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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Virginia Nhabomba Chambe
Os Enterovirus humanos (HEV) pertencem a familia Picornaviridae. A identificacédo

molecular dos sorotipos baseada no sequenciamento do gene VP1 levou a que
fossem classificados em quatro espécies (A a D). A maior parte das infeccbes por
Enterovirus (EVs) sdo consideradas assintomaticas mas cerca de 1% delas pode
causar doenca grave, principalmente em criangas e imunocomprometidos. A principal
via de transmisséo € a fecal-oral. A diarreia € considerada a 32 causa de mortalidade
em menores de 5 anos em Mocambique. No entanto, 30 a 40% de casos sao de
etiologia desconhecida. Este estudo teve como objectivo identificar Enterovirus nao-
polio em amostras de fezes de criancas menores de 15 anos com diarreia aguda na
cidade de Maputo. Foi realizado um estudo transversal no qual foram colhidas um total
de 227 amostras fecais nos Hospitais Gerais de Mavalane e José Macamo, no periodo
de Maio de 2014 a Dezembro de 2015. Estas amostras foram processadas usando a
técnica de RT-PCR, onde se obteve o resultado de 14% de positividade a pesquisa
de Enterovirus Nao-Pdlio (EVNP) (32 amostras positivas). As amostras positivas
foram enviadas ao laboratério de referéncia de enterovirus para testes de
confirmacédo. Testadas pelo método Real Time PCR obteve-se o resultado de 29
positivas e 3 indeterminadas. Ja pelo isolamento viral, foi possivel apurar a identidade
viral de 19 amostras tendo sido isolados os seguintes sorotipos: E3, E13, E31, CV-
Al13, CV-A20, CV-A24 e 0 EV-C99. A maior taxa de deteccdo dos EVNP foi registada
em criangas dos 0 aos 24 meses e nas criangas que possuiam uma alimentacao
diversificada. Estes resultados sugerem a participacdo destes patdégenos em quadros
de GEA. No entanto, para verificar a associacdo destes com a doenca seria

necessario realizar um estudo caso-controle.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Virginia Nhabomba Chambe
Human enterovirus (HEV) belongs to the Picornaviridae family. The molecular

identification of serotypes based on the sequencing of the VP1 gene led to their being
classified in species A to D. The majority of enterovirus infections are asymptomatic,
however 1% can cause severe and even fatal disease in children and
immunocompromised individuals. The main route of transmission is fecal-oral. AlImost
all children suffer from various episodes of diarrhea during their first years of life.
Diarrhea is considered the 3™ cause of mortality in children under 5 years of age in
Mozambique. However, 30 to 40 % of the cases are of unknown etiology. This study
aimed to identify non-polio enterovirus in fecal samples of children under 15 years of
age with acute diarrhea in Maputo city. A cross-sectional study was carried out in which
a total of 227 faecal samples were collected at the General Hospitals of Mavalane and
José Macamo from May 2014 to December 2015. These samples were processed
using the RT-PCR technique, resulting in 32 positive samples (14% of positivity to
NPEV). Positive samples were sent to the FioCruz / Brazil enterovirus reference
laboratory where tests were performed to confirm viral identity. Tested by the Real
Time PCR method, the result was 29 positive and 3 undetermined. It was possible to
determine the viral identity of 19 samples and the following serotypes were isolated:
E3, E13, E31, CV-Al13, CV-A20, CV-A24 and EV-C99. The highest detection rate of
non-polio enterovirus was recorded in children from 0 to 24 months and in children
who had a diversified diet. This results suggest the participation of these pathogens in
GEA. However, to verify the association of those with the disease would be necessary
to perform a case-control study.

Keywords: Enterovirus; Diarrhea; RT-PCR
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais

Os enterovirus ndo polio pertencentes ao género Enterovirus e a familia
Picornaviridae, estdo associados a doencas agudas e cronicas em humanos
(Pallansch & Roos, 2001). A maioria das infec¢des por enterovirus sdo consideradas
assintomaticas, porém, cerca de 1% delas pode causar doenca severa com alta
mortalidade e morbilidade, principalmente em lactentes, criancas jovens e em

individuos imunodeprimidos (Pallansch & Roos, 2001).

Os Enterovirus séo virus pequenos, medem cerca de 30 nm de diametro, contém uma
fita inica de RNA e ndo possuem envelope. O capsideo destes virus é icosaédrico e
contém 60 subunidades que consistem de 4 proteinas estruturais (VP1 a VP4). O RNA
do enterovirus mede aproximadamente 7,5 kb de comprimento e codifica proteinas
estruturais, RNA polimerase, outros polipeptideos necessarios a replicacao viral, além
de 2 regides nao traduzidas nas extremidades 5’ e 3’ da molécula de RNA (Ketsuriane
& Parashar, 2009).

