas ao Instituto Nacional de Microbiologia/
Canada foram submetidas a amplificacao de fragmentos génicos da regido RNC-
MF do MEV com o painel de iniciadores descritos na tabela 12 (Gardy et al.,
2015; Penedos et al., 2015). As reacOes para todos os fragmentos foram
realizadas com kit OneStep RT-PCR (Qiagen, Alemanha), sob as seguintes
condi¢bes: 50°C por 30 minutos, 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos de
95°C por 1 minuto, 55°C por 30 segundos, 68°C por 90 segundos e 74°C por 10

minutos.

Tabela 12: Iniciadores empregados para a amplificagdo (20uM) (RT-PCR) e
sequenciamento (3,2uM) da regido nao codificante entre os genes M e F do virus do
sarampo.

Iniciador Sequéncia do iniciador Tamanho do amplicon
4200F GGCACCAGTCTTCACATTAG
1409 (Fragmento 1)
5609R CGAGTCATAACTTTGTAGCTTGC
3940F GATCAATTCTTTGCACAGTTTAGGT
886 (Fragmento 2)
4826R GTTGGGTCACCTCGGTCG
4409F CATAAATGATGACCAAGGAC
736 (Fragmento 3)
5145R GGTTGCCGTGGTCGTGTGTG
4801F CACAAGCGACCGAGGTGAC
808 (Fragmento 4)
5609R CGAGTCATAACTTTGTAGCTTGC
4200F GGCACCAGTCTTCACATTAG
626 (Fragmento 5)
4826R GTTGGGTCACCTCGGTCG
4409F CATAAATGATGACCAAGGAC
1200 (Fragmento 6)
5609R CGAGTCATAACTTTGTAGCTTGC

Utilizando o protocolo cedido pelo Dr Alberto Severini (Instituto Nacional
de Microbiologia/ Canadd), 15 amostras do gendtipo D8 foram testadas no
LVRS: 7 amostras do surto de CE e PE, 8 amostras de casos esporadicos que
ocorreram no Brasil no mesmo periodo. O protocolo original preconizava a
amplificagdo dos 4 primeiros fragmentos da tabela a cima. No LVRS, apos

andlise dos inciadores da regido RNC-MF, duas novas combinacdes de
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iniciadores foram realizadas na RT-PCR (fragmentos 5 e 6) (FIGURA 28). As 15
amostras brasileiras de 2012-2015 foram testadas para os 6 fragmentos da RNC-
MF.

- Frag 6 -

- -
- [Fraga | -

3 ’Tg?o_l 4=

- Frag 2 -

- Frag 1 -
o | | 1 | I L,
3900 4200 4500 4800 5100 5400 5700 (nt)

n J
|

REGIAO NAO CODIFICANTE

Figura 28: Fragmentos amplificados e sequénciados para a caracterizacdo da regido
nao codificante entre os genes M e F. As setas azuis representam os iniciadores de
cada fragmento.

4.5.4 PROCEDIMENTOS POS-PCR

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2%, corados com GelRed (Biotium), e observados com um transiluminador UV
(Lvrs, 2007b). Os amplicons foram retirados do gel com uma lamina e foram
purificados com kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Alemanha) (LVRS,
2010d). O kit foi utilizado para extracao e purificacdo das moléculas de DNA viral
por coluna de silica. Os fragmentos no gel de agarose contendo o DNA foram
dissolvidos em um tampéao que ajusta o pH da solu¢édo para 7,5 para a ligacéo
dos acidos nucléicos na silica. As impurezas foram retiradas durante o processo
de lavagem com um tampéo de baixa forga idnica contendo etanol e o DNA foi
posteriormente eluido em um tampao de eluicdo fornecido no kit. O DNA

purificado foi utilizado para a reacdo de sequenciamento.

4.5.5 SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Para cada produto de DNA purificado, foi preparado uma mistura para
ambas as dire¢cdes do DNA, utilizando o kit Big Dye sequencing kit versao 3.1
(Applied Biosystems, EUA), tamp&o 5X e o produto Big Dye® v3.1, os iniciadores
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diretos e reversos (na concentracdo de 3,2pmol/ul), e 4gua com grau para
biologia molecular livre de nucleases, segundo o POP-LVRS-TC-007 (LVRS,
2010e). Apos a reacao, o produto foi submetido a purificagdo por precipitacao
em isopropanol a 75%, segundo o POP-LVRS-TC-018 (LVRS, 2012) e
ressuspendido em Formamida (Hi-Di™Formamide Applied Biosystems, EUA).
Seguido por choque térmico a 95° C por 3 minutos e banho de gelo. Os
fragmentos da regido C-terminal do gene N e da RNC-MF foram analisados no
sequénciador ABI 3130xI (Applied Biosystems, EUA).
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4.5.6.ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias consenso dos fragmentos (“contigs”) foram montadas e
editadas, utilizando o programa Sequencher™ 5.1 (Gene Codes Corporation, EUA)
(tabela 4- 4).

As sequéncias obtidas do MEV do fragmento do gene N foram nomeadas
segundo a orientacdo oficial da OMS (OMS, 2012). Entretanto, para facilitar a
identificacdo das sequéncias nas analises realizadas nesse estudo, elas foram
renomeadas com o0 municipio de origem, seguido por estado e pais. Exemplo:
MMeV/Pernambuco.BRA/13.13 (nomenclatura oficial da OMS) foi renomeada
como MMeV/Olinda_PE.BRA/13.13 (nomenclatura utilizada nesse estudo).

Todas as sequéncias obtidas do gene N foram submetidas aos bancos de
dados GenBank/NCBI (http://www.ncbi.nim.gov) e/ou MeaNS (http://www.WHO-
measles.org/), sob os nimeros de acesso listados no anexo 10.2.

Para a analise do gene N foram utilizadas as sequéncias brasileiras sob
analise (2012 a 2015); sequéncias de referéncia da OMS e sequéncias
representativas de outros paises - no periodo investigado -, disponiveis no
GenBank/NCBI. Para reduzir a quantidade de sequéncias e manter a
representatividade da diversidade genética na arvore filogenética agrupamos
sequéncias 100% idénticas do gene N do MEV, com o programa Bioedit 7.2, de
acordo com a cidade de coleta (anexo 10.3). Nomeamos as sequéncias
representativas como: Numero de sequéncias agrupadas, seguido pelo municipio
de origem e o periodo de semanas epidemiolégicas em que identificamos a
sequéncia.

Para a analise da regido RNC-MF, foram escolhidas as sequéncias
representativas, com base no municipio de origem dos surtos nos estados de PE e
CE (2013-2015), uma sequéncia do caso esporadico de SP, sequéncias disponiveis
no GenBank/NCBI (http://www.ncbi.nlm.gov) e sequéncias ndo publicadas pelo
Laboratorio de Referéncia Nacional em Sarampo do Canada. As sequéncias da
RNC-MF serao disponibilizadas no GenBank, ap0s a publicacéo do artigo.

Os conjuntos de sequéncias foram alinhados utilizando o programa Clustal
W (Thompson et al., 1997), ferramenta integrada no pacote MEGA 6.0 (Tamura et
al., 2013). Para a reconstrucdo das arvores filogenéticas do gene N e regido RNC-

MF utilizamos o método de maxima verossimilhanca (MV) (PHYML) (Guindon e
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Gascuel, 2003), com o modelo de substituicio de nucleotideos Kimura 2
parametros (Kimura, 1980) e Tamura Nei 93 (Tamura e Nei, 1993),
respectivamente, e conforme determinado previamente com o0 programa
JModeltest v2.1.7 (Posada, 2008). As arvores filogenéticas foram

visualizadas/editadas com o programa Mega 6.0/ Figtree 1.4.0 (Rambaut, 2006).
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4.5.7 ANALISE BAYESIANA DA REGIAO NAO CODIFICANTE ENTRE OS
GENES M E F (GENOTIPO D8)

Para a analise bayesiana, utilizamos o pacote Beast v1.8.4 (Drummond e
Rambaut, 2007) incluindo as nossas sequéncias e sequéncias da regido RNC-MF
(gendtipo D8), depositadas no GenBank/NCBI (http://www.ncbi.nlm.gov), bem
como as sequéncias do Canada ainda ndo publicadas e gentilmente cedidas por
aquele laboratério. A estrutura temporal das sequéncias analisadas foi observada
através do programa Tempest v.1.5.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tempest/).

Diferentes modelos demograficos foram testados (“Birth Death Skyline
Serial, Coalescent Constant Population, Coalescent Exponential Population e
Coalescent Extended Bayesian Skyline) e os valores indicaram que o “Coalescent
Bayesian Skyline” foi o modelo que melhor se ajustou. Além deste, outros
parametros iniciais de analise foram incluidos: a) data de inicio do exantema; b)
modelo de substituicdo nucleotidica Tamura Nei 93 + Gamma (estimado pelo
programa JModeltest v2.1.7(Posada, 2008); c) relégio molecular relaxado
(lognormal) (Thorne et al., 1998).

A andlise contemplou uma cadeia final de 20.000.000 geracbes (com
amostragem a cada mil geracfes). A convergéncia foi avaliada pela analise de
dimensdo minima efetiva da amostra para cada parametro (ESS, do inglés effective
sample size), apds a exclusdo de 10% dos valores iniciais (burn in) (Tracer v1.6
(Rambaut et al., 2003). Os parametros com valores de ESS >200 foram
considerados satisfatorios. Para cada parametro, as incertezas de medi¢ao foram
analisadas com base no intervalo de confianca de 95% dos valores de densidade
posterior (HPD, do inglés Highest Posterior Density). A arvore filogenética de
méxima credibilidade (MCC, do inglés Maximum Clade Credibility) foi selecionada
e anotada, utilizando o programa TreeAnnotator, parte do pacote Beast v.1.8.4
(Drummond et al., 2012) e visualizada com o programa FigTree v1.4.0 (Rambaut,
2006).
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Tabela 13: Sequéncias de referéncia dos gendtipos do sarampo da Organizacdo

Mundial da Saude (OMS).

Genotipo  Circulacéo Cepa de referéncia Numero de acesso -
Genbank
A* Ativa Edmonston-wt.USA/54 u01987
Bl Inativa Yaounde.CAE/12.83 u01998
B2 Ativa Libreville. GAB/84 u01994
B3 Ativa NSE York.USA/94 L46753
Ibadan.NIE/97/1 AJ232203
C1 Ativa Tokyo.JPN/84/K AY043459
C2 Ativa Maryland.USA/77 M89921
Erlangen.DEU/90 X84872
D1 Inativa Bristol. UNK/74 D01005
D2 Ativa Johannesburg.SOA/88/1 u64582
D3 Ativa lllinois.USA/89/1 u01977
D4 Ativa Montreal. CAN/89 u01976
D5 Ativa Palau.BLA/93 L46758
Bangkok. THA/93/1 AF079555
D6 Ativa NSE Jersey.USA/94/1 L46750
D7 Ativa Victoria.AUS/16.85 AF243450
lllinois.USA/50.99 AY037020
D8 Ativa Manchester.UNK/30.94 AF280803
D9 Ativa Victoria.AUS/12.99 AF481485
D10 Ativa Kampala.UGA/51.00/1 AY923185
D11 Ativa MVi/Menglian.Yunnan.CHN/47.09 GU440571
E Inativa Goettingen.DEU/71 X84879
F Inativa MMeV/Madrid.SPA/94 SSPE X84865
Gl Inativa Berkeley.USA/83 u01974
G2 Ativa Amsterdam.NET/49.97 AF171232
G3 Ativa Gresik.INO/17.02 AY184217
H1 Ativa Hunan.CHN/93/7 AF045212
H2 Ativa Beijing.CHN/94/1 AF045217

*Cepa vacinal
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Tabela 14: Namero de acesso e cepas de virus do sarampo D8 disponiveis no GenBank
utilizadas na construgéo do conjunto de dados para as andlises filogenéticas.

Numero de acesso GenBank

Cepa

FJ765078

KF683445
JX486001

JX984461

KF214761
JH973033
KF715455
KJ690781

KuU258342
KT732261
KT732233
KT732234
KT732237
KT732238
KT732240
KT732241
KT732243
KT732244
KT732256
KT732253
KT732254
KT732258
KT732235
KT732236
KT732239
KT732242
KT732245
KT732247
KT732248
KT732249
KT732250
KT732251
KT732252
KT732257

MVi/Villupuram.Ind/03.07*
MMeV/Frankfurt-Maine.DEU/17.111
MVi/Hulu-Langat.MYS/26.11*
MMeV/Taunton.GBR/27.12!
MMeV/Swansea.GBR/4.131
MVi/Harare.ZWE/38.09!
MMeV/Frejus.FRA/20.13/21
MMeVZuid-HollandZuid.NLD11.14*
MMeVPavia.lTA14.14!
MMeV/Manchester. GBR/30.132
MMeV/Sheffield. GBR/32.12?
MMeV/Sheffield. GBR/32.12/32
MMeV/Gloucester.GBR/46.122
MMeV/Gloucester.GBR/46.12/22
MMeV/Hull.GBR/47.12?
MMeV/Derby.GBR/47.122
MMeV/Teeside.GBR/9.13/52
MMeV/Teeside.GBR/9.13/32
MMeV/Lincoln.GBR/15.132
MMeV/Teeside.GBR/16.13/62

MMeV/NewcastleuponTyne.GBR/16.132

MMeV/Teeside.GBR/18.13/22
MMeV/Coventry.GBR/40.12?
MMeV/Coventry.GBR/42.12/22
MMeV/Crewe.GBR/46.122
MMeV/Exeter.GBR/52.122
MMeV/Swansea.GBR/9.132
MMeV/Swansea.GBR/10.132
MMeV/Swansea.GBR/13.13/4?
MMeV/Swansea.GBR/15.13?
MMeV/Swansea.GBR/14.13/42
MMeV/Swansea.GBR/16.13/22
MMeV/Taunton.GBR/15.132
MMeV/Swansea.GBR/17.13/9?
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KT732259 MMeV/London.GBR/21.13?

KT732260 MMeV/London.GBR/20.13/22
KT732231 MMeV/London.GBR/22.12/3?
KJ410048 MVi/Muenchen.DEU/19.132
KT732232 MMeV/London.GBR/28.122
KT732246 MMeV/Teeside.GBR/9.13/42
KT732230 MMeV/Llandudno.GBR/7.12/22
JN635407 MVi/Texas.USA/4.072
JN635404 MVi/Virginia.USA/15.092
KU728743 MMeV/DongThap.VNM/08.142
KU728742 MMeV/DongThap.VNM/06.14?

1Sequéncia utilizada na reconstrucédo filogenética da andlise do gene N do virus do
sarampo, 2007-2014 (Figura 32);

2Sequéncia utilizada na reconstrucéo filogenética do gene N e da da andlise da regido ndo
codificante entre os genes M e F, 2007-2014 (Figura 5-9, 5-10 e 5-11)
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4.6 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética da FIOCRUZ com o
numero 68118417.6.0000.5248 (anex010-1). As amostras investigadas foram
coletadas no escopo do Programa de Vigilancia epidemioldgica de sarampo, em
atendimento a Portaria SMEV/MS n° 204 de 17 de fevereiro de 2016, que lista as
doencas, agravos e eventos de notificacdo compulsoria (Ministério da Saude,
2016).

Ainda, as amostras clinicas foram codificadas, de modo que apenas o
namero de registro de entrada no banco de dados do LVRS torna-se acessivel,
visando manter a confidencialidade do paciente, em consonancia com o Sistema
da Qualidade adotado pelo LVRS, com base na norma ISO ABNT 15189.
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5. RESULTADOS

O diagnostico laboratorial dos casos suspeitos de sarampo € realizado nos
LACEN’s por sorologia. Todos os casos com o resultado de deteccéo reagente ou
inconclusivo para IgM, rotineiramente, devem ser encaminhados para o
Laboratorio de Referéncia Nacional para Sarampo e Rubéola (LVRS, IOC,
Fiocruz). Embora seja esta a recomendacédo do Ministério da saude, nem todos
0s casos sao encaminhados para o LVRS por diversos motivos, dentre eles a falta
de oportunidade da coleta do material clinico.

Durante os surtos de PE e CE (2013-2015), foi recebido no LVRS material
clinico de 761 individuos com suspeita de sarampo para serem testados para
sorologia e biologia molecular juntamente com a ficha de notificacdo
epidemiologica para o sarampo de cada paciente. Nem todos o0s casos

apresentaram as informacg8es completas na ficha epidemioldgica.

5.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

No surto de PE, foram recebidos 577 casos suspeitos no LVRS. Dentre
esses, 226 foram confirmados no periodo de 2013 a 2014 por exames
laboratoriais e 59% dos casos confirmados foram genotipados. No surto de
sarampo no estado do CE foram confirmados 1052 casos (Lemos et al., 2017).
Recebemos no LVRS, 184 casos suspeitos referente a esse surto.

Do total das amostras estudadas, 76% foram do surto de PE e 24% do surto
de CE. Dos casos recebidos, 51% eram do sexo feminino e 49% eram do sexo
masculino. A idade dos individuos variou de 15 dias a 68 anos de idade. Em
relacdo a faixa etéria, 38% e 32% correspondiam a <1 ano e de 1 a 5 anos,

respectivamente.
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5.2 SOROLOGIA

Um total de 624 amostras submetidas a sorologia para a deteccdo de
anticorpos IgM e IgG para o virus do sarampo. Dentre elas, 49% (n=308) dos casos
apresentaram resultados reagentes, indicando infeccdo ou vacinagao recente e
50% (n=315) apresentaram resultado ndo reagente ou inconclusivo para anticorpos
IgM.

A maioria das amostras testadas apresentou anticorpos IgG (n=365, 59%) e
as demais (n=259, 41%) apresentaram resultados nao reagentes inconclusivos
(figura 29). Em um dos casos suspeitos, o volume da amostra de soro foi suficiente

apenas para a realizacdo da deteccao de IgG.

SOROLOGIA
624 casos

> : ) 7 / /—ﬂ\\‘ \ > //_\\\\\
/ \ IgG Ji w

gm [\ 86\ /[ leM NV R N A
+ | 157 | S | - e ‘,w‘ | Inconclusivo ) | Inconclusivo

308 \ / 365/ \ 289\ / 28/)\ 2% /J\ 11
'~,\\“>< - '\,,,__77\-“/’_, < \\—-—/ \\\-—_///

Figura 29: Figura esquematica dos resultados dos testes soroldgicos para deteccdo de
anticorpos IgM e 1gG das amostras clinicas de soro coletados nos surtos de sarampo,
ocorridos em Pernambuco e Ceara. Brasil, 2013-2015. Legenda: (+) Resultados
reagentes (-) resultados néo reagentes.
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5.3 ANALISE COMPARATIVA ENTRE A DETECCAO DE ANTICORPOS IGM
PARA O VIRUS DO SARAMPO E DETECCAO VIRAL POR PCR EM TEMPO
REAL

Dos 761 casos suspeitos de sarampo, 339 amostras clinicas foram utilizadas
para a analise comparativa entre a detec¢do de anticorpos IgM para o virus do
sarampo e a deteccdo viral por PCR em tempo real. Os resultados encontram-se

apresentados na tabela 15.

Tabela 15: Resultados de deteccéo de IgM e deteccdo viral das amostras recebidas
(simultaneamente) para as técnicas de sorologia e reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real.

RT-PCR em tempo Deteccédo de anticorpos anti-sarampo IgM Total
real (MEV) (+) ) Inconclusivos
+) 236 13 9 258
) 18 59 4 81
Total 254 72 13 339

Das amostras IgM positivas (n=254) a detecc¢éo viral por RT-PCR em tempo
real pode ser observada em 236 amostras (92,9%). Em 22 casos (8,5%) que
apresentaram resultados de IgM nao reagentes (n=13) ou inconclusivo (n=9), foram

obtidos resultados positivos na deteccéo viral.

5.4 DETECCAO VIRAL POR RT-PCR EM TEMPO REAL

Do total de 476 amostras de SNF e urina submetidas a reacédo de RT-PCR
em tempo real (gene N), 277 (58%) foram positivas, apresentando curvas de
amplificacéo (tabela 16).

Tabela 16: Detecgcdo do virus do sarampo por reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real das amostras clinicas de secrec¢ado nasofaringea e urina coletadas nos surtos
de sarampo, ocorridos em Pernambuco e Ceara. Brasil, 2013-2015.

Deteccéo viral (MEV)

Uk Neg % Pos % Total %

PE 164 55% 134 45% 298 63%

CE 35 20% 143 80% 178 37%
Total 200 42% 277 58% 476 100,0%
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5.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR DA REGIAO C-TERMINAL DO GENE
N

Conforme a recomendacao da OMS (OMS, 2012), as amostras positivas no
ensaio de qRT-PCR foram submetidas a amplificacdo de um fragmento da regido
hipervariavel do gene N do MEV (C-Terminal, 1104-1737- tamanho de 634 pb) por
RT-PCR convencional, com o objetivo de classificacdo do genotipo viral por
sequenciamento de Sanger (LVRS, 2010e). Das 277 amostras positivas por qRT-
PCR, oriundas dos surtos do CE e PE, 125 e 119 respectivamente, 88% produziram
amplicons (figura 30) no RT-PCR convencional e foram submetidas a genotipagem.
Observamos que, a maioria das amostras que nao apresentaram amplificacdo no
RT-PCR convencional apresentaram Ct acima de 35 no RT-PCR em tempo real
(figura 31).

1 2 3 4 CN CPPM

634 pb

" Sga | Watral | Resutado |

1 Amostra clinical Negativo
2 Amostra clinica2 Positivo— 634 pb
3 Amostra clinica3  Positivo— 634 pb
4 Amostra clinicad4  Positivo— 634 pb
CN Controle Negativo Negativo
CcP Controle Positivo  Positivo— 834 pb

Figura 30: Produtos da amplificacao do gene N do virus do sarampo, obtidos por reacao
de RT-PCR convencional (para genotipagem, protocolo CDC) e visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 2%. Legenda: CN — Controle negativo; CP — Controle
positivo; PM — Padr&o de peso molecular; pb - pares de bases.
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Figura 31: Amplificagdo do virus do Sarampo por reagcdo de RT-PCR convencional
(protocolo CDC), segundo os valores de Ct obtidos por RT-PCR em tempo real. Das
277 amostras positivas, 243 (88%) produziram amplicons.

Ao longo do periodo do estudo (2012-2015) foram analisadas 272
sequéncias da regido hipervariavel do gene N do MEV dos surtos de PE e CE
(n=243) e dos casos esporadicos e vacinais identificados dos estados brasileiros
no periodo do estudo. A reconstrucao filogenética destas amostras juntamente com
sequéncias de referéncia de genoétipos previamente caracterizados pela OMS
revelou a identificacdo de quatro genétipos: B3, D4, D8 e A (Figura 32). Embora a
primeira sequéncia do genoétipo D8 ter sido identificada na Gtima semana do ano
2012, esta foi considerada devido a este caso ter gerado casos secundarios
identificados em janeiro de 2013. A proporcao da deteccao dos gendtipos ao longo
dos anos pode ser observada na Figura 33.
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Figura 32: Reconstrucdo filogenética de 119 sequéncias do gene N do virus do
Sarampo (452nt), incluindo sequéncias circulantes no Brasil (2012-2015), sequéncias
de referéncia da OMS e sequéncias representativas de outros paises. A reconstrucdo
filogenética foi realizada pelo método de méxima verossimilhanca, utilizando Kimura 2
parametros + G, como modelo de substituicdo de nucleotideos. As sequéncias do surto
do Ceara encontram-se indicadas em verde; do surto de Pernambuco, em vermelho; as
sequéncias dos casos esporadicos e vacinais ocorridos em outros estados brasileiros,
em azul; as variantes dos gendétipos, em lilas; as sequéncias de referéncia da OMS e as
sequéncias representativas dos outros paises baixadas do GenBank encontram se em
preto. Sequéncias brasileiras 100% idénticas foram agrupadas e representadas por uma
Unica sequéncia representativa. A relagdo completa encontra-se descrita no anexo 10.3.
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Para o gene N, o conjunto de dados analisados contemplou: a) 272
sequéncias brasileiras de sarampo do periodo de 2012 a 2018. As sequéncias de
D8 foram dos surtos de PE e CE (243 sequéncias) e de casos esporadicos (20
sequéncias) dos estados Sao Paulo (SP), Minas Gerais (MG), Santa Catarina (SC),
Paraiba (PB), Espirito Santo (ES), Rio de Janeiro (RJ) e Roraima (RR), 2
sequéncias do gendtipo B3 do Distrito Federal (DF) e SP, uma sequéncia do
genadtipo D4 (SP) e 6 sequéncias do gendtipo A; b) 28 sequéncias de referéncias
dos gendtipos da OMS (Tabela 13) e c¢) 19 sequéncias do gene N do genétipo D8
obtidas na base de dados GenBank (Tabela 14).

As sequéncias idénticas do gene N do gendtipo D8 foram agrupadas e 30
sequéncias D8 consenso representativas foram mantidas para cada municipio. A
relacdo das sequéncias D8 consenso e as sequéncias idénticas representadas para
0s 450 nucleotideos do gene N estdo descritas no anexo 10.3. Do surto de PE,
foram 15 sequéncias Unicas e 14 sequéncias representativas. Do surto do CE, 14
sequéncias Unicas e 12 sequéncias representativas foram mantidas. Em relagéo
aos casos esporadicos, foram incluidas sequéncias de PB e RJ (uma sequéncia
cada) e SP (duas sequéncias).

Com base na andlise filogenética, foi possivel identificar casos vacinais e
dois grupos de gendtipos B e D em diferentes estados (figura 33), com trés
genatipos identificados: B3, D4 e D8. Entre 2013 e 2014, foram observados casos
esporadicos dos genotipos D8, B3 e D4, associados a histéria de viagens para
areas endémicas. Em 2015, foi identificada a circulagé@o exclusiva do gendtipo D8.
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Figura 33: Distribuicdo dos casos esporadicos e surtos detectados nos estados
brasileiros de acordo com os gendtipos identificados pelos anos (dentre as semanas
epidemiolégicas 53.2012 a 26.2015). O tamanho do circulo € proporcional ao nUmero
de casos reportados.
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Entre os gendtipos detectados, o gendtipo D8 foi o mais prevalente (96,6%)
ao longo dos anos de estudo, sendo este 0 gendtipo responséavel pelos surtos que
apresentaram longa duracéo nos estados de Pernambuco (2013-2014) e Ceara
(2013-2015). Casos esporadicos relacionados a historico de viagens para areas
endémicas também foram reportados durante o estudo e estes foram identificados
como gendtipos D8 (20/272, 7, %), B3 (2/272, 0,73%) e D4 (1/272, 0,36%). Além
destes detectamos 6 (2,2%) casos vacinais, todos reportando vacinacéao recente.

Na arvore filogenética, o ramo com a sequéncia do caso esporadico D4
(MMeV/SaoPaulo.BRA/21.13/5) apresentou suporte de 99% de bootstrap, como
pode ser observado na figura 32. Em comparacéo a cepa de referéncia D4 da OMS
(MVi/Montreal. CAN/89) a amostra apresentou 5 substituicbes de aminoacido nao
sinbnimas (tabela 17) e foi verificado 100% de identidade com a cepa nomeada
MMeV/Manchester.GBR/10.09 na consulta da base de dados Means, para
pesquisa de cepas correspondente reportadas. Constavam na base de dados um
total de 49 sequéncias idénticas a ela reportadas do ano 2013. Entre estas, da
semana epidemioldgica anterior a ocorréncia desse caso (20.13) os paises que

reportaram foram a Itélia, Ucrania e Irlanda.

Tabela 17: Substituicdo de aminoacidos da sequéncia do gene N do virus do sarampo
do caso esporadico detectado em Séo Paulo (2013), em relacdo a cepa de referéncia
D4 da OMS (MVi/Montreal. CAN/89)

Numeracg&o de amino&cidos

Gene N
Cepas
(s} N [e2] Lo Lo
< O (e} N~ —
< < < < o)
Mvi/Montreal . CAN/89_D4 S A T [ P
MMeV/SaoPaulo.BRA/21.13/5 G \% I \% S

A, Alanina; G, Glicina; I, Isoleucina; P, Prolina; S, Serina; T, Treonina; V, Valina

Na arvore filogenética, o ramo com a sequéncia dos casos esporadicos B3
(MMeV/DistritoFederal. BRA/29.13/2 e MMeV/SaoPaulo.BRA/13.14) apresentou
suporte de 98% de bootstrap, como pode ser observado na figura 32. Em
comparacao a cepa de referéncia B3 da OMS (MVi/lbadan.NGA/0.97) as amostras
apresentaram de 4-6 substituicdes de aminoacido ndo sinbnimas (tabela 18). A
sequéncia detectada no DF apresentou 100% de identidade com a cepa nomeada
MVi/Harare.ZWE/38.09 e a sequéncia de SP nao teve nenhuma sequéncia idéntica

a ela, na consulta da base de dados MeaNS. Nestes casos esporadicos, houve
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relato de viagens internacionais. O individuo do DF esteve em viagem a Africa do
Sul e Etidpia dias antes da manifestacdo da doenca e o individuo de SP relatou

viagem para lItalia, Reino Unido, Irlanda, Holanda e Bélgica no periodo de infeccéo.

Tabela 18: Substituicdes de aminoécidos das sequéncias do gene N do virus do
sarampo dos casos esporadicos detectados no Brasil, 2013-2014, em relacdo a cepa
de referéncia B3 da OMS (MVi/ Mvi/lbadan.NIE/97/1).

Numeracéo de aminoacidos

c Gene N
epas N~ o Lo (9V] AN N~
N < Lo O (42] (2]
< < < < Lo Lo
Mvi/lbadan.NIE/97/1 N S G A N R
MMeV/DistritoFederal.BRA/29.13/2 S N E V D C
MMeV/SaoPaulo.BRA/13.14 S N E V - -

A, Alanina; C, Cisteina; D, Aspartato; E, glutamato; G, Glicina; N, Asparagina; R,
arginina; S, Serina; T, Treonina; V, Valina

As sequéncias do surto do PE divergiram 2,2% a 2,4% (10-11 substituicdes
de nucleotideos) e as sequéncias do surto do CE divergiram 2,2% a 3,1% (10-14
substituicdes de nucleotideos), quando comparadas com a sequéncia de
referéncia D8 (MVi/Manchester.GBR/30.94) da OMS. As substituicbes de
nucleotideos das em sequéncias dos surtos do CE e PE foram as al254g, g1305a,
t1383c, c1361t, t1383c, al404g, c1446t, c1500t e al564g (Tabela 19).

Entre as amostras D8 brasileiras analisadas dos surtos de PE e CE e dos
casos esporadicos, encontramos de duas a cinco substituicdes de aminoacidos
(aa) ndo sindbnimas (tabela 19) quando comparamos com a sequéncia de
referéncia D8 (MVi/Manchester.UNK/30.94). As alteracdes dos aa foram da
Treonina para Isoleucina (T454l) e Asparagina para Aspartato (N522D). Das 117
sequéncias analisadas do surto de PE, 116 apresentaram as duas substituicoes
citadas e uma sequéncia do municipio Escada (MMeV/Escada PE.BRA39.13)
apresentou uma substituicdo de nucleotideo de T para C na posi¢do 1399 que
alterou uma Leucina para Prolina (L467P).

Do surto de CE, 103 sequéncias apresentaram apenas as alteracdes T454l
e N522D e em 21 sequéncias analisadas, além destas 2 altera¢des, mais 9
mutacdes de aa ndo sinbnimas foram identificadas.

Filogeneticamente, as cepas D8 brasileiras dos surtos e casos esporadicos

agruparam-se em um anico ramo com suporte de 97% de bootstrap. O ramo onde
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as amostras dos surtos de PE e CE se agruparam apresentou suporte de 78% de
bootstrap. No surto do CE, a maioria das amostras 82,4% (n=103) foram
relacionadas a variante MMeV.Tauton.GRB/27.12 (JX984461) e a sequéncias
reportadas por outros 22 paises. As amostras restantes (17,6%, n=22) néo
apresentaram 100% de identidade com quaisquer outras sequéncias previamente
depositadas nos bancos de dados do NCBI e Means. No surto de PE, observou-se
gue um pouco mais da metade das amostas (54,2%, n=65) foram idénticas a
MMeV.Tauton.GRB/27.12. Outras 53 amostras (44,9%) apresentaram uma
substituicdo nucleotidica, que as diferenciavam desta variante. Tais amostras
circularam em 11 cidades de PE por 36 semanas epidemioldgicas (25.2013 a
8.2014). A primeira sequéncia (MMeV/Pernambuco.BRA/25.13/6) deste grupo foi
considerada como uma variante na base de dados MeaNS.

Os casos esporadicos de D8 detectados em SC e ES se agruparam em
clados diferentes (com suporte de 99% de bootstrap) das sequéncias dos surtos de
PE e CE. Na busca de sequéncias correspondentes na base de dados MeaNsS, as
amostras de MMeV.Florianopolis_ SC.BRA/18.13 e MMeV.Vitoria ES.BRA/50.13
apresentaram, respectivamente, 100% de identidade com as variantes D8
MVi/Villupuram.Ind/03.07  (FJ765078) e MMeV/Frankfurt-Maine.DEU/17.11
(KF683445).
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Tabela 19: Substituicdes de nucleotideos das sequéncias do gene N do virus do
sarampo das amostras brasileiras do genétipo D8 dos surtos de Pernambuco e Ceara
e dos casos esporadicos, 2012-2015, em comparacdo com a cepa de referéncia da
Organizacdo Mundial da Saude (MVi/Manchester.GBR/30.94) e cepas nomeadas
definidas na base de dados da rede global do sarampo (MeaNS)

SUDSIITUICO €S de NUCIe0tideos
(numeracédo de acordo com os 450 nucleotideos definidos pela
Cepas OMS)
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MVi/Manchester.GBR/30.94_D8 (referéncia D8 OMS)
*JX984461 MVs/Taunton.GBR/27.12_D8
MVs/Primavera_PE.BRA/19.13/8

MVs/SantaCruzDo Capibaribe_PE.BRA/16.13
MVs/Pombos_PE.BRA/20.13
MVs/Moreno_PE.BRA/23.13/4
MVs/Ipojuca_PE.BRA/25.13

MVs/Goiana_PE.BRA/50.13/6
MVs/Condado_PE.BRA/27.13

MVs/Alianca_PE.BRA/28.13
MVs/AbreuLima_PE.BRA/19.13
9Seq_MVs/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/16.13/5_a_24.13
7Seq_MVs/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/12.13_23.13
5Seq_MVs/Paulista_PEBRA/16.13_2113
5Seq_MVs/Olinda_PE.BRA/12.13/2_a_26.13
2Seq_MVs/JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/18.13_19.13/10
2Seq_MVs/Camaragibe_PE.BRA/18.13_19.13/9
12Seq_MVs/Goiana_PE.BRA/19.13/4_a_45.13/4
1BSeq_MVs/Recife PE.BRA/16.13/2_a_4.14/9
MVs/Paracuru_CE.BRA/19.15/2
MVs/Pacajus_CE.BRA/2.15/3
MVs/Maracanau_CE.BRA/4.14/13
MVs/ltapioca_CE.BRA/5.14/9
MVs/Groairas_CE.BRA/44.14
MVs/Forquilha_CE.BRA/314