Com base nas sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos dos genes das proteinas
virais, os Enterovirus foram sub-agrupados em sete espécies. A homologia das
sequéncias na regiao 3’ nao codificada do genoma e a analise do gene da proteina
VP1, permitiu que os Enterorivus que afectam os humanos fossem classificados em
A, B, C e D (HEV-A a D) e Rhinovirus humanos (HRV-A a C) que abrangem um
namero crescente de sorotipos: Poliovirus (tipo 1 a 3); virus coxackie A (tipos 1 a 14,
16,17,19 a 22 e 24) e B (tipos 1 a 6), virus echo (tipos1a 7,9, 11 a 21,24 a27e 29
a 33); e enterovirus numerados (tipos 68 a 71 e 73 a 109) e que constituem a maior

preocupacao na saude publica (Oberste et al. 1999; Rao et al., 2013).

Os enterovirus estdo entre os virus mais comuns em todo o mundo. Em regides de
clima temperado, a incidéncia das infec¢fes atinge o pico durante os meses de verao
e outono (junho a outubro) e nos trépicos, a transmisséo ocorre durante o ano todo
(Khetsuriani & Parashar, 2009). Os factores predisponentes ao desenvolvimento de
doencas causadas por enterovirus incluem sexo masculino, condi¢cdo socioeconémica
precéria, residéncia em areas urbanas, saneamento precério e condi¢des de vida em

aglomeracao (Khetsuriani & Parashar, 2009).
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Os enterovirus sdo encontrados no meio ambiente (p. ex. no esgoto, agua, como em
rios, lagos e outros reservatorios e na dgua do mar), pois sdo excretados em grandes

quantidades através das fezes de pessoas infectadas (Khetsuriani & Parashar, 2009).

O periodo de incubacao dos enterovirus € de 3 a 7 dias (podendo variar de 1 a 35
dias). A excrecao dos enterovirus pelo individuo infectado comeca ao final do periodo
de incubacéo, sendo que os pacientes sdo mais infecciosos logo antes e pouco depois
do surgimento da doenca (Khetsuriani & Parashar 2009).

Os enterovirus podem causar doengas como a Poliomielite, Doenca febril, Meningite
asseptica, encefalite, errupcdes inespecificas, Herpangina, doenca da méo, pé e boca,
Miocardite, Pancreatite, Pleurodinia, Infeccdes sistémicas neonatais, Infec¢éo crénica
em hospedeiro imunocomprometido, Conjutivite hemorragica aguda, Doencas
respiratérias, Exantema, Pancreatite, Diarreias e varias outras doencas que podem
afectar o sistema nervoso central resultando num quadro de Paralisia/Paresia flacida
aguda. Também podem ser implicados em doencas cronicas severas como a diabetes
mellitus tipo 1, cardiomiopatia congestiva e doencas neromusculares (Witsé et al,
2006; Khetsuriani & Parashar, 2009; Alves et al., 2014).

As doencas diarreicas sdo a maior causa de morbilidade e mortalidade em lactentes
e criancas jovens e adultos. A gastroenterite aguda (GEA) € a terceira causa de
mortalidade em criancas menores de 5 anos de idade, especialmente nos paises em
desenvolvimento, representando cerca de 1.5 bilides de episodios e 1.5-2.5 milhdes
de morte anualmente no mundo (Parashar et al., 2003).

Quase todas as criancas sofrem varios episédios de diarreia durante os primeiros 7
anos de vida. Varios agentes etioldgicos como virus, bactérias, protozoarios bem
como agentes nao infecciosos causam diarreia aguda (Rao et al., 2013) Dentre os
agentes virais, o rotavirus, calcivirus, astrovirus e adenovirus contribuem para uma

carga significante da doenca (Moraes & Castro, 2014).

1.1.1. Historial dos Enterovirus

A histéria das enteroviroses é similar a dos poliovirus. Na verdade, muitos dos marcos
nos avangos cientificos sobre poliovirus contribuiram de forma muito significativa para

o estudo virologia(Pallansch & Roos, 2001).