78Seq_MVs/Fortaleza_ CE.BRA/52.13_a_19.15
5Seq_MVs/Massape_CE.BRA/28.14_a_36.4
4Seq_MVs/Uruburetama_CE.BRA/5.4_a_K.14
3Seq_MVs/Caucaia_CE.BRA/48.14_14.15/3
2Seq_MVs/Trairi_CE.BRA/5.14/11 5.14/12
2Seq_MVs/Martinopolis_CE.BRA/37.14/3_37.14/4
2Seq_MVs/ltapipoca_CE.BRA/5.14/9_9.14
MVs/SantanaDoAcarau_CE.BRA/30.14
7Seq_MVs/JoaoPessoa_PB.BRA/2113_a_24.13
MVs/BoaVista_ RR.BRA/115/2
MVs/BeloHorizonte_MG.BRA/2.13
5Seq_MVs/SaoPaulo_SP.BRA/5.M4_a_7.14
2Seq_MVs/Bauru_SP.BRA/52.12_2.13
**2Seq_MVs/Fortaleza CE.BRA/10.14_12.14
*MVs/Sobral_CE.BRA/20.14

*M Vs/Fortaleza_CE.BRA/50.14
*MVs/Maracanau_CE.BRA/53.14

**MVs/Fortaleza_ CE.BRA/5114/3
**MVs/Fortaleza_CE.BRA/5.14/8
*2Seq_MVs/RiodeJaneiro_RJ.BRA/37.14_37.14/2
**2Seq_MVs/SenadorSa_CE.BRA/46.14_48.14
**2Seq_MVs/Sobral_CE.BRA/22.14_24.14

**6Seq_M Vs/Forquilha_CE.BRA/3114/2_a_36.14

**M Vs/Caucaia_CE.BRA/8.15/2 A
**MVs/Fortaleza_ CE.BRA/8.15 A
**3Seq_MVs/Fortaleza CEBRA/15.14_a 214

**M Vs/Escada_PE.BRA/39.13
*MVs/Pernambuco.BRA/25.13/6_D8
22Seq_MVs/Recife_PE.BRA/30.13_a_8.14
2Seq_MVs/Caruaru_PE.BRA/38.13/2_7.14/3
3Seq_MVs/Escada_PE.BRA/32.13_a_36.13
4Seq_MVs/JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/3113_a_48.13
8Seq_MVs/Goiana_PE.BRA/45.13_a_0114
9Seq_MVs/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/25.13/6_a_38.13
MVs/AbreuLima_PE.BRA/49.13
MVs/lgarassu_PE.BRA/52.13/2

MVs/Olinda_PE.BRA/6.14/3

MVs/Sirinhaem_PE.BRA/33.13

M Vs/Surubim_PE.BRA/4.14/10

*FJ765078_M Vi/Villupuram.Ind/03.07_D8

M Vs/Florianopolis_SC.BRA/18.13
*KF683445_MVs/Frankfurt_Main.DEU/17.11 D8

M Vs/Vitoria_ES.BRA/50.13

*JX486001_M Vi/Hulu-Langat.MYS/26.11 D8 G
*KF214761 MVs/Swansea.GBR/4.13 D8 A G A G T T C G T T

* Cepas nomedas do gendtipo D8 definidas pela base de dados da rede global de sarampo (MeaNS).
** Amostras que ndo apresentam 100% de identidade com nenhuma outra sequéncia depositada no
MeaNsS.
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Tabela 20: Substituicbes de aminoacidos das sequéncias do gene N do virus do sarampo das amostras dos surtos e casos esporadicos
detectados no Brasil, 2012-2015, em relacdo a cepa de referéncia D8 da Organizacdo Mundial da Saude (MVi/Manchester/30.94). No anexo
10.3 consta a relacao das sequéncias consenso com as respectivas cepas idénticas.

Numerac¢éo de aminoacidos Gene N

<
Ty)
=
T
I
I

Cepas

444

To)
o
<
R

m| 419
O| 423
Z| 451

452

To)
To)
<
G

—| 459
| 467
n| 510

Py

R

Q| 442

AF280803_Mvi/Manchester/30.94_D8
Consenso MMeV/SaoPaulo.BRA (7)
MMeV/BeloHorizonte_ MG.BRA/2.13
Consenso MMeV/Pernambuco.BRA

(116)
MMeV/Escada_PE.BRA/39.13 I
Consenso MMeV/Paraiba.BRA (7) I
MMeV/Florianopolis_ SC.BRA/18.13 . . . I
Consenso MMeV/Ceara.BRA (10) . . . . L I

consenso MMeV/RioDeJaneiro.BRA (20 . . . . L I
Consenso MMeV/Ceara.BRA (103) . . . . . I .

MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/5.14/8 . . . . . . . I E

|
I
|
I
|
I
|

MMeV/Fortaleza CE.BRA/51.14/3

Consenso MMeV/Ceara.BRA (2) K

Consenso MMeV/Ceara.BRA (3) . L

Consenso MMeV/Ceara.BRA (2) . . . . .

MMeV/Fortaleza CE.BRA/50.14 . . . . . . K

MMeV/Maracanau_CE.BRA/53.14 . . G . . . K

MMeV/BoaVista RR.BRA/1.15/2 . . . . . .

MMeV/Vitoria_ ES.BRA/50.13 . . . R . S G I . . . .

Legenda: D, Aspartato; E, Glutamato; F, Fenilalanina; G, Glicina; |, Isoleucina; K, Lisina; L, Leucina; N, Asparagina; P, Prolina; Q, Glutamina; R,
Arginina; S, Serina; T, Treonina;

OO0OO0ODO0D0O0O0O00O000O000 U OOz 522
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5.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DA REGIAO RNC-MF DO VIRUS DO
SARAMPO PARA SUBSIDIAR ESTUDOS DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Conforme anteriormente mencionado, o Instituto Nacional de Microbiologia/
Canada desenvolveu um novo protocolo para sequenciamento do MEV, com base
na regido genomica RNC-MF, a qual apresenta maior variabilidade, quando
comparada ao gene N (Gardy et al., 2015). Dessa forma, pudemos investigar a
variabilidade intra-genotipica ao longo do surto.

Nesse estudo, das 263 amostras identificadas do genotipo D8 no Brasil
(2012-2015) pelo gene N, 80 amostras foram testadas no Canada e 15 amostras
foram testadas no LVRS para a RNC-MF, perfazendo um total de 95 amostras
investigadas.

N&o obtivemos amplificacdo e/ou a cobertura da sequéncia da RNC-MF
(1018 nt) de 14/95 amostras testadas. Na figura 5-8 pode ser observado o padrao
dos amplicons dos 6 fragmentos amplificados da RNC-MF. A dificuldade na
obtencdo da sequéncia dessa regido ja havia sido mencionada (Penedos et al.,
2015). Dessa forma, para a regido RNC-MF, o conjunto de dados final
compreendeu 81 sequéncias brasileiras do genétipo D8 (PE, n=32; CE, n=48 e SP,
n=1; periodo 2012 a 2015) e 34 sequéncias representativas de outros paises (Gra-
Bretanha, n=30, Estados Unidos, n=2, Alemanha e lItalia, n=1), depositadas no
Genbank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ (Tabela 14 ).

Para comparacéo das regides do genoma analisado, gene N e regidao RNC-
MF, foram reconstruidas duas arvores filogenéticas com as mesmas sequéncias
(Figura 35 e 36) A analise da RNC-MF permitiu uma melhor definicdo na
reconstrucao filogenética das amostras do surto de D8 nos estados de Pernambuco
e Ceara. Enquanto que a reconstrucao filogenética do gene N formou apenas um
clado que foram incluidas todas as sequéncias brasileiras dos surtos CE e PE e um
caso esporadico de SP (2012-2015).

A topologia da arvore de MV da RNC-MF revelou que as amostras brasileiras
se agruparam em dois principais clados, denominados: linhagem 1 (L1) e linhagem
2 (L2). Para a regido RNC-MF, a definicdo das diferentes linhagens ainda néo foi
estabelecida pelo grupo de estudo de sequenciamento do virus do sarampo da
OMS (dados nao publicados). A Tabela 21 apresenta as substituicbes de

nucleotideos na RNC-MF das amostras brasileiras sequénciadas neste estudo, em
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comparacdo com MVi/Texas.USA/4.07. Todas as amostras agrupadas nas
linhagens L1 e L2 apresentaram 16 substituicbes de nucleotideos em comum:
c4566t, t4575c, t4637c, g4727a, c4791t, c4887a, c4889t, t4905c, c4969t, t4970c,
a5071g, g5111a, c5216t, t5218c, c5236t e c5436t.

A L1 apresentou suporte estatistico (valor de aLRT = 0,96) e apresentou oito
substituicbes de  nucleotideos c4625t, c4760t (exceto na cepa
MMeV/Recife_ PE.BRA/47.13), c5077t, c5157a, t5229c, g5311a, c5347t e a5382t,
além das 16 substituicbes ja citadas acima, quando comparada com a cepa
MVi/Texas.USA/4.07. Em L1 agruparam-se a maior parte das amostras do surto
gue se iniciou no estado de PE e se dispersou por vérias cidades de PE e CE (n
=77/81, 95%). Neste clado, encontramos também uma outra amostra de D8
detectada no Brasil de um caso esporadico na cidade Sao Paulo que antecedeu 10
semanas epidemioldgicas o surto de PE (caso SP, SE52.2012 - primeiro caso de
PE, SE13.2013). Inclusas na L1, encontramos também amostras de D8 da Gra-
Bretanha (SE 32.2012-30.13) e Canada (SE 08.2013-17.2014).

Apesar de observarmos a formacao de subgrupos em L1, ndo obtivemos
suporte estatistico significativo em todos eles para considera-los resolvidos da
perspectiva filogenética. O mesmo foi notado em ramos com sequéncias
brasileiras. Embora ndo possamos afastar a hipétese de que esses subgrupos se
formaram ao acaso (dado os baixos valores de confianca dos ramos), é tentador
especular sobre a distribuicdo das sequéncias brasileiras.

Os supostos subgrupos B e C foram compostos por sequéncias de
Pernambuco. O primeiro com amostras coletadas de abril a julho de 2013 e, o
segundo, majoritariamente composto por sequéncias de Goiana, obtidas em
novembro e dezembro de 2013.

No primeiro subgrupo da arvore filogenética do clado L1, grupo denominado
E, a maioria das sequéncias foram obtidas a partir de amostras coletadas no
segundo semestre de 2014 e compreendem amostras dos demais municipios
cearenses, além de Fortaleza. Parte das sequéncias de virus circulantes em
Fortaleza durante dezembro de 2014 formaram outro subgrupo (D), juntamente
com uma sequéncia pernambucana de 1/12/2013 (MMeV/AbreuLima.PE-
BRA/49.13).
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No clado referido como linhagem L2 (valor de aLRT = 0,83) encontramos as
substituicdes de nucleotideos a4538g, c4851t, c5011t, ¢5292t, c5336t, c5393a,
c5400a e g5469a. Sequéncias do Ceara agruparam-se com a sequéncia alema
MVi/Muenchen.DEU/19.13 e outras sequéncias representativas (Canada e uma de
2012 da Gra-Bretanha).

Em comparacdo com MMeV/Olinda_PE.BRA/13.13, a primeira sequéncia
obtida do surto de Pernambuco (16/04/2013), foram identificadas 17 substituicbes
de nucleotideos na regido RNC-MF nas sequéncias do clado L2
(MMeV/Trairi_CE.BRA/05.14,MMeV/Itapipoca_CE.BRA/05.14,MMeV/Fortaleza C
E.BRA/03.14 e MMeV/Fortaleza_CE.BRA/06.15). Esse conjunto de achados
sugere que L2 representa um segundo evento de introducdo do MEV, no contexto
do surto nordestino. Devido a equipe de coleta do estado (CE) néo ter realizado
80% das coleta das amostras clinicas do surto, ndo podemos afirmar que a

circulagdo e transmissao viral foi limitada a poucos casos.
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12 Fragmento 2° Fragmento J| 3° Fragmento

| | |

12 PMCNCP 1 2 pMCNCP 1 2 PMCNCP

| 1500 bp
—600 bp
42 Fragmento 52 Fragmento 62 Fragmento
| | J
| || | [ |
1 2 PMCNCP 1 2 PMCNCP 1 2 PMCNCP
——1500 bp
600 bp
Resultado da amplificacdo dos fragmentos
(tamanho esperada do amplicon - pb)
Material 1 2 z 4 5 6

1409pb 886pb  736pb 808 pb 626 pb 1200 pb

1 Amostra clinica 1 Pos Neg Pos Pos Pos Pos
2 Amostra clinica 2 Pos Neg Pos Pos Pos Pos
CN Negative Control Neg Neg Neg Neg Neg Neg
CP Positive Control Pos Neg Pos Pos Pos Pos

Figura 34: Gel de agarose a 2%, ap0s eletroforese mostrando o padréo de amplificacéo
do produto da reacdo de RT-PCR dos 6 fragmentos do protocolo da regido nao
codificante entre os genes M e F (RNC-MF). Legenda: PM — Peso molecular; CN —
Controle negativo; CP — Controle positivo; pb — Pares de bases; Pos — positivo; Neg —
negativo.
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Figura 35: Reconstrucao filogenética com 114 sequéncias do gene N (503 nt) do virus
do sarampo circulante durante os surtos e caso esporadico (Sao Paulo - SP) ocorridos
no Brasil (2013-2015), com sequéncias representativas de outras regides geograficas
obtidas no GenBank. A reconstrucdo filogenética foi realizada por maxima
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ramos estdo os valores de aLRT acima de 0,8.
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Figura 36: Reconstrucéo filogenética da regido ndo codificante entre os genes M e F
(1172nt) do virus do sarampo, circulante durante os surtos nos estados de Pernambuco
e Ceara, Brasil (2013-2015). A analise incluiu 114 sequéncias brasileiras e
representativas de outras regides geograficas. A reconstrucao filogenética foi realizada
por maxima verossimilhanga, utilizando o Tamura-Nei + Gama como modelo de
As sequéncias do Ceara (CE) encontram-se
representadas em verde e as de Pernambuco (PE), em vermelho. Os valores de aLRT
acima de 0,8 encontram-se indicados na arvore filogenética.



Tabela 21: Substituices de nucleotideos na regido nao codificante entre os genes M e F do virus do sarampo, identificadas em sequéncias
obtidas nos surtos de Pernambuco (PE) e Ceara (CE) (2013-2015), em comparacéo a cepa MVi/Texas.USA/4.07. L1 (linhagem 1), GO (clado A),
G1 (clado B), G2 (clado C), G3 (clado D), G4 (clado E) e L2 (linhagem 2).
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5.7 ANALISE BAYESIANA DA REGIAO NAO CODIFICANTE ENTRE OS
GENE M E F DO VIRUS DO SARAMPO

Inicialmente, procedemos a analise da estrutura temporal dos dados (Figura
37). Com base nos resultados obtidos, procedemos a analise evolutiva da regido
gendmica RNC-MF do virus do sarampo por método bayesiano, utilizando o modelo
demografico Coalescent Bayesian Skyline, com rel6gio molecular relaxado.

Inclinagdo (taxa) = 1,3745 E-3
tMRCA estimado = 1991,6601

0.04 Coeficiente de correlagio = 0,5806

0,035
0,03
IO,O?E
0,02

0,015

Divergéncia da raiz em relagdo a amostra

0,01

0,005

0 T T u T T
1990 1995 2000 2005 2010 2015

Figura 37: Analise de estrutura temporal da regido RNC-MF do virus do sarampo, em
sequéncias dos surtos de Pernambuco e Ceara (2013-2015).

Ao final da andlise bayesiana, a taxa de evolucdo média foi estimada em
1.976x10°2 substituicdes/sitio/ano (95% HPD: 1.458x103 - 2.534x103).

A arvore de maxima credibilidade da regido RNC-MF revelou uma melhor
resolucdo dos subgrupos filogenéticos (definidos com base nos valores de
probabilidade posterior > 0.9), quando comparada a arvore filogenética obtida por
MV da mesma regido genémica (Figura 38). Ainda, o método permitiu a estimativa

dos ancestrais comuns mais recentes (tMRCA) (Tabela 22).
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Na linhagem 1 (L1), foram agrupadas sequéncias da Gra-Bretanha, (GBR) e
do Canadé (CAN) e a maioria das sequéncias brasileiras analisadas (97.0%), com
tMRCA foi estimado em abril de 2012 (semana epidemiologica (SE) 15.2012; 95%
HPD: 39.2011-32.2012) (tabela 22).

A primeira sequéncia D8 do surto de PE (MMeV/Olinda.PE.BRA/13.13) foi
om identificada na SE 13.2013 e encontra-se incluida no grupo A, cujo tMRCA foi
estimado na SE 49.2012 (95% HPD 39.2012-03.2013). Esse achado corrobora os
dados epidemiolégicos que indicam o inicio do surto em marco de 2013 (Ministério
da Saude, 2013). Essa mesma linhagem foi identificada em cidades vizinhas de
Pernambuco (Olinda, Jaboatdo dos Guararapes, Recife, Paulista, Cabo de Santo
Agostinho, Ipojuca e Escada) durante a SE 13.2013 a 06.2014, quase um ano apos
a primeira deteccdo. Ainda, com base nas sequéncias analisadas, essa mesma
linhagem foi posteriormente identificada no CE, circulando entre a SE 03.2014 e
05.2014. E possivel que essa cepa viral tenha circulado no inicio e final da
epidemia. Entretanto, devido a falta de sequéncias representativas desses periodos
nao nos permite tal avaliacéo.

Além de A, outros grupos filogenéticos (p.p. superior a 0,9), foram
identificados na L1: B, C, D e E (Figura 38). O tMRCA do grupo B (p.p = 0,97,
substituicdo c5352t) foi estimado na SE 15.2013 (95% HPD 09.2013-19.2013),
duas semanas apoés a primeira deteccdo em Olinda-PE (Tabela 22). Um subgrupo
caracterizado pelas substituicbes ¢5352t e a44369 foi observado no grupo B, nas
amostras de Pombos e Vitéria de Santo Antdo, duas semanas ap0s 0 seu
surgimento (SE 17.2013, 95% HPD 13.2013 a 21.2013).

O subgrupo C (substituicdo c5344t), emergiu em PE (tMRCA= SE 43.2013;
95% HPD 34.2013-49.2013) e circulou nas cidades de Goiana e Recife entre as SE
47.2013 e 52.2013.

O subgrupo D parece haver emergido em PE a partir da SE 45.2013 (média
tMRCA=SE50.2013; 95% HPD 45.2013-52.2013), na cidade de Abreu Lima-PE.
Em PE, observamos a circulacdo subgrupo entre a SE 49.2013 e a SE02.2014.
Posteriormente, a mesma foi também detectada em Fortaleza-CE e circulou no
estado do CE até a SE 05.2014.

O tMRCA médio do grupo E (substituicdo c5466t) - aparentemente 0 mais
recente do surto de CE -, foi estimado na SE 09.2014 (95% HPDO07.2014-10.2014).
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Este subgrupo circulou em Fortaleza-CE. Um subgrupo definido pelas substituicbes
g4587ae g4723 (p.p. = 0,98) foi observado, com casos nas cidades Uruburetama,
Massape, Groiaras, Forquilha e Senador Sa.

A segunda linhagem (L2) incluiu sequéncias da Alemanha, Gra-Bretanha,
Canada, bem como sequéncias do surto do CE (SE 18.2013; 95% de HPD:
08.2013-22.2013). O tMRCA desse clado a; fevereiro de 2014 (SE 06.2014; 95%
HPD, 51.2013-08.2014).

Tabela 22: Estimativa do ancestral comum mais recente (tMRCA) dos grupos genéticos
das linhagens 1 e 2 (L1 e L2) das cepas brasileiras (BRA) e cepas internacionais
referentes a analise bayesiana (figura 36) com o intervalo de 95% dos valores de
densidade posterior em parénteses (95% HPD)

Grupos genéticos Més/ano média tMRCA (95% HPD)*
*L1 Abr/2012 (Set/2011-Ago/2012)  15.2012 (39.2011-32.2012)
A Dez/2012 (Set/2012 - Jan/2013) 49.2012 (39.2012-03.2013)

B Abr/2013 (Fev/2013-Mai/2013)  15.2013 (09.2013-19.2013)

C Out/2013 (Ago/2013-Dez/2013) 43.2013 (34.2013-49.2013)

D Dez/2013 (Nov/2013-Dez/2013) 50.2013 (45.2013-52.2013)

E Mar/2014 (Fev/2013-Mai/2013) 09.2014 (07.2014-10.2014)

L2 Mai/2013 (Fev/2013-Mai/2013)  18.2013 (08.2013-22.2013)
L2 (BRA) Fev/2014 (Dez/2013-Fev/2014) 06.2014 (51.2013-08.2014)

*semana epidemiol6gica.ano
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Figura 38: Arvore de maxima credibilidade da regido n&o codificante entre os genes M
e F do virus do sarampo, genétipo D8. A analise incluiu sequéncias brasileiras do sutro
nos estados de Pernambuco e Ceara (2013-2015) e sequéncias representativas de
outras regides geograficas (2007-2015). A arvore temporal foi reconstruida por analise
bayesiana, utilizando o modelo demogréfico “Coalescent Bayesian Skyline”, relégio
molecular relaxado (lognormal) e cadeia final de 20.000000 gerac¢des (com amostragem
a cada mil geracdes) (pacote Beast v. v1.8.4). Os valores das probabilidades posteriores
> 0.9 encontram-se indicados, bem como os tMRCA de cada grupo, representados em
semanas epidemioldgicas. As sequéncias estao representadas na arvore com as cores:
Ceara (CE), verde; Pernambuco (PE), vermelha; S&o Paulo (SP), azul; Gra-Bretanha -
GBR, preto; Canada - CAN, roxo; Italia - ITA, rosa; Alemanha - DEU, laranja; Estados
Unidos da América - USA, azul claro.
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6. DISCUSSAO

O Sarampo € uma doenca humana altamente contagiosa e
imunoprevinivel (Griffin, 2013). Desde a introducdo da vacinacdo na década de
60 (Rota et al., 2016a), foram observados progressos significativos no controle
da doenca e na reducdo da mortalidade em todo o mundo. Entretanto, a virose
permanece endémica em muitos paises, que funcionam como fontes de
exportacao do virus (Wolfson et al., 2009; Furuse e Oshitani, 2017). Até o final
de 2020, a OMS tem o objetivo de eliminar o sarampo no mundo. Nesse
contexto, a comprovacao da auséncia de transmissdo autéctone € um dos
critérios para documentar a eliminacdo do MEV (Jost et al., 2015).

A regido das Américas interrompeu a circulacéo viral em 2000 e recebeu
o certificado da eliminacdo do MEV em 2016. Porém, como observado em outros
paises (OPAS, 2015; OMS, 2015b), ocorreram casos esporadicos importados e
dois surtos nos estados de Ceara e Pernambuco, no periodo de 2013 a 2015.
Além do Brasil receber anualmente elevado niumero de estrangeiros, nesses
anos que ocorreram 0S surtos, o pais sediou alguns importantes eventos de
massa como a Copa das Confederagbes (junho/2013), Jornada Mundial da
Juventude (julho/2013) e a Copa do Mundo (junho e julho/2014), abrangendo
315 eventos internacionais, em 54 cidades do pais. Nesses eventos, em torno
de 126 mil turistas estrangeiros vieram para o Brasil, com tempo médio de
permanéncia estimada em 3,8 dias (Governo do Brasil, 2016). Eventos
esportivos e religiosos ja foram identificados como fontes potenciais de
transmissdao do MEV. Os Jogos de Inverno 2010 em Vancouver e a Copa do
Mundo em 2010 na Africa do Sul, foram associados com um grande nimero de
casos de sarampo relatados pelo Canada, Argentina e Brasil em 2010 (Castillo-
Solorzano, C. et al.,, 2011c). Outros paises ja relataram surtos de sarampo
associados a reunides de massa (CDC, 2008b; Pfaff et al., 2010; Santibanez et
al., 2014). Portanto, uma das hipoteses levantadas no presente estudo foi com
relacédo a origem dos surtos nos estados do CE e PE e sua (s) potencial (is) fonte
(s) de introducéo.

A caracterizacdo genética do MEV combinada aos dados epidemiolégicos
€ usada para a investigacdo de casos suspeitos. Paises que possuem um

sistema de vigilancia epidemioldgica e laboratorial robustos detectam, com
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frequéncia, casos esporadicos ou surtos provenientes de importacdes. Com o
objetivo de buscar um melhor entendimento sobre a circulagdo do MEV,
investigamos a diversidade genética e a distribuicdo de linhagens virais do
genaotipo D8 ocorrido nos estados do PE e CE no periodo 2013-2015, para
identificar as possiveis fontes de introducéo, bem como a disseminacéao viral.

No Brasil, a vacina contra o sarampo é gratuitamente oferecida pelo
Ministério da Saude. A primeira dose da vacina (triplice viral) é administrada aos
12 meses e, a segunda, aos 15 meses de idade. Entretanto, na ocorréncia de
surtos, o Ministério da Saude recomenda a vacinacao a partir de 6 meses de
idade (Ministério da Saude, 2017). Ainda, o Programa Nacional de Imunizagdes e
a OMS estabelecem a meta de 95% da cobertura vacinal de forma homogénea
em todas as localidades do pais, para que ndo haja a formacéo de bolsdes de
individuos susceptiveis, favorecendo a introducdo e transmissdo de virus
importado (OMS, 1999). Portanto, mesmo na presenca de alta taxa de cobertura
vacinal, a andlise de homogeneidade é fundamental, sobretudo no cenério de
eliminagdo da doencga (Coughlin et al., 2017). No nosso estudo, a maioria dos
casos com deteccdo de anticorpos IgM anti-sarampo, ocorreu em pessoas nao
imunizadas e abaixo de um ano de idade. No estado de PE, a cobertura vacinal
nessa faixa etaria encontrou-se acima de 95% (Ministério da Saude, 2013).
Entretanto, no CE, além da falta de homogeneidade, as coberturas vacinais
encontraram-se abaixo do recomendado em 27 dos 184 municipios levantados
(14,7%) (Leite et al., 2015). Ainda, 7,5% dos individuos de 15 a 70 anos foram
soronegativos para anticorpos IgG, taxa acima do nivel de suscetibilidade
toleravel estabelecida pela OMS (cerca de 5% em individuos acima de 15 anos
de idade) (Mulders et al., 2016).

Na vigilancia do MEV, além do monitoramento do perfil de imunidade de
individuos susceptiveis da populacdo, é necessario 0 monitoramento da
transmissao do virus nos casos de sarampo (OMS, 2000). A maior parte do
diagnéstico dos casos ainda € realizado por técnicas sorolégicas pelos
laboratoérios nacionais de sarampo. O periodo da coleta de cada material clinico
€ de crucial importancia para a correta classificacdo dos casos de sarampo quer
seja para os testes sorologicos ou virologicos. Foi descrito que o periodo ideal

da coleta do material clinico para a deteccdo de IgM deve ser realizada entre o
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4° e 11° dia do inicio da infeccdo (Helfand et al., 1999), ao passo que para a
deteccdo viral, a coleta da secrecdo nasofaringea e/ou urina deve ser realizada
0 quanto antes, apoés o inicio do exantema (OMS, 1999).

No presente estudo, observamos uma boa correspondéncia entre a
deteccao sorologica (IgM) e a deteccdo do RNA viral por PCR em tempo real,
visto que, mais de 90% das amostras foram positivas em ambas as
metodologias. Entretanto, em um pequeno numero de casos, ocorreu a
confirmacédo da doenca por deteccéo de IgM no soro e ndo houve a deteccéo do
RNA viral no material clinicos de secre¢ao nasofaringea e urina. No entanto, ndo
foi possivel mensurar se o material foi coletado no periodo que ocorreu a
excrecao viral, uma vez que ndo foram informadas nas fichas epidemil6gicas dos
casos a data do inicio do exantema.

Durante a fase de eliminacdo do sarampo € importante que diferentes
metodologias sejam empregadas para deteccdo acurada dos casos. Dados
clinicos, laboratoriais e epidemiol6gicos sdo essenciais para o fechamento do
diagnéstico, como a situacdo vacinal do individuo, faixa etaria e historicos de
viagens (Bellini e Helfand, 2003; Rota et al., 2009; Halsey e Salmon, 2015;
Durrheim, 2018). A deteccéo viral € a técnica mais sensivel para a deteccao dos
casos (Mosquera et al., 2005). Pela metodologia de PCR em tempo Real
verificamos que 8,5% (n=22) das amostras foram positivas na detecc¢éao viral dos
casos identificados como negativos por técnica soroldégica assim como,
Santibanez e colaboradores (2002) encontraram porcentagem de discordancia
semelhante entre as técnicas quando testaram 623 casos suspeitos de sarampo
e descreveram que 87% dos casos testados mostraram correspondéncia entre
sorologia e deteccdo do RNA viral e 9% nao tiveram a deteccdo de IgM. Nao
conseguimos identificar se os casos discordantes nao foram detectados como
positivos na sorologia por coleta de material clinico em periodo inapropriado ou
se eram individuos vacinados na infancia. Casos de sarampo subclinico tém sido
relatados em criangas com anticorpos maternos residuais, adultos com historia
de sarampo natural na fase da infancia e individuos vacinados com diminui¢ao
nos titulos dos anticorpos (Chen et al., 1989). E necesséria investigacio
epidemioldgica e laboratorial de casos suspeitos de sarampo, independente do

estado da vacinacdo. Visto que a transmissdo do virus pode ocorrer em
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individuos que foram vacinados com duas doses de vacina contra o sarampo e
individuos que foram acometidos pela doenca na infancia e na fase adulta foram
reinfectados (Rosen et al., 2014). O teste de avidez poderia responder melhor
as questdes referentes a deteccédo das imunoglobulinas especificas aos casos
com historico de vacina, uma vez que as amostras de individuos recentemente
infectados teriam pouca avidez de anticorpos IgG, enquanto que aqueles de
pessoas infectadas ou imunizadas no passado teriam alta avidez de anticorpos
IgG (Hubschen et al., 2017).

Nos individuos vacinados, em caso de reinfeccdo pelo MEV os titulos de
IgM podem ser indetectiveis nos ensaios de sorologia por estarem baixos ou
ausentes (Santibanez et al., 2014). Considerando que parte dos casos suspeitos
foram fechados por auséncia de deteccéo de IgM por técnicas soroldgicas pelos
LACENS, possivelmente poderiam ter sido positivos por técnicas mais sensiveis
como a PCR em tempo real. Num estudo realizado na Bielordssia em 2005,
Atrasheuskaya e colaboradores demonstraram que em uma populagdo com alta
cobertura vacinal, casos de sarampo podem ter o diagnaostico clinico e sorolégico
alterado, visto que a maioria dos casos positivos apresentavam IgM nao
reagente. A investigacdo de casos e a coleta da amostragem, ocorrem
geralmente apos o inicio do exantema, isto implica que o niumero de casos de
sarampo comunicados pode ser subestimado baseando-se apenas na sorologia
para IgM. Assim, para confirmar o diagnostico e para definir as caracteristicas
epidemioldgicas do sarampo, € necessaria a combinacdo de investigacdes
soroldgicas e viroldgicas (Featherstone et al., 2011).

Esforcos para atingir os objetivos de eliminacdo do MEV incluem altas
coberturas vacinais e melhoras da vigilancia baseadas em dados
epidemiologicos e laboratoriais. Um dos componentes essenciais da vigilancia é
a epidemiologia molecular por permitir analisar e tracar a cadeia de transmissao
do MEV, através da andlise molecular destes virus com a identificacdo de
gendtipos de um fragmento do genoma viral (gene N, 450 nucleotideos). Esta
analise fornece um método importante para verificar a efetividade dos programas
de vacinacdo, com o objetivo de definir cepas autéctones e importadas. A
epidemiologia molecular também é utilizada para diferenciar os virus selvagens

e dos virus vacinais quando a deteccéo viral ocorre em casos de vacina recente.
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As técnicas sorologicas ndo diferem se os anticorpos contra o sarampo foram
gerados pela vacina ou pela infeccdo natural pelo MEV (Rota et al., 2009; Rota
et al., 2011; OMS, 2012).

Para a eliminacdo e manutencédo do controle do sarampo, estudos que
abordam a caracterizacdo molecular dos casos de sarampo identificado,
pesquisando a sua origem e evolugdo genética sdo fundamentais. A
identificacdo dos gendtipos e a distribuicdo global destes tém permitido o
rastreamento da sua circulacdo geografica através dos anos (OMS e OPAS,
2017; Ceccarelli et al., 2018; Cosgun et al., 2018).

Desde 1992, 8 gendtipos do MEV (A, B3, C2, D4, D5, D6, D8 e G3) foram
relatados no Brasil (Oliveira et al., 2001; Siqueira et al., 2001; Castro-Silva, 2002;
Oliveira et al., 2003; Prevots et al., 2003; Venczel et al., 2003; Rota et al., 2011).
Através das analises filogenéticas das nossas amostras que ocorreram no
periodo de 2013 a 2015, foram possiveis identificar os gendétipos que circularam
nesse periodo e as possiveis fontes de importacdo desses virus. O genoétipo
identificado nos surtos, investigados nesse estudo, foi o D8. Outros genotipos
identificados foi o A e o D4, B3 e o0 D8 em casos esporadicos com diferentes
eventos de importacoes.

O gendtipo A foi identificado no surto de PE e em 4 estados brasileiros
(Distrito Federal, Parana, Paraiba e Sdo Paulo). Em todos os casos a data de
coleta do material clinico foi proximo a data da vacinacao. Atualmente, os virus
de tipo selvagem do genoétipo A jA ndo circulam e ndo ha evidéncia de
transmissao dos virus vacinal de pessoa a pessoa (OMS, 2015a). Casos vacinais
foram identificados em outros estudos em individuos recém vacinados (Rota et
al., 1995; Morfin et al., 2002; Kaic et al., 2010; Kaida et al., 2018). Como no surto
que ocorreu na Califérnia em 2015, onde um grande nimero de casos suspeitos
de sarampo foi notificado de individuos que haviam sido recentemente vacinados
(Zipprich et al., 2015). Para que ndo seja hecessario o sequenciamento e analise
do virus nos casos vacinais, foi desenvolvido o protocolo de PCR em tempo real
para a deteccdo do genotipo A dos casos vacinais (Thomas et al., 2017). Em
fase de eliminagcdo do MEV quanto mais rapida for a identificagéo viral, melhor
sera para a tomada de providéncias e medidas de saude publica para a

contencéo de surtos.
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Os casos esporadicos envolvendo o gendtipo B3, foram de brasileiros
com historico de viagem para &reas endémicas, como Etiopia e paises europeus.
A cepa viral foi identificada como uma variante MVi/Harare.ZWE que
apresentava ampla circulagéo no periodo do nosso estudo. Em 2013, esta cepa
foi identificada em mais de 30 paises como, Canada, Estados Unidos, Paquistéo
e Sudado (Rota, J. S. et al., 2011), este ultimo faz fronteira com a Etiopia. O
gendtipo B3 j& havia sido identificado no Brasil em 2010, causando 65 casos nos
estados da Paraiba e no Rio Grande do Sul (Ministério da Saude, 2010).
Atualmente apresenta ampla circulacdo mundial, sendo identificado nas seis
regides da OMS em 2018 (Mulders, 2018).