Acredita-se que a poliomielite seja umas das doencas mais antigas que conhecida e
pensa-se que a imagem de um jovem com um membro atrofiado, presente no interior
de uma piramide, em uma regido Egipcia no segundo milénio antes de Cristo, seja
uma sequela da poliomielite ( Johnson, 1998). As descri¢des clinicas da poliomielite
foram feitas em 1800, com relatos de paralisia com febres. Em 1900, comeca uma
nova era na investigagao sobre a poliomielite e comega o entendimento do mecanismo
natural da infecgéo por esta doenca. Wickman e colaboradores (1907) reconheceram
a transmissao natural da poliomielite, a importancia dos individuos assintomaticos na
tranmissao do poliovirus e o papel das infec¢des entéricas na patogénese da doenca
(Pallansch & Roos, 2001).

O papel do tracto gastro-intestinal no inicio e na disseminacdo do poliovirus foi mais
tarde confirmado por Trask e colaboradores (1938) e, num estudo classico,
Landsteiner e Popper (1908) identificaram poliovirus como agente etiolégico da
poliomielite e desde entdo este joga um papel importante na biologia e na medicina
(Hogle, 1985). Transmitiram com sucesso a doenca clinica e a sua patologia através
da inoculagdo de casos humanos no sistema nervoso central de macacos (Pallansch
& Roos, 2001).

Apesar destes progressos, houve varios equivocos que inicialmente confundiram os
cientistas e levaram a uma orientacao errada dos esfor¢cos para tomada de medidas
de prevencéo. Baseado em outros estudos, Enders e colaboradores desenvolveram
um estudo de base mostrando que o poliovirus pode se propagar em uma cultura de
tecidos ndo neurais (Enders et al, 1949).

Estas investigacfes tiveram um grande impacto para toda virologia porque indicaram
primeiro que o poliovirus replica-se em varias culturas celulares diferentes dos tecidos
infectados durante a doenca humana, e segundo, que o poliovirus destroi células com
efeito citopatico especifico. Testes de neutralizacdo mostraram que o Poliovirus existe
em 3 serotipos e os testes seroldgicos confirmaram o facto de que muitos individuos
infectados ndo manifestam doenca clinica (Bodian, 1949; Pallansch & Roos, 2001).
Estas investigacbes levaram ao desenvolvimento de uma estrutura sélida para a
preparacao da vacina e esclareceram uma serie de dados desconcertantes tais como
a presenca aparente de segundos ataques da poliomielite. Seguidamente, varias
vacinas foram produzidas, sendo as mais conhecidas a vacina inactivada Salk

administrada pela via intamuscular (licenciada em 1955 nos estados unidos) e a



vacina viva atenuada Sabin (licenciada em 1961-1962), administrada pela via oral
(Pallansch & Roos, 2001).

Os trabalhos com poliovirus tem tido um impacto significativo no campo da virologia
molecular sendo o primeiro virus completamente clonado e sequenciado (Racaniello
& Baltimore, 1981; Kitamura et al, 1981), o primeiro virus RNA animal para o qual foi
construido um clone infeccioso (Racaniello &Baltimore, 1981), e o primeiro virus
humano que teve a sua estrutura tridimensional resolvida através de uma estrutura do
raio X (Hogle et al, 1985).

Em 1989, Raniello e colaboradores identificaram o receptor do poliovirus (PVR), uma
descoberta seguida pela geracdo de ratos que levam o receptor do poliovirus (PVR)

como um transgene (Koike et al, 1991).

Os Coxackievirus do grupo A (CV-A) foram isolados pela primeira vez no ano de 1948
em coxackie, Nova york, durante uma epidemia de poliomielite em fezes de criancas
com paralisia. Estes isolados foram obtidos através da inoculacdo de murganhos
lactentes; a patogenicidade em murganhos diferenciou claramente estes virus do
poliovirus (Melnick et al, 1949).

No ano seguinte, coxackievirus do grupo B (CV-B) foram isolados apartir de casos de
meningite asséptica. Isolados originais de coxackievirus A produziram miosites com
paralisia dos membros traseiros em murganhos bebés, enquanto que coxackievirus
do grupo B produziram uma infec¢é@o generalizada em murganhos bebés com miosites
assim como o envolvimento do cérebro, pancreas e coracdo (Melnick et al, 1949).
Echovirus (E) foram isolados peprimeira vez de amostras de individuos assintomaticos
(Robbins et al, 1951). Foi lhes atribuido este nome porque sdo isolados entéricos,
causam efeito citopatico em culturas celulares, foram isolados em humanos. Estudos
subsequentes tém mostrado que echoviroses causam realmente uma variedade de

doencas em humanos (Apostol et al, 2012; Rao et al, 2013).