O genotipo D4 teve diversas introducdes no Brasil, com cerca de 6
eventos em diferentes anos. A primeira introducdo foi em 2003, resultando em
dois casos em Santa Catarina, seguido por um surto envolvendo de 57 casos na
Bahia, em 2006. Em 2010 e 2012, esse genoétipo também causou surtos
esporadicos no Para e PE, respectivamente. Em 2011, foram observados casos
esporadicos nos estados do Distrito Federal, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e um surto com 12 casos em S&o Paulo
(Oliveira et al., 2012). O gendtipo D4 circula globalmente, ocasionando tanto
surtos, como casos esporadicos. A circulagdo de variantes do mesmo genoétipo
tem sido relatada na Europa e em outros paises, como o Paquistdo e Japao
(Kaida et al., 2018; Zahoor Zaidi et al., 2018).

No Brasil, o D8 foi o genétipo que circulou por mais tempo desde a
interrupcéo da circulagdo do MEV (em 2000). Esse gen6tipo foi detectado pela
primeira vez na Ultima semana epidemioldgica (SE) de 2012 (Oliveira et al.,
2012) em um caso importado, onde o individuo infectado retornou de viagem da
Flérida, Estados Unidos da América. ApGs o retorno ao Brasil, ocorreram dois
casos secundarios ja no ano 2013 (um contactante de Sao Paulo e um de Minas
Gerais). O genotipo D8 também foi identificado 10 semanas apds a estes casos,
em PE no més de marco (SE 12.2013), nas cidades de Olinda e santo Agostinho.
O caso indice nao foi identificado e ndo houve relato de viagem para o exterior
desses pacientes. Entretanto, o paciente de Santo Agostinho viajou para Recife
dias antes de manifestar os sintomas da doenca e a paciente de Olinda relatou

que recebeu em seu domicilio parentes moradores de Luxemburgo. Nao
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podemos afirmar que a transmissao ocorreu através destes individuos. Apos a
deteccdo destes casos nas cidades de Olinda e Santo Agostinho, o virus foi
identificado em outras cidades de PE e na Paraiba, com a identificacdo de 7
casos associados ao genétipo D8 (SE 21.2013 a 24.2013). As sequéncias
identificadas na Paraiba néo diferiam em nenhum nucleotideo das cepas de PE.
No final de 2013, o mesmo gendtipo foi identificado em CE, e ap0s casos de
sarampo identificados no Rio de Janeiro e Roraima foram relacionados a viagens
dos individuos ao CE.

O surto que estudamos neste trabalho foi ocasionado por transmisséo
autoctone do D8 nos estados de PE e CE, ao longo do periodo 2013-2015 (Leite
et al., 2015), de modo que foi considerado endémico nesses estados, segundo
o critério da OMS que define a endemicidade da doenca com a circulacdo com
12 meses ou mais do mesmo gendtipo do MEV (Icenogle et al., 2011; OMS,
2012). Entretando, a reconstrucado filogenética do gene N corrobora os dados
epidemioldgicos, sugerindo diferentes introdu¢cdes do gendtipo D8 no Brasil. As
sequéncias dos casos esporadicos de Santa Catarina e Espirito Santo (ambos
com relato de viagem para Europa) foram agrupadas em clados diferentes da
maioria das sequéncias brasileiras (PE e CE) e apresentaram similaridade com
as variantes MVi/Villupuram.IND/03.07 e MMeV/Frankfurt Main.DEU/17.11
(OMS, 2015a) .

O gendtipo D8 foi relatado pela primeira vez no Reino unido em 1994 (Jin
et al., 1997). Diversas variantes genéticas deste gendtipo tem sido identificadas
mundialmente, causando mudltiplos surtos, sendo relacionado a casos de
importacdes e casos endémicos (Truong et al., 2001; Amendola et al., 2017;
Seppéala et al., 2017; Cosgun et al., 2018). Até junho de 2018, no banco de dados
MeaNS consta a circulacdo de pelo menos 16 variantes (chamadas também de
cepas nomeadas) desse genétipo no mundo (OMS, 2015a). Surtos com o
gendtipo D8 e diferentes variantes foram relatados em paises endémicos no
mesmo periodo do nosso estudo. Kalaycioglu e colaboradores (2016)
descreveram que no surto na Turquia foram identificados os mesmos genaétipos
encontrados no Brasil (D8, D4, B3 e A), também com a maior predominancia do
genotipo D8. Entretanto, a maioria das cepas foram idénticas a cepa nomeada

MMeV/FrankfurtMain.DEU/17.11, associada a diferentes surtos na Europa.
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Amendola e colaboradores (2017) descreveram o perfil genético dos MEV
circulantes das diferentes cadeias de transmisséo do surto de Lombardia (Italia),
onde a maioria das sequéncias italianas (86,3%) agruparam se com a variante
MMeV / Taunton.GBR / 27.12, 11,4% com a variante MMeV/Frankfurt-
Main.DEU/17.11 e 2,3% com a variante MVi/HuluLangat.MYS/ 26.11.

Na analise da regido C-terminal do gene N foi demostrado que dentre as
16 variantes (cepas nomeadas) identificadas no MeaNS, trés destas foram
relacionadas com as amostras brasileiras (2013-2015) e uma cepa brasileira
tornou-se nomeada (MMeV/Pernambuco.BRA/25.13/6). A maioria das cepas
identificadas eram idénticas a variante MMeV/Tauton.GRB/27.12 e a outras
cepas da Gra-Bretanha. A variante brasileira MMeV/Pernambuco.BRA/25.13/6
foi relacionada a quase metade das cepas obtidas do surto de PE, com
circulacdo de 9 meses em onze diferentes municipios de PE, sendo reportada
poucas semanas depois (SE 11.2014) pela Holanda no MeaNS
(MMeV/ZuidHollandZuid.NLD/11.14, KJ690781) (OMS, 2015a). Nao sabemos
dizer se essa cepa circulava antes da semana 25.2013 em outros paises, foi
introduzida no Brasil e sé ap6s foi identificada e reportada pela Holanda em
2014. Assim como néo é possivel afirmar que as cepas identificadas no surto de
CE que ndo tiveram sequéncias correspondentes reportadas por outras regidées
do mundo, evoluiram e circularam apenas no Brasil ou se houve circulacdo em

outras regides e nao foram reportadas por nenhum outro grupo de pesquisa.

Ao analisarmos as sequéncias de aminoacidos da regido C-terminal do
gene N das sequéncias do gendtipo D8 brasileiras, foi possivel identificar
algumas substituicbes que demonstram variabilidade desta regido como descrito
anteriormente (Rota et al., 1994). Duas substituicbes em residuos de
aminoacidos identificadas nas sequéncias do gene N, T454]1 e N522D,
mantiveram-se conservadas entre as amostras do surto. O residuo de
aminoacido N522 esta relacionado com a interacdo com a hsp72 (proteina do
choque térmico) que promove a sintese de RNA e a propagacéo do virus do
sarampo (Carsillo et al., 2006). Ainda nao foi esclarecido quais as implicacdes
que as alteragcbes observadas nestas regides podem representar para as

fungdes bioldgicas da proteina. Observamos que a divergéncia de nucleotideos
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entre as amostras dos surtos foi de até 0,85%. Esta baixa taxa sugere uma
diversidade genética limitada entre os MEV circulantes (Rima et al., 1995).
Resultados semelhantes foram descritos em trabalhos com outros genétipos do
MEV. Um dos trabalhos descreveu que a divergéncia de nucleotideos foi de 0,7%
guando analisaram sequéncias da regido C-terminal do gene N do gendtipo H1
de casos de uma epidemia de 2000-2001 na Coréia (Na et al., 2003). Percentual
mais baixo foi descrito por Naseri e colaboradores em 2011, ao analisar
sequéncia dessa mesma regiao do genotipo D4. O grupo descreveu que quando
comparadas entre si, as sequéncias apresentaram um percentual de divergéncia
de nucleotideos de 0,5% (Naseri et al., 2011). Assim, a determinacao da origem
viral usando apenas uma parte do genoma torna-se dificil, principalmente, em

regides onde um genaotipo em especifico tem sido detectado por um longo tempo.

A analise do fragmento da regido C-terminal do gene N das sequéncias
dos surtos de PE e CE n&o permitiram avaliar a ocorréncia de diferentes
importacdes do MEV, possivelmente em decorréncia das limitacdes dessa regido
gendbmica (OMS, 2012). Cenéario semelhante foi descrito por Thomas e
colaboradores (2017) em um surto ocorrido com 17 casos na provincia de
Ontario (Canadd) em 2015. As cepas do genotipo D4 identificadas apresentavam
sequéncias do gene H e regido C-terminal do gene N idénticas ou minimamente
variaveis. O grupo apoiou a hipotese de uma unica importacdo com o
sequenciamento da Regido n&o codificante entre os genes M e F (NCR-MF).
Essa regido era idéntica nos casos do surto, com excec¢ao de um caso que diferiu
de um Unico nucleotideo, e apresentava um padréo caracteristico de insercéo e
delecdo (Thomas et al., 2017). Os desafios recentes em surtos de sarampo em
paises que estdo em fase de eliminacdo da doenca, como o Brasil e o Canada
no periodo do estudo, levou a novas pesquisas em outras regiées do genoma ou
no genoma completo do MEV (Sparrer et al., 2014; Rota et al., 2016a; Dina et
al., 2017).

Os esforcos desenvolvidos pela OMS para a eliminagcdo do sarampo
levaram a diminuicdo da incidéncia da doenca, com consequente reducéo da
diversidade genética dos virus circulantes em varias regides (Rota, J. S. et al.,
2011). Os casos pertencentes a mesma cadeia de transmissao geralmente
apresentam sequéncias idénticas do gene N, o que pode dificultar a identificacéo
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de importacdes, com base nessa regido do genoma (OMS, 2015a). Neste
contexto, abordagens adicionais sao recomendadas para melhor explorar a
epidemiologia molecular do virus. O sequenciamento de fragmentos maiores do
genoma do MEV oferece potencial para uma maior resolucdo das vias de
transmissao, incluindo a diferenciacdo entre multiplas fontes de importacéo de
linhagens do mesmo gendtipo que co-circulam, comprovando ou nao a
endemicidade da doenca na regido geografica (OMS, 2018c). Outra abordagem
consiste em sequénciar outras regides do genoma viral, com maior variabilidade
do que o gene N, como a regido ndo codificante entre os genes M e F (RNC-MF)
(Gardy et al., 2015). A RNC-MF foi identificada como a parte mais variavel do
genoma do MEV (Bankamp et al., 2014). Por essa razdo, permite a melhor
diferenciacdo de variantes do MEV, sobretudo quando considerado o mesmo
genatipo. Portanto, o sequenciamento da RNC-MF pode contribuir para uma
melhor vigilancia global (Harvala et al., 2016) e a sua utilizacdo para a analise
de surtos fornece vantagens para responder a questdes epidemioldgicas
especificas, no contexto da baixa diversidade dos gendétipos circulantes.
Penedos e colaboradores (2015) verificaram o padrdo de circulacéo viral do
genatipo D8 identificados no Reino Unido analisando a RNC-MF (Penedos et al.,
2015). O grupo concluiu que os casos foram de transmisséo continuada ao invés
de multiplas importacdes.

Um grupo de pesquisadores batizado de N.E.W (do inglés, “Next
generation, Extended window and WHOIe genome sequencing working group”)
da rede global de laboratérios da OMS foi formado para a padronizacdo da
analise da extenséo do sequenciamento, além da regido C-terminal e do gene H
do genoma do MEV. Este grupo de trabalho esta se reunindo para padronizar
metodologias e interpretacado dos achados genémicos, visando melhor subsidiar
a vigilancia virolégica do MEV. Como o estudo encontra-se em andamento, 0s
critérios para definicdo de linhagens virais com base na regido RNC-MF ainda
nao foram estabelecidos — como ja realizado para o fragmento do gene N e H,
regides padronizadas para a genotipagem viral até o momento (OMS, 2018c).
Conforme comunicacdes orais de instituicdes parceiras, alguns pesquisadores
propdem que quatro substituicbes de nucleotideos entre cepas possam indicar

a classificacao de diferentes linhagens virais (Dr Alberto Severini/ Instituto
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Nacional de Microbiologia/ Ministério da Saude/ Canada, 14/05/2018). Para o Dr.
Kevin Brown (Saude Publica da Inglaterra/ Departamento de saude/ Reino
Unido, 27/06/2018), entretanto, a diferenciacao entre linhagens com base nessa
regido genbmica deveria contemplar mais do que quatro substituicbes
nucleotidicas. Os resultados acumulados, incluindo os do presente estudo,
contribuirdo para melhor esclarecer e definir esses critérios. No periodo do
estudo em cooperagcdo com o Instituto Nacional de Microbiologia do Canada
realizamos a analise da regido RNC-MF para a identificacdo de linhagens virais
dentro do gendtipo D8. Poucos paises realizavam a analise desse fragmento do
genoma e atualmente € recomendado pela OMS (OMS, 2018c). O protocolo da
andlise desse fragmento do genoma do MEV foi repassado e implementado no

LVRS para estudo dos surtos de sarampo.

Ao comparar as reconstrucdes filogenéticas das duas regides do genoma
analisada pode ser notado a maior variabilidade genética na regido RNC-MF.
Esta permitiu uma melhor resolucdo dos grupos genéticos no surto do D8 no
Brasil, considerando que na analise da regido C-terminal do gene N formou-se
um unico clado com as amostras do surto de CE, PE e 0s casos esporadicos
que ocorreram no periodo de 2013 a 2015. A maioria das sequéncias brasileiras
(97%) foi associada as sequéncias que circulavam na Gra-Bretanha em ambas
regides do genoma analisada. No entanto, com a andlise da regido RNC-MF, o
clado L2 com cepas brasileiras mostrou-se mais intimamente relacionado com a
cepa de Frankfurt a partir de 2013 e eles estdo mais proximos das cepas que
circularam no Vietnam, em 2014 e na Croacia, em 2015. Entretanto, € importante
ressaltar que no periodo do estudo, muitos paises estavam com surto de
sarampo e poucos paises analisaram a RNC-MF. As sequéncias disponiveis da
RNC-MF séo limitadas por isso nédo reflete a distribuicdo global das cepas do
MEV, nem mesmo as sequéncias dessa regido das variantes identificadas na
base de dados da rede global de sarampo (MeaNS) foram realizadas.

Nas arvores filogenéticas da regido RNC-MF, reconstruidas por maxima
verossimilhanca e analise bayesiana, observamos a presenca de duas linhagens
do gendtipo D8 no surto ocorrido no nordeste brasileiro (2013-2015). A primeira
sequéncia foi de Olinda (PE, SE 13. 2013) e as nossas analises estédo de acordo
com os dados epidemioldgicos, que indicam que o inicio do surto ocorreu em
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marco de 2013, uma semana apos as festividades do carnaval que atrairam
milhares de turistas para o estado de PE. Essa cepa circulou entre as cidades
vizinhas de Pernambuco (Olinda, Jaboatdo dos Guararapes, Recife, Paulista,
Cabo de Santo Agostinho, Ipojuca e Escada) durante a SE 13.2013 a 06.2014,
guase um ano apoés a primeira deteccdo. Sugerimos que no surto de PE ocorreu
uma Unica introducdo do MEV, possivelmente importada da Gra-Bretanha (figura
36). Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de outras introdugcdes
em PE, uma vez que trabalhamos com uma amostragem do referido surto,
visando a caracterizacdo molecular dos virus circulantes. A primeira sequéncia
cearense da linhagem L1, obtida em 2014 (SE 02.14), foi agrupada com
sequéncias de Abreu Lima (PE) na SE 49.13, 0 que poderia sugerir a expanséo
do surto de PE para o CE. No surto cearense, observamos maior variabilidade
genética viral, com a identificacdo de 3 clados na linhagem L1, circulantes entre
as SE 02.2014 a 19.2015.

Além de L1, observamos a formacao de um segundo clado, composto pela
sequéncia alema MVi/Muenchen.DEU/19.13 e sequéncias cearenses de Trairi,
Ipojuca e Fortaleza (janeiro de 2014), a qual denominamos L2. Esses achados
sugerem duas diferentes introdu¢des do virus ao longo do surto cearense. A
primeira, possivelmente, oriunda da Gra-Bretanha (L1) e a segunda da
Alemanha (L2), cuja circulacdo pareceu ser limitada a um pequeno namero de
casos. Entretanto, é importante destacar a pequena proporcdo de amostras
recebidas do surto cearense, inclusive com coleta concentrada no pico
epidémico, de modo que é possivel que tenha ocorrido a circulagao de um maior
namero de casos associados a L2 ou mesmo outras introducdes que nao
puderam ser identificadas em virtude dessa limitacéo.

Num estudo realizado na Suécia em surtos do MEV ocorridos de 2013 a
2014, Harvala e colaboradores verificaram o papel do sequenciamento dos
genes N, H e da regido nao codificante entre os genes M e F (RNC-MF) em surto
causados por dois gendtipos (B3 e D8). Dos 10 surtos causados pelo gendtipo
D8, cinco foram caracterizados apenas pelo gene N. A andlise da regido C-
terminal do gene N dos outros 5 surtos demonstraram que as sequéncias de D8
e de B3 eram idénticas, logo insuficientes para responder em relacbes a

diferentes introdugcbes. O sequenciamento da RNC-MF e do gene H foram
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fundamentais para proporcionar uma melhor resolugéo dos casos (Harvala et al.,
2016), corroborando os nossos achados.

A presente investigacdo trouxe contribuicbes importantes para
fortalecimento da vigilancia epidemiologica de sarampo no pais, especialmente
para a investigacao de surtos. Inicialmente, os achados demonstraram o valor
das ferramentas de diagndstico molecular para a identificacdo de casos, em
especial da reacdo de RT-PCR em tempo real. Considerando o cenério
epidemioldgico de eliminacdo do virus e a alta cobertura vacinal na maioria dos
estados brasileiros, parte dos casos agudos ndo apresentardo anticorpos IgM.
Nesse contexto, é fortemente recomendavel que 0s casos suspeitos — segundo
a classificagdo da OMS e Ministério da Saude - e IgM negativos sejam
submetidos a subsequente deteccdo molecular, para a efetiva confirmacéo
laboratorial ou descarte do mesmo. Ainda, o estudo comparativo entre diferentes
regibes genbmicas do virus indicou que o uso da regido RNC-MF, de maior
variabilidade genética quando comparada ao gene N (tradicionalmente utilizado
para estudos de epidemiologia molecular), ndo apenas permite a genotipagem
viral, mas apresenta melhor resolucdo da perspectiva filogenética e,
consequentemente, maior adequacao a investigacdo de surtos. Finalmente, os
nossos achados agregardao informagdes importantes ao estudo em curso,
coordenado pela OMS, com relacdo a determinacdo de gendtipos e linhagens
virais, com base nessa regido gendmica. Tais informacdes sao vitais para
subsidiar estudos de epidemiologia molecular pela Rede Global de Sarampo e

pelo Ministério da Saude, com énfase na transmisséo do viral.
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7. CONCLUSAO

Este estudo reforga a presenca de casos importados de sarampo no Brasil,
compativel com o cenario de elimina¢cdo do MEV nas Américas.

A exclusiva deteccdo de anticorpos IgM para a confirmacdo dos casos
positivos de sarampo ndo constitui uma estratégica diagndstica confiavel
no atual cenario epidemioldgico, considerando a divergéncia encontrada
entre os resultados os resultados soroldgicos e a detec¢cdo molecular do
MEV.

O surto ocorrido nos estados de Pernambuco e Ceara no periodo 2013-
2015 foi ocasionado pelo gendtipo D8 variante Taunton do MEV. E uma
cepa brasileira (Pernambuco/25.13) foi reconhecida como uma variante
pela rede global do sarampo.

Na analise das duas regifes do genoma do MEV, a maioria das sequéncias
identificadas dos surtos foram relacionadas as sequéncias da Gra-
Bretanha.

O sequenciamento do gene N constitui uma abordagem adequada para a
determinacdo do gendtipo viral. Contudo, andlises complementares,
utilizando genes ou regides genOmicas com maior variabilidade séo
imprescindiveis para a da investigacdo de surtos, identificacdo e
rastreamento de cadeias de transmissao.

A andlise filogenética com base na regiao RNC-MF permitiu evidenciar que,
ao menos duas linhagens virais distintas foram introduzidas durante o surto
no nordeste brasileiro.

A vigilancia virologica, mediante a analise de sequéncias gendmicas virais,
constitui uma abordagem complementar de relevantissimo valor para a
investigacdo e caracterizacdo de surtos, em apoio as abordagens
epidemiologicas classicas, visando a adocdo oportuna das medidas de

controle e prevencao de novos casos.
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8. PERSPECTIVA

« Continuar analisando a RNC-MF no laboratorio de referéncia brasileiro,
nas investigacdes de outros surtos ou casos esporadicos no Brasil.
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10. ANEXOS

10. 1 APROVACAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FUNDAQI\O OSWALDO CRUZ -
FIOCRUZ/IOC
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: mwmeIWMlmWemmnam
de vighancia 00 Laboratono o2 Virus Raspiratonos & Sasmpo

Pasquisador: Marfida Agudo Mendonga Telxekra de Siquara
Area Tematica:

Versdo: 4
CAAE: £5118417.6.0000.5245

Instituigao Proponents: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPER)
CNPQ

Fundag3o Oswaldo Cnuz
DADOS DO PARECER

Numero do Parecar: 2.453.470

Aprsssntagdo do Projeto:

Trata-s2 o2 estudo cbservacional 3 ser desenvolvido no Laboratoro de Virus Respiratoros e Sarampo
{LVRS) g0 IOC, Laboratono de Referancla Nacional da Organizagdo Mundial 43 Sande (OMS) & do
Ministério 03 S30de para Influenza & Viroses Exantematicas & Reglonal 03 Aménica Latha para 3 OMS
utllizard a3mostras provenianies 03 rede de vighancia epidemiologica para oS virus respiratorios e
exantematicos. Serdo realzades estudos sodre 3 circulagdo 0os virus no Brasil, 3 patogénese 2 resposta
Imune frante 3s Infecgdes, atraves de andlises 08 amostras respiratonas, o2 soro ou de wina proveniantss
da race de VigEancia de virus respiratonios & exantemations recedidas peio LVRS em fuxo continud 30 longo
g0 3n0. AS MOSras 02 SOMD & WiN3 03 rede o2 viglancia de virus exantematicos serdo utlizacas para
£n53108 SOroIOgICos Para Sarampo, rub2oia, Caxumba & varcala. Serdo utlizados tambam dados da Ncha
Sivep Gripe ou SRAG do Ministéno da Salde.

Objstivo da Pesquisa:

O estudo busca estudar fatores virals & ge resposta Imuns ge virus respiratonos & exantematicos em
amosiras provenientes da rede da vigiancla de Sindrome Respiratona Aguda Grave (SRAG), Shdrome
Gripal (SG) e doengas exantematicas receblaas paio Laboraiono de Virus Respiratoros e

Enderego: Ax Braml 4092 Saw 705 [Campus Exparmbo)

Babro. NMargantos CEP: 21 040-3%0
W R Mumciplo: R0 DE JANERC
Telefone: (21738220011 Fax: (2125814875 E-malt. cepflocna@ioc focruz by
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FUNDAGAO OSWALDO CRUZ -
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Sarampo (LVRS) do IOC/Flocruz. Para este im 0s autores pratendem estudar amostras clinicas de
pacientss enviadas 30 LVRS atraves 00 sistema ge viglancia SRAG universal & sentinela do Mnisténo o3
S30de para virus respiratonos & exantematicos

Avallag30 dos Riscos e Bensficlos:

06 riscos & benaficios diretos @ Indiretos 530 avaliados no projetd & razioos nos TCLE.
Comentarios s Conslderagdes s0bre a Pesquisa:

Projeto suficientemeants caro, bem fundamentado, sem necessidacs de ser encaminhado para a CONEP. ©
£53U00 ProPoSio parece perinents e possul valor centifico. A Metodologia € 30equada e permitira atingr o
objetivo primaro.

Consideragtes sobre 08 Termos de apresantag3o obrigatoria:

Foram aprasentados & avalaoos 05 S2guintas documeantos:

Canta resposta 30 CEP 3ssinada pela pesquisatona responsavel, 0atacs em 22/11/17 Indicando ter atenaldo
a todas 35 pendéncias inclusive Traduzdo o CV.

Informagdes baskas do projeto

Termos o assentimanto Livre & Esciarecido (TALE), versfes 3.0 de 28/11/2017, em pape! com iogotipo 63
Instinc3o, recigldo em tercaia pessoa.

Curriculum vitae (CV) de Aline da Rocha Matos

Cronograma. Indica que colet3 oe daoos 203 nldo em [anaio 20138

Cortnuncic 3: Pawcer J 40 470

Recomendagles:

nenhuma

Conclusdes ou Penddncias e Lista de Inadequagdse:

No conjunto 0 estudo parece adequado matodologicaments, & considera-se eticaments acaitavel & em
conformidage com 3 Resolucdo £86/2012 & Norma Operacional 0172013 do Consalho Naciond ge Sande
(CNS).

1. Projeso;

b. Esclarecer como 5erd0 ratados 05 dacos 0 Mentfcacdo 0os pacientss contidos nas fichas do SIVEPR.
Sugere-se qUE SE/am 3D3CIT0S U CODSM0S NOMES, ENdErago & telefons destas fNichas.

Esclaragioo 500e 05 CLIG3I0S & TRAMEND 006 da0s Sighosos 038 Nchas.

Pengencia atendda.

TCLEs e TALEs.

Enderegr:  Au Boasl 4038, Saia 705 (Campus Exparmide)
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o Owesd B Crus

Cortouaziio 43 Pascar J £0.470

2. No ntanto deve axplicar em IINgLagem adequada 30 pabiico alvo o texto adidionado, espacaments 35
"quasties &ticas da participacdo na pesquisa”. Os pesquisactores expicaram & exampificaram 3s quasties
#1135 03 Participagso na pasquisa.

Pengencia atendida.

3. A 3ssinatura do responsavel deve ser retirada dos TALES, soments precisa constar no TCLE para
responsavels 2 sUDSHItUT 3 PAAVTa “Ccopla” por "documentaTonas guas™. Lembrar que crianga pequena
pode nd3o saber assinar, Inserr cd para colocar 3 digital, 0 Mesmo ©3s0 52 3 populagdo avo Inclu
anafadbetos.

Feltas 35 supressdes & nserghes requendas.
Pengéncia atendda

Diante do exposto, © Comite de £3¢a em Pesquisa 0o Instiito Cswaldo Cniz (CEP FIOCRUZAIOC), em sia
2343 Reunl30 Ordinana, reallzada em 12.12.2017, ge acordo com 3s atribulgles dfinicas na Resolugdo

CNS 456/12, manlifestia-se pela 3provacdo 00 projeto e pesquisa proposto
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10.2

REPORTADAS NO MEANS E GENBANK

NUMERO DE ACESSO DAS SEQUENCIAS BRASILEIRAS

Identificacéo Numero de Nomenclatura MeaNS/ OMS UF | Genotipo Data de
20130004 40466 MMeV/SaoPaulo.BRA/52.12 SP D8 02-Out-2013
20130005 40467 MMeV/MinasGerais.BRA/2.13 MG D8 02-Out-2013
20130028 40468 MMeV/SaoPaulo.BRA/2.13 SP D8 02-Out-2013
20130060 | KF738753/ 40745 | MMeV/Pernambuco.BRA/13.13 PE D8 05-Mai-2014
20130061 KF738754 MMeV/Pernambuco.BRA/12.13 PE D8 05-Mai-2014
20130062 KF738755 MMeV/Pernambuco.BRA/14.13 PE D8 05-Mai-2014
20130075 KF738756 MMeV/Pernambuco.BRA/15.13 PE D8 05-Mai-2014
20130078 KF738757 MMeV/Pernambuco.BRA/16.13 PE D8 05-Mai-2014
20130080 KF738758 MMeV/Pernambuco.BRA/16.13/2 PE D8 05-Mai-2014
20130081 KF738759 MMeV/Pernambuco.BRA/12.13/2 PE D8 05-Mai-2014
20130082 KF738760 MMeV/Pernambuco.BRA/16.13/3 PE D8 05-Mai-2014
20130083 KF738761 MMeV/Pernambuco.BRA/16.13/4 PE D8 05-Mai-2014
20130085 KF738762 MMeV/Pernambuco.BRA/15.13/2 PE D8 05-Mai-2014
20130089 KF738763 MMeV/Pernambuco.BRA/16.13/5 PE D8 05-Mai-2014
20130090 KF738764 MMeV/Pernambuco.BRA/17.13 PE D8 05-Mai-2014
20130091 KF738765 MMeV/Pernambuco.BRA/18.13/2 PE D8 05-Mai-2014
20130092 KF738766 MMeV/Pernambuco.BRA/17.13/2 PE D8 05-Mai-2014
20130108 40469 MMeV/SantaCatarina.BRA/18.13 SC D8 02-Out-2013
20130110 40470 MMeV/Paraiba.BRA/21.13 PB D8 02-Out-2013
20130112 KF738767 MMeV/Pernambuco.BRA/18.13/3 PE D8 05-Mai-2014
20130115 KF738768 MMeV/Pernambuco.BRA/18.13/4 PE D8 05-Mai-2014
20130117 KF738769 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13 PE D8 05-Mai-2014
20130118 KF738770 MMeV/Pernambuco.BRA/18.13/5 PE D8 05-Mai-2014
20130119 KF738771 MMeV/Pernambuco.BRA/18.13/6 PE D8 05-Mai-2014
20130120 KF738772 MMeV/Pernambuco.BRA/18.13/7 PE D8 05-Mai-2014
20130123 KF738773 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/2 PE D8 05-Mai-2014
20130124 KF738774 MMeV/Pernambuco.BRA/18.13/8 PE D8 05-Mai-2014
20130131 KF738775 MMeV/Pernambuco.BRA/18.13/9 PE D8 05-Mai-2014
20130136 KF738776 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/3 PE D8 05-Mai-2014
20130148 KF738777 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/4 PE D8 05-Mai-2014
20130150 KF738778 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/5 PE D8 05-Mai-2014
20130156 40523 MMeV/Paraiba.BRA/21.13/2 PB D8 04-Out-2013
20130157 40784 MMeV/SaoPaulo.BRA/21.13/5 SP D4 10-Out-2013
20130158 KF738779 MMeV/Pernambuco.BRA/20.13 PE D8 05-Mai-2014
20130159 KF738780 MMeV/Pernambuco.BRA/20.13/2 PE D8 05-Mai-2014
20130160 KF738781 MMeV/Pernambuco.BRA/20.13/3 PE D8 05-Mai-2014
20130161 KF738782 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/6 PE D8 05-Mai-2014
20130162 KF738783 MMeV/Pernambuco.BRA/20.13/4 PE D8 05-Mai-2014
20130163 KF738784 MMeV/Pernambuco.BRA/20.13/5 PE D8 05-Mai-2014
20130164 KF738785 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/7 PE D8 05-Mai-2014
20130165 KF738786 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/8 PE D8 05-Mai-2014
20130167 KF738787 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/9 PE D8 05-Mai-2014
20130190 40746 MMeV/Paraiba.BRA/22.13/3 PB D8 07-Out-2013
20130191 40747 MMeV/Paraiba.BRA/22.13/4 PB D8 07-Out-2013
20130194 40748 MMeV/Paraiba.BRA/22.13/6 PB D8 07-Out-2013
20130197 40749 MMeV/Paraiba.BRA/22.13/5 PB D8 07-Out-2013
20130203 40524 MMeV/Pernambuco.BRA/21.13/3 PE D8 04-Out-2013
20130204 KF738789 MMeV/Pernambuco.BRA/21.13/4 PE D8 05-Mai-2014
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20130205 KF738790 MMeV/Pernambuco.BRA/19.13/10 | PE D8 05-Mai-2014
20130206 40750 MMeV/Pernambuco.BRA/22.13 PE D8 08-Out-2013
20130208 40751 MMeV/Pernambuco.BRA/23.13 PE D8 08-Out-2013
20130209 40752 MMeV/Pernambuco.BRA/23.13/2 PE D8 08-Out-2013
20130210 40753 MMeV/Pernambuco.BRA/23.13/3 PE D8 08-Out-2013
20130212 40754 MMeV/Pernambuco.BRA/20.13/6 PE D8 08-Out-2013
20130213 40755 MMeV/Pernambuco.BRA/23.13/4 PE D8 08-Out-2013
20130214 40756 MMeV/Pernambuco.BRA/22.13/2 PE D8 08-Out-2013
20130235 40757 MMeV/Paraiba.BRA/24.13/3 PB D8 08-Out-2013
20130258 40758 MMeV/Pernambuco.BRA/24.13 PE D8 08-Out-2013
20130259 40763 MMeV/Pernambuco.BRA/24.13/2 PE D8 08-Out-2013
20130261 40764 MMeV/Pernambuco.BRA/25.13 PE D8 08-Out-2013
20130262 40765 MMeV/Pernambuco.BRA/25.13/2 PE D8 08-Out-2013
20130266 40766 MMeV/Pernambuco.BRA/25.13/3 PE D8 08-Out-2013
20130267 40767 MMeV/Pernambuco.BRA/25.13/4 PE D8 08-Out-2013
20130268 40768 MMeV/Pernambuco.BRA/26.13 PE D8 08-Out-2013
20130270 40772 MMeV/Pernambuco.BRA/25.13/5 PE D8 09-Out-2013
20130271 40773 MMeV/Pernambuco.BRA/26.13/4 PE D8 09-Out-2013
20130272 40774 MMeV/Pernambuco.BRA/25.13/6 PE D8 09-Out-2013
20130273 40775 MMeV/Pernambuco.BRA/26.13/2 PE D8 09-Out-2013
20130275 40776 MMeV/Pernambuco.BRA/26.13/3 PE D8 09-Out-2013
20130276 40777 MMeV/Pernambuco.BRA/27.13 PE D8 09-Out-2013
20130295 40778 MMeV/Pernambuco.BRA/27.13/2 PE D8 09-Out-2013
20130296 40779 MMeV/Pernambuco.BRA/28.13 PE D8 09-Out-2013
20130300 40780 MMeV/Pernambuco.BRA/28.13/2 PE D8 09-Out-2013
20130301 40781 MMeV/Pernambuco.BRA/28.13/3 PE D8 09-Out-2013
20130302 40782 MMeV/Pernambuco.BRA/27.13/3 PE D8 10-Out-2013
20130303 41021 MMeV/Pernambuco.BRA/27.13/4 PE D8 17-Out-2013
20130304 40783 MMeV/Pernambuco.BRA/29.13 PE D8 10-Out-2013
20130355 40785 MMeV/DistritoFederal.BRA/29.13/2 | DF B3 10-Out-2013
20130382 41022 MMeV/Pernambuco.BRA/29.13/3 PE D8 18-Out-2013
20130384 41289 MMeV/Pernambuco.BRA/30.13 PE D8 27-0Out-2013
20130387 41290 MMeV/Pernambuco.BRA/30.13/2 PE D8 27-Out-2013
20130395 41291 MMeV/Pernambuco.BRA/31.13 PE D8 27-Out-2013
20130396 41292 MMeV/Pernambuco.BRA/31.13/2 PE D8 27-Out-2013
20130512 41293 MMeV/Pernambuco.BRA/32.13 PE D8 27-Out-2013
20130567 41024 MMeV/Pernambuco.BRA/33.13 PE D8 18-Out-2013
20130588 41025 MMeV/Pernambuco.BRA/34.13 PE D8 18-Out-2013
20130599 41026 MMeV/Pernambuco.BRA/35.13 PE D8 18-Out-2013
20130601 41294 MMeV/Pernambuco.BRA/36.13 PE D8 27-0Out-2013
20130609 41295 MMeV/Pernambuco.BRA/38.13 PE D8 27-Out-2013
20130640 41296 MMeV/Pernambuco.BRA/39.13 PE D8 27-0Out-2013
20130672 43279 MMeV/Pernambuco.BRA/38.13/2 PE D8 10-Dez-2013
20130701 43280 MMeV/Pernambuco.BRA/42.13 PE D8 10-Dez-2013
20130702 43281 MMeV/Pernambuco.BRA/43.13 PE D8 10-Dez-2013
20130706 43282 MMeV/Pernambuco.BRA/43.13/2 PE D8 10-Dez-2013
20130707 43283 MMeV/Pernambuco.BRA/43.13/3 PE D8 10-Dez-2013
20130711 43284 MMeV/Pernambuco.BRA/45.13/2 PE D8 10-Dez-2013
20130712 43287 MMeV/Pernambuco.BRA/46.13 PE D8 12-Dez-2013
20130715 43288 MMeV/Pernambuco.BRA/45.13/3 PE D8 10-Dez-2013
20130716 43289 MMeV/Pernambuco.BRA/45.13/4 PE D8 10-Dez-2013
20130744 44470 MMeV/Pernambuco.BRA/45.13/5 PE D8 14-Jan-2014
20130745 44471 MMeV/Pernambuco.BRA/47.13 PE D8 14-Jan-2014
20130779 44472 MMeV/Pernambuco.BRA/45.13/6 PE D8 14-Jan-2014
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20130780 44473 MMeV/Pernambuco.BRA/47.13/2 PE D8 14-Jan-2014
20130783 44474 MMeV/Pernambuco.BRA/48.13 PE D8 14-Jan-2014
20130787 44475 MMeV/Pernambuco.BRA/48.13/2 PE D8 14-Jan-2014
20130800 44476 MMeV/Pernambuco.BRA/48.13/3 PE D8 14-Jan-2014
20130801 44477 MMeV/Pernambuco.BRA/49.13 PE D8 14-Jan-2014
20140001 47024 MMeV/EspiritoSanto.BRA/50.13 ES D8 24-Mar-2014
20140004 47025 MMeV/Pernambuco.BRA/50.13/2 PE D8 24-Mar-2014
20140006 47026 MMeV/Pernambuco.BRA/50.13/3 PE D8 24-Mar-2014
20140007 47079 MMeV/Pernambuco.BRA/49.13/2 PE D8 26-Mar-2014
20140009 51203 MMeV/Pernambuco.BRA/49.13/4 PE D8 04-Jul-2014
20140028 46766 MMeV/Ceara.BRA/2.14 CE D8 18-Mar-2014
20140030 47027 MMeV/Pernambuco.BRA/50.13/4 PE D8 24-Mar-2014
20140031 47028 MMeV/Pernambuco.BRA/51.13 PE D8 24-Mar-2014
20140032 47029 MMeV/Pernambuco.BRA/47.13/3 PE D8 24-Mar-2014
20140036 47030 MMeV/Pernambuco.BRA/45.13/7 PE D8 24-Mar-2014
20140046 47031 MMeV/Pernambuco.BRA/50.13/5 PE D8 24-Mar-2014
20140051 47032 MMeV/Pernambuco.BRA/49.13/3 PE D8 24-Mar-2014
20140060 46767 MMeV/Ceara.BRA/2.14/4 CE D8 18-Mar-2014
20140062 46768 MMeV/Ceara.BRA/2.14/5 CE D8 18-Mar-2014
20140063 46769 MMeV/Ceara.BRA/2.14/6 CE D8 18-Mar-2014
20140064 46770 MMeV/Ceara.BRA/3.14/2 CE D8 18-Mar-2014
20140065 46771 MMeV/Ceara.BRA/3.14/3 CE D8 18-Mar-2014
20140067 46772 MMeV/Ceara.BRA/3.14/4 CE D8 18-Mar-2014
20140068 46773 MMeV/Ceara.BRA/3.14 CE D8 18-Mar-2014
20140113 46774 MMeV/Ceara.BRA/2.14/3 CE D8 18-Mar-2014
20140114 46775 MMeV/Ceara.BRA/4.14 CE D8 18-Mar-2014
20140107 51204 MMeV/Pernambuco.BRA/52.13/3 PE D8 04-Jul-2014
20140109 51205 MMeV/Pernambuco.BRA/3.14/10 PE D8 04-Jul-2014
20140061 47033 MMeV/Ceara.BRA/2.14/2 CE D8 24-Mar-2014
20140115 47034 MMeV/Ceara.BRA/3.14/5 CE D8 24-Mar-2014
20140116 47035 MMeV/Ceara.BRA/52.13 CE D8 24-Mar-2014
20140117 47080 MMeV/Ceara.BRA/4.14/2 CE D8 26-Mar-2014
20140118 47081 MMeV/Ceara.BRA/5.14 CE D8 26-Mar-2014
20140120 47082 MMeV/Ceara.BRA/5.14/2 CE D8 26-Mar-2014
20140122 47083 MMeV/Ceara.BRA/1.14 CE D8 26-Mar-2014
20140125 47084 MMeV/Ceara.BRA/3.14/6 CE D8 26-Mar-2014
20140126 47085 MMeV/Ceara.BRA/4.14/3 CE D8 26-Mar-2014
20140127 47086 MMeV/Ceara.BRA/4.14/4 CE D8 26-Mar-2014
20140095 47087 MMeV/Ceara.BRA/50.13/6 CE D8 26-Mar-2014
20140128 47089 MMeV/Ceara.BRA/3.14/7 CE D8 26-Mar-2014
20140129 47090 MMeV/Ceara.BRA/3.14/8 CE D8 26-Mar-2014
20140131 47097 MMeV/Ceara.BRA/4.14/5 CE D8 27-Mar-2014
20140132 47098 MMeV/Ceara.BRA/4.14/6 CE D8 27-Mar-2014
20140133 47099 MMeV/Ceara.BRA/4.14/7 CE D8 27-Mar-2014
20140139 47100 MMeV/Ceara.BRA/4.14/8 CE D8 27-Mar-2014
20140140 47101 MMeV/Ceara.BRA/5.14/4 CE D8 27-Mar-2014
20140159 47103 MMeV/Ceara.BRA/5.14/5 CE D8 27-Mar-2014
20140161 47104 MMeV/Ceara.BRA/5.14/6 CE D8 27-Mar-2014
20140146 47102 MMeV/Pernambuco.BRA/52.13/2 PE D8 27-Mar-2014
20140158 47088 MMeV/SaoPaulo.BRA/5.14/3 SP D8 26-Mar-2014
20140124 51215 MMeV/Ceara,BRA/4.14/11 CE D8 04-Jul-2014
20140160 51216 MMeV/Ceara.BRA/5.14/8 CE D8 05-Jul-2014
20140162 51217 MMeV/Ceara.BRA/5.14/9 CE D8 05-Jul-2014
20140163 51218 MMeV/Ceara.BRA/5.14/10 CE D8 05-Jul-2014
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20140164 51219 MMeV/Ceara.BRA/5.14/11 CE D8 05-Jul-2014
20140165 51220 MMeV/Ceara.BRA/5.14/12 CE D8 05-Jul-2014
20140167 51206 MMeV/Pernambuco.BRA/4.14/10 PE D8 04-Jul-2014
20140170 47105 MMeV/Pernambuco.BRA/4.14/9 PE D8 27-Mar-2014
20140171 51207 MMeV/Pernambuco.BRA/6.14/3 PE D8 04-Jul-2014
20140175 51221 MMeV/Pernambuco.BRA/7.14/3 PE D8 05-Jul-2014
20140179 51208 MMeV/Pernambuco.BRA/48.13/4 PE D8 04-Jul-2014
20140187 51209 MMeV/Pernambuco.BRA/45.13/8 PE D8 04-Jul-2014
20140191 51210 MMeV/Pernambuco.BRA/1.14/2 PE D8 04-Jul-2014
20140192 51211 MMeV/Pernambuco.BRA/49.13/5 PE D8 04-Jul-2014
20140198 52926 MMeV/SaoPaulo.BRA/6.14/2 SP D8 30-Jul-2014
20140199 52927 MMeV/SaoPaulo.BRA/5.14/7 SP D8 30-Jul-2014
20140200 52928 MMeV/SaoPaulo.BRA/6.14 SP D8 31-Jul-2014
20140201 52929 MMeV/SaoPaulo.BRA/7.14 SP D8 31-Jul-2014
20140210 51212 MMeV/Pernambuco.BRA/8.14/3 PE D8 04-Jul-2014
20140212 51213 MMeV/Pernambuco.BRA/4.14/12 PE D8 04-Jul-2014
20140236 51222 MMeV/Ceara.BRA/7.14/2 CE D8 05-Jul-2014
20140237 51223 MMeV/Ceara.BRA/8.14 CE D8 05-Jul-2014
20140240 51224 MMeV/Ceara.BRA/8.14/2 CE D8 05-Jul-2014
20140299 51225 MMeV/Ceara.BRA/14.14 CE D8 05-Jul-2014
20140262 128624 MMeV/SaoPaulo.BRA/13.14 SP B3 07-Mai-2018
20140300 51226 MMeV/Ceara.BRA/15.14 CE D8 05-Jul-2014
20140242 51227 MMeV/Ceara.BRA/4.14/13 CE D8 05-Jul-2014
20140276 52930 MMeV/Ceara.BRA/9.14 CE D8 31-Jul-2014
20140277 52931 MMeV/Ceara.BRA/10.14 CE D8 31-Jul-2014
20140278 52932 MMeV/Ceara.BRA/12.14 CE D8 31-Jul-2014
20140354 52933 MMeV/Ceara.BRA/21.14 CE D8 31-Jul-2014
20140356 52934 MMeV/Ceara.BRA/19.14 CE D8 31-Jul-2014
20140384 60030 MMeV/Ceara.BRA/22.14 CE D8 09-Jan-2015
20140385 60031 MMeV/Ceara.BRA/24.14 CE D8 09-Jan-2015
20140433 60032 MMeV/Ceara.BRA/28.14 CE D8 09-Jan-2015
20140436 60033 MMeV/Ceara.BRA/29.14 CE D8 09-Jan-2015
20140437 60034 MMeV/Ceara.BRA/29.14/2 CE D8 09-Jan-2015
20140439 60035 MMeV/Ceara.BRA/29.14/3 CE D8 09-Jan-2015
20140481 60036 MMeV/Ceara.BRA/31.14 CE D8 09-Jan-2015
20140482 60037 MMeV/Ceara.BRA/30.14 CE D8 09-Jan-2015
20140483 60038 MMeV/Ceara.BRA/32.14 CE D8 09-Jan-2015
20140484 60039 MMeV/Ceara.BRA/35.14 CE D8 09-Jan-2015
20140487 60041 MMeV/Ceara.BRA/33.14 CE D8 09-Jan-2015
20140488 60042 MMeV/Ceara.BRA/30.14/2 CE D8 09-Jan-2015
20140564 60045 MMeV/Ceara.BRA/37.14/3 CE D8 09-Jan-2015
20140498 60043 MMeV/RiodeJaneiro.BRA/37.14 RJ D8 09-Jan-2015
20140503 60044 MMeV/RiodeJaneiro.BRA/37.14/2 RJ D8 09-Jan-2015
20140566 60047 MMeV/Ceara.BRA/42.14 CE D8 09-Jan-2015
20150001 70236 MMeV/Ceara.BRA/48.14 CE D8 17-Jun-2015
20150002 70237 MMeV/Ceara.BRA/48.14/2 CE D8 17-Jun-2015
20150003 70238 MMeV/Ceara.BRA/48.14/3 CE D8 17-Jun-2015
20150004 70239 MMeV/Ceara.BRA/46.14/2 CE D8 17-Jun-2015
20150006 70240 MMeV/Ceara.BRA/51.14 CE D8 17-Jun-2015
20150007 70241 MMeV/Ceara.BRA/48.14/4 CE D8 17-Jun-2015
20150008 70242 MMeV/Ceara.BRA/50.14 CE D8 17-Jun-2015
20150009 70243 MMeV/Ceara.BRA/52.14 CE D8 17-Jun-2015
20150010 70244 MMeV/Ceara.BRA/50.14/2 CE D8 17-Jun-2015
20150068 70248 MMeV/Ceara.BRA/2.15/2 CE D8 19-Jun-2015
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20150079 70249 MMeV/Ceara.BRA/4.15/2 CE D8 19-Jun-2015
20150080 70250 MMeV/Ceara.BRA/4.15/3 CE D8 19-Jun-2015
20150081 70251 MMeV/Ceara.BRA/1.15/3 CE D8 19-Jun-2015
20150095 70252 MMeV/Ceara.BRA/6.15 CE D8 19-Jun-2015
20150097 70253 MMeV/Ceara.BRA/5.15/2 CE D8 19-Jun-2015
20150098 70254 MMeV/Ceara.BRA/7.15 CE D8 19-Jun-2015
20150099 70255 MMeV/Ceara.BRA/8.15 CE D8 19-Jun-2015
20150100 70256 MMeV/Ceara.BRA/3.15 CE D8 19-Jun-2015
20150157 70257 MMeV/Ceara.BRA/14.15 CE D8 19-Jun-2015
20150158 70258 MMeV/Ceara.BRA/10.15/2 CE D8 19-Jun-2015
20150159 70259 MMeV/Ceara.BRA/8.15/2 CE D8 19-Jun-2015
20150160 70260 MMeV/Ceara.BRA/10.15 CE D8 19-Jun-2015
26-Jun-2015 no
20150161 70716 MMeV/Ceara.BRA/11.15 CE D8 MeaNS foi digitado
20140161
26-Jun-2015 no
20150162 70717 MMeV/Ceara.BRA/12.15 CE D8 MeaNSsS foi digitado
20140162
20150220 70719 MMeV/Ceara.BRA/14.15/3 CE D8 26-Jun-2015
20150222 70720 MMeV/Ceara.BRA/16.15 CE D8 26-Jun-2015
20150223 70721 MMeV/Ceara.BRA/19.15 CE D8 26-Jun-2015
20150011 70986 MMeV/Ceara.BRA/49.14 CE D8 30-Jun-2015
20150012 70987 MMeV/Ceara.BRA/51.14/2 CE D8 30-Jun-2015
20150014 70988 MMeV/Ceara.BRA/49.14/2 CE D8 30-Jun-2015
20150015 70989 MMeV/Ceara.BRA/50.14/3 CE D8 30-Jun-2015
20150016 70990 MMeV/Ceara.BRA/51.14/3 CE D8 30-Jun-2015
20150017 70991 MMeV/Ceara.BRA/49.14/3 CE D8 30-Jun-2015
20150018 70992 MMeV/Ceara.BRA/50.14/4 CE D8 30-Jun-2015
20150019 70993 MMeV/Ceara.BRA/50.14/5 CE D8 30-Jun-2015
20150020 70994 MMeV/Ceara.BRA/49.14/4 CE D8 30-Jun-2015
20150057 70995 MMeV/Ceara.BRA/49.14/5 CE D8 30-Jun-2015
20150058 70996 MMeV/Ceara.BRA/52.14/3 CE D8 30-Jun-2015
20150059 70997 MMeV/Ceara.BRA/53.14 CE D8 30-Jun-2015
20150061 70998 MMeV/Ceara.BRA/51.14/4 CE D8 30-Jun-2015
20150060 71005 MMeV/Ceara.BRA/1.15 CE D8 02-Jul-2015
20150062 71006 MMeV/Ceara.BRA/53.14/3 CE D8 02-Jul-2015
20150063 71007 MMeV/Ceara.BRA/51.14/5 CE D8 02-Jul-2015
20150065 71009 MMeV/Ceara.BRA/52.14/5 CE D8 02-Jul-2015
20150066 71010 MMeV/Ceara.BRA/53.14/4 CE D8 02-Jul-2015
20140363 78757 MMeV/Ceara.BRA/20.14 CE D8 01-Dez-2015
20140514 78758 MMeV/Ceara.BRA/31.14/2 CE D8 01-Dez-2015
20140515 78759 MMeV/Ceara.BRA/36.14 CE D8 01-Dez-2015
20140516 78760 MMeV/Ceara.BRA/36.14/2 CE D8 01-Dez-2015
20140567 82172 MMeV/Ceara.BRA/37.14/4 CE D8 19-Fev-2016
20140569 82173 MMeV/Ceara.BRA/33.14/2 CE D8 19-Fev-2016
20140590 82777 MMeV/Ceara.BRA/41.14 CE D8 03-Mar-2016
20140592 82778 MMeV/Ceara.BRA/44.14 CE D8 03-Mar-2016
20140593 82779 MMeV/Ceara.BRA/46.14 CE D8 03-Mar-2016
20140598 82780 MMeV/Ceara.BRA/45.14 CE D8 03-Mar-2016
20150013 82781 MMeV/Ceara.BRA/52.14/2 CE D8 03-Mar-2016
20150028 83099 MMeV/Roraima.BRA/1.15/2 CE D8 08-Mar-2016
20150067 83100 MMeV/Ceara.BRA/2.15 CE D8 08-Mar-2016
20150075 83101 MMeV/Ceara.BRA/2.15/3 CE D8 08-Mar-2016
20150078 83102 MMeV/Ceara.BRA/4.15 CE D8 08-Mar-2016
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20150096

83103

MMeV/Ceara.BRA/5.15

CE

D8

08-Mar-2016

20150265

83104

MMeV/Ceara.BRA/19.15/2

CE

D8

08-Mar-2016

155




10.3 SEQUENCIAS D8 CONSENSO REPRESENTATIVAS E SUAS
REPRESENTADAS

SEQUENCIAS IDENTICAS
NUCLEOTIDEOS DO GENE N

PARA OS

Amostra consenso representante na arvore

Sequéncias idénticas representadas

25

13Seq_MMeV/Recife_PE.BRA/16.13/2_a_25.13

12Seq_MMeV/Goiana_PE.BRA/19.13/4_a_30.13

MMeV/Recife_PE.BRA/25.13/2; MMeV/Recife_PE.BRA/24.13;
MMeV/Recife_PE.BRA/23.13/2; MMeV/Recife_PE.BRA/20.13/5;
MMeV/Recife_PE.BRA/19.13/7; MMeV/Recife_PE.BRA/19.13/3;
MMeV/Recife_PE.BRA/19.13/2; MMeV/Recife_PE.BRA/18.13/7;
MMeV/Recife_PE.BRA/18.13/6; MMeV/Recife_PE.BRA/18.13/3;
MMeV/Recife_PE.BRA/18.13; MMeV/Recife_PE.BRA/16.13/2
MMeV/Recife_PE.BRA/4.14/9

MMeV/Goiana_PE.BRA/30.13; MMeV/Goiana_PE.BRA/29.13;
MMeV/Goiana_PE.BRA/28.13; MMeV/Goiana_PE.BRA/26.13/3;
MMeV/Goiana_PE.BRA/26.13/2; MMeV/Goiana_PE.BRA/26.13;
MMeV/Goiana_PE.BRA/25.13/5; MMeV/Goiana_PE.BRA/25.13/4;
MMeV/Goiana_PE.BRA/20.13/2; MMeV/Goiana_PE.BRA/20.13;
MMeV/Goiana_PE.BRA/19.13/4 MMeV/Goiana_PE.BRA/45.13/4

2Seq_MMeV/Bauru_SP.BRA/52.12_2.13
2Seq_MMeV/Camaragibe_PE.BRA/18.13_19.13/9

MMeV/Bauru_SP.BRA/52.12; MMeV/Bauru_SP.BRA/2.13
MMeV/Camaragibe_PE.BRA/18.13;
MMeV/Camaragibe PE.BRA/19.13/9

10

2Seq_MMeV/Martinopolis_CE.BRA/37.14/3_37.14/4

2Seq_MMeV/ltapipoca_CE.BRA/5.14/9_9.14
2Seq_MMeV/RiodeJaneiro_RJ.BRA/37.14_37.14/2

2Seq_MMeV/Sobral_CE.BRA/22.14_24.14
2Seq_MMeV/SenadorSa_CE.BRA/46.14 48.14

MMeV/Martinopolis_CE.BRA/37.14/3;
MMeV/Martinopolis_CE.BRA/37.14/4
MMeV/ltapipoca_CE.BRA/9.14; MMeV/Itapipoca_CE.BRA/5.14/9
MMeV/RiodeJaneiro_RJ.BRA/37.14;
MMeV/RiodeJaneiro_RJ.BRA/37.14/2
MMeV/Sobral_CE.BRA/22.14; MMeV/Sobral_CE.BRA/24.14
MMeV/SenadorSa_CE.BRA/46.14; MMeV/SenadorSa_CE.BRA/48.14

2Seq_MMeV/Trairi_CE.BRA/5.14/11_5.14/12
3Seq_MMeV/Caucaia_CE.BRA/48.14_14.15/3

MMeV/Trairi_CE.BRA/5.14/12; MMeV/Trairi_CE.BRA/5.14/11
MMeV/Caucaia_CE.BRA/49.14/4; MMeV/Caucaia_CE.BRA/48.14;
MMeV/Caucaia_CE.BRA/14.15/3

3Seq_MMeV/Escada_PE.BRA/32.13_a_36.13

4Seq_MMeV/JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/31.13_a_48.1
3

MMeV/Escada_PE.BRA/32.13; MMeV/Escada_PE.BRA/34.13;
MMeV/Escada_PE.BRA/36.13
MMeV/JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/31.13;
MMeV/JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/43.13/2;
MMeV/JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/43.13/3;
MMeV/JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/48.13

17

8Seq_MMeV/Goiana_PE.BRA/45.13_a_01.14

9Seq_MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/25.13/6_a_38.1
3

MMeV/Goiana_PE.BRA/45.13/3; MMeV/Goiana_PE.BRA/47.13/3;
MMeV/Goiana_PE.BRA/48.13; MMeV/Goiana_PE.BRA/49.13;
MMeV/Goiana_PE.BRA/49.13/3; MMeV/Goiana_PE.BRA/50.13;
MMeV/Goiana_PE.BRA/52.13; MMeV/Goiana_PE.BRA/1.14/2
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/25.13/6;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/27.13/2;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/27.13/3;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/27.13/4;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/28.13/3;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/29.13/3;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/31.13/2;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/35.13;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/38.13

3Seq_MMeV/Fortaleza_CE.BRA/15.14_a_21.14

MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/15.14; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/19.14;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/21.14

2Seq_MMeV/Fortaleza_CE.BRA/10.14_12.14

MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/10.14; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/12.14

22

22Seq_MMeV/Recife_PE.BRA/30.13_a_8.14

MMeV/Recife_PE.BRA/30.13/2; MMeV/Recife_PE.BRA/42.13;
MMeV/Recife_PE.BRA/43.13; MMeV/Recife_PE.BRA/45.13;
MMeV/Recife_PE.BRA/45.13/2; MMeV/Recife_PE.BRA/45.13/7;
MMeV/Recife_PE.BRA/45.13/8; MMeV/Recife_PE.BRA/46.13;
MMeV/Recife_PE.BRA/47.13; MMeV/Recife_PE.BRA/47.13/2;
MMeV/Recife_PE.BRA/48.13/2; MMeV/Recife_PE.BRA/48.13/3;
MMeV/Recife_PE.BRA/48.13/4; MMeV/Recife_PE.BRA/49.13/3;
MMeV/Recife_PE.BRA/49.13/5; MMeV/Recife_PE.BRA/50.13;
MMeV/Recife_PE.BRA/50.13/3; MMeV/Recife_PE.BRA/50.13/4;
MMeV/Recife_PE.BRA/51.13; MMeV/Recife_PE.BRA/3.14/10;
MMeV/Recife_PE.BRA/4.14/12; MMeV/Recife_PE.BRA/8.14/3

6Seq_MMeV/Forquilha_CE.BRA/31.14/2_a_36.14

MMeV/Forquilha_CE.BRA/32.14; MMeV/Forquilha_CE.BRA/32.14/2;
MMeV/Forquilha_CE.BRA/33.14; MMeV/Forquilha_CE.BRA/35.14;
MMeV/Forquilha_CE.BRA/31.14/2; MMeV/Forquilha_CE.BRA/36.14

9Seq_MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/16.13/5_a_24.13

MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/24.13/2;
MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/22.13;
MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/20.13/6;
MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/20.13/3;
MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/19.13/6;
MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/19.13;
MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/18.13;
MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/17.13;
MMeV/VitoriaDeSantoAntao_PE.BRA/16.13/5
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2Seq_MMeV/Caruaru_PE.BRA/38.13/2_7.14/3 MMeV/Caruaru_PE.BRA/38.13/2; MMeV/Caruaru_PE.BRA/7.14/3

7Seq_MMeV/JoaoPessoa_PB.BRA/21.13_a_24.13 MMeV/JoaoPessoa_PB.BRA/22.13/6;
MMeV/JoaoPessoa_PB.BRA/24.13/3;
MMeV/JoaoPessoa_PB.BRA/22.13/5;
MMeV/JoaoPessoa_PB.BRA/22.13/4;
MMeV/JoaoPessoa_PB.BRA/22.13/3;
MMeV/JoaoPessoa_PB.BRA/21.13/2;
MMeV/JoaoPessoa_PB.BRA/21.13

2Seq_JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/18.13_19.13 JaboataoDosGuararapes_PE.BRA/19.13/10;
MMeV/JaboataoDosGuararapes PE.BRA/18.13
4Seq_MMeV/Uruburetama_CE.BRA/5.14_a_14.14 MMeV/Uruburetama_CE.BRA/5.14/10;

MMeV/Uruburetama_CE.BRA/8.14/2;
MMeV/Uruburetama_CE.BRA/8.14;
MMeV/Uruburetama_CE.BRA/14.14
5Seq_MMeV/Massape_CE.BRA/28.14_a_36.14 MMeV/Massape_CE.BRA/33.14/2; MMeV/Massape_CE.BRA/36.14;
MMeV/Massape_CE.BRA/29.14/3; MMeV/Massape_CE.BRA/29.14/2;
MMeV/Massape_CE.BRA/29.14; MMeV/Massape_CE.BRA/28.14
5Seq_MMeV/SaoPaulo_SP.BRA/5.14_a_7.14 MMeV/SaoPaulo_SP.BRA/7.14; MMeV/SaoPaulo_SP.BRA/6.14/2;
MMeV/SaoPaulo_SP.BRA/6.14; MMeV/SaoPaulo_SP.BRA/5.14/7;
MMeV/SaoPaulo_SP.BRA/5.14/3
5Seq_MMeV/Paulista_PE.BRA/16.13_21.13 MMeV/Paulista_PE.BRA/21.13; MMeV/Paulista_PE.BRA/19.13/5;
MMeV/Paulista_PE.BRA/18.13/8; MMeV/Paulista_PE.BRA/16.13/3;
MMeV/Paulista_PE.BRA/16.13
5Seq_MMeV/Olinda_PE.BRA/12.13/2_a_26.13 MMeV/Olinda_PE.BRA/26.13/4; MMeV/Olinda_PE.BRA/25.13;
MMeV/Olinda_PE.BRA/15.13; MMeV/Olinda_PE.BRA/13.13;
MMeV/Olinda_PE.BRA/12.13/2

78Seq_MMeV/Fortaleza_CE.BRA/52.13_a_19.15 MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/52.13; MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/03.14;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/1.14; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/1.14/3;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/19.14; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/2.14;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/2.14/2; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/2.14/3,;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/2.14/4; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/2.14/5;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/2.14/6; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/3.14;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/3.14/2; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/3.14/3;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/3.14/4; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/3.14/5;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/3.14/7; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/3.14/8;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/3.14/9; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/4.14;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/4.14/11; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/4.14/2;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/4.14/3; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/4.14/4;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/4.14/5; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/4.14/6;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/4.14/7; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/4.14/8;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/41.14; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/42.14;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/46.14/2; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/48.14/2;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/48.14/4; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/49.14;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/49.14/2; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/49.14/3,;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/49.14/5; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/5.14;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/5.14/2; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/5.14/4;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/5.14/5;  MMeV/Fortaleza_CE.BRA/5.14/6;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/50.14/2; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/50.14/3;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/50.14/4; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/50.14/5;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/51.14; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/51.14/2;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/51.14/4; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/51.14/5;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/52.14; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/52.14/2;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/52.14/3; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/52.14/5;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/53.14; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/53.14/2;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/53.14/3; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/7.14/2;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/1.15/3; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/1.15/4;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/2.15; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/2.15/2;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/3.15; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/4.15;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/4.15/2; MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/4.15/3;
MMeV/Fortaleza_CE.BRA/5.15; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/5.15/2;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/6.15; MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/7.15;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/10.15; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/10.15/2;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/11.15; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/12.15;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/14.15; MMeV/Fortaleza_CE.BRA/14.15/2;
MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/16.15; MMeV/Fortaleza_ CE.BRA/19.15

7Seq_MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/12.13_23.13 MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/23.13/3;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/23.13
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/22.13/2;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/21.13/4;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/15.13/2;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/14.13,;
MMeV/CaboDeSantoAgostinho_PE.BRA/12.13
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THE ROLE OF CHARACTERISING MEASLES IN THE
BRAZILIAN SURVEILLANCE PROGRAMME: A MOLECULAR
EVALUATION OF RECENT OUTBREAKS FROM 2013-2015

Suelen Soares da Silval?, Xénia Romeu Lemos?, Jalusy de Almeida Bezerral, Paola
Cristina Resende?, Helene Shultz3, Alberto Severini®, David Brown?, Marilda Siqueira®
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Measles virus (MeV) belongs to Paramyxoviridae family, its genome is composed of SS
RNA. It is classified into 24 genotypes based on nucleoprotein (N) gene. MeV is a single
serotype, it is highly contagious and since 1960s, a vaccine has been available. In 2016,
the Americas region achieved MeV elimination, although MeV continues to circulate
worldwide and the risk of imported cases remains.

In Brazil, imported cases and small outbreaks have occurred since 2000. However, in
2013 a large outbreak started in northeast Brazil and circulation of virus continued until
2015. The aim of this study is to characterize the sequence of the MeV strains detected
from 2013 to 2015, to compare with epidemiological data and to describe the origin and
spread of outbreak in the Northeast region. To conduct this study we sequenced the N
gene to genotype the strains and the hypervariable region (MF-UTR) to classify lineages
inside the genotypes. Phylogenetic and evolutionary reconstruction were conducted with
the genetic data obtained and compared to epidemiological data.

The genetic characterization identified three genotypes B3, D4 and D8 in Brazil during
2013 to 2015. Strains B3 and D4 were found as isolated imported cases, however the
D8 genotype was introduced in southeast and northeast regions in 2013 and spread in
the northeast States of Pernambuco and Ceara. Using MF-UTR Bayesian analyses, it
was possible to observe that at least two lineages were introduced during the D8
outbreak in northeast Brazilian region. However, further analyses are being conducted
to understand better the spread of D8 outbreak.

This study reinforce the value of molecular and epidemiological surveillance of MeV and
highlight the importance of sequencing the MF-UTR region to elucidate the evolutionary
dynamics of genotypes during the course of an outbreak.
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Measles virus (MeV) belongs to Paramyxoviridae family, its genome is composed of SS
RNA. It is classified into 24 genotypes based on nucleoprotein (N) gene. MeV is a single
serotype, it is highly contagious and since 1960s, a vaccine has been available. In 2016,
the Americas region achieved MeV elimination, although MeV continues to circulate
worldwide and the risk of imported cases remains.

In Brazil, imported cases and small outbreaks have occurred since 2000. However, in
2013 a large outbreak started in northeast Brazil and circulation of virus continued until
2015. The aim of this study is to characterize the sequence of the MeV strains detected
from 2013 to 2015, to compare with epidemiological data and to describe the origin and
spread of outbreak in the Northeast region. To conduct this study we sequenced the N
gene to genotype the strains and the hypervariable region (MF-UTR) to classify lineages
inside the genotypes. Phylogenetic and evolutionary reconstruction were conducted with
the genetic data obtained and compared to epidemiological data.

The genetic characterization identified three genotypes B3, D4 and D8 in Brazil during
2013 to 2015. Strains B3 and D4 were found as isolated imported cases, however the
D8 genotype was introduced in southeast and northeast regions in 2013 and spread in
the northeast States of Pernambuco and Ceara. Using MF-UTR Bayesian analyses, it
was possible to observe that at least two lineages were introduced during the D8
outbreak in northeast Brazilian region. However, further analyses are being conducted
to understand better the spread of D8 outbreak.

This study reinforce the value of molecular and epidemiological surveillance of MeV and
highlight the importance of sequencing the MF-UTR region to elucidate the evolutionary
dynamics of genotypes during the course of an outbreak.
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10.6 TABELA FORNECIDA PELA SIEMENS/DADE BEHRING, ENZYGNOST®
ANTI-MEASLES VIRUS/IgG

ALPHA EVALUATION OF VIROLOG. ENZYGNOST IgG TESTS
[TEST : [Anti-Measles/IgG | o ]
Test [ Failed ]
Choose a different test
Ag - CoAg Mean value
0,000
0,000 0,000
[ Correction factor : #DIV/O! |
Sample ID oD oD Corrected Result Qualitative
A CoA oD mlU/ml Result
1 #DIV/0! HH #DIV/0! #DIV/0!
2 #DIV/0! HH# #DIV/0! #DIV/0!
3 #DIV/0! HH #DIV/0! #DIV/0!
4 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
5 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
6 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
7 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
8 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
9 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
10 #DIV/0! iid #DIV/0! #DIV/0!
11 #DIV/0! HH #DIV/0! #DIV/0!
12 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
13 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
14 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
15 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
16 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
17 #DIV/0! Giiid #DIV/0! #DIV/0!
18 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
19 #DIV/0! Liid #DIV/0! #DIV/0!
20 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
21 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
22 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
23 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
24 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
25 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
26 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
27 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
28 #DIV/0! iid #DIV/0! #DIV/0!
29 #DIV/0! HH# #DIV/0! #DIV/0!
30 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
31 #DIV/0! iaid #DIV/0! #DIV/0!
32 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
33 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
34 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
35 #DIV/0! Giiid #DIV/0! #DIV/0!
36 #DIV/0! kiiid #DIV/0! #DIV/0!
37 #DIV/0! HH #DIV/0! #DIV/0!
38 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
39 #DIV/0! iaid #DIV/0! #DIV/0!
40 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
41 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
42 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
43 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
44 #DIV/0! Kiiid #DIV/0! #DIV/0!
45 #DIV/0! iiid #DIV/0! #DIV/0!
46 #DIV/0! iid #DIV/0! #DIV/0!
47 #DIV/0! Liid #DIV/0! #DIV/0!
48 #DIV/0! kiiid #DIV/0! #DIV/0!
* If the test fails, the results should not be released. Cut off : 0.1 AA
If samples have been diluted 1:2310 all results have to be multiplied by factor 10 Retest range : >=0.1 AA - <=0.2 AA
User : |
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