1.1.2. Propriedades fisicas e quimicas dos Enterovirus

Os membros do género enterovirus distinguem-se dos outros membros da familia
Picornaviridae através das suas propriedades fisicas como a sua densidade no cloreto
de césio e a sua estabilidade em acidos fracos. Aspectos relacionados com a

patologia, transmissdo e epidemiologia geral dos enterovirus estdo directamente



relacionados com as propriedades biofisicas e o ciclo de vida citolitico destes virus
(Corredor & Lago, 2016 ).

Os virus infecciosos sao relativamente resistentes a varios desinfectantes comuns de
laboratorio, incluindo o etanol a 70%, isopropanol, lisol diluido e compostos de amdnio
quaternario. Estes virus sdo insensiveis a solventes de lipidos, incluindo o éter e o
cloroférmio e sdo estaveis a varios detergentes a temperatura ambiente. Formaldeido,
gluteraldeido, acidos fortes, hipoclorito de sédio e cloro residual sédo substancias que
inactivam os enterovirus. A concentracdo, o pH, materiais organicos estranhos, e o
tempo de contacto afecta o grau de inactivacédo por estes componentes. Uma similar
inactivacéo é possivel quando o virus esté presente em fomites, embora as condi¢des
podem ndo ser exactamente as mesmas (Abad et al, 1997). Em geral, muitos
reagentes que inactivam os enterovirus sdo dependentes da modificacdo quimica
activa do virido, enquanto que muitos solventes extractivos nao tém efeito (Pallansch
& Roos, 2001).

Muitos enterovirus sdo prontamente inactivados a 42°C, embora alguns agentes
redutores sulfidricos possam estabilizar o virus de modo a que seja relativamente
estavel a 50°C (Ackermann et al, 1990; Dorval et al, 1989). O processo de inactivacéo
térmica involve muitos passos culminando na libertacao irreversivel do RNA das
particulas alteradas do virido. A relativa sensibilidade a elevacdes modestas de
temperatura faz com seja possivel usar a pasteuriza¢do para inactivar enterovirus em
varias preparacdes biologicamente activas (Hilfenhaus& Nowak, 1994).

A luz ultravioleta pode ser usada para inactivar os enterovirus particularmente nas
superficies. O processo de secagem em superficies reduz significativamente o titulo
do virus embora o grau de reducédo desse titulo seja relativo a porosidade da superficie
e da prasenca de material organico (Abad et al, 1994).

A inactivacdo da infectividade pode ser possivel em determinadas circunstancias,
entretanto, a PCR pode ser usada para amplificar o RNA viral mesmo depois da

inactivacdo do virus (Ma et al, 1994).

1.1.3. Estrutura dos enterovirus

Os EV sao virus RNA de cadeia simples de aproximadamente 7.4 kb que serve como

modelo para a traducdo de proteinas virais e para a replicacdo do RNA. O genoma
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estd dividido em quatro regides: uma regido longa nao codificadora de
aproximadamente 740 nucleotideos chamada 5'NC, seguido de um quadro aberto de
leitura (do inglés, ORF) de aproximadamente 6600 nucleotideos. Em seguida, uma
pequena regido nao codificante (possuindo entre 70 e 100 nucleotideos) chamada
3'NC e finalmente uma cadeia terminal poliadenilada (Romero JR, 2007; Minor PD &
Muir, 2009).

No interior da regido 5'NC existe uma regidao que serve de porta de entrada no
ribossoma (do inglés IRES) a qual permite a traducao directa da poliproteina. Além
disso, esta regido estd ligada de forma covalente a uma pequena proteina
denominada VPg, de aproximadamente 7 kb, necessaria para a sintese de RNA. A
regido 3'NC também joga um papel importante na replicacdo de RNA viral (Ricaniello,
2007; Knowles et al, 2012).

A OREF inicia aproximadamente no nucleétido 740 e termina no nucleétido 7370. O
RNA actua como um mensageiro cujo produto de traducao € uma poliproteina de 250
kDa de peso molecular. Esta poliproteina é submetida a cortes especificos para formar
trés polipéptidos, P1, P2 e P3 (figura 1). A regido P1 sofre clivagens sucessivas para
formar o capsideo viral (figura 2), formando cinco cépias de VP1, VP3 e VPO
(percursor de VP2 e VP4) dentro das subunidades, com a montagem posterior de 12
destes pentameros dentro de um capsideo dodecaédrico completo (Romero JR, 2007;
Minor & Muir, 2009).

A encapsulacéo de RNA viral esta associada a clivagem final das proteinas VPO, VP2
e VP4. As regifes P2 e P3 codificam sete proteinas ndo estruturais (2A, 2B, 2C, 3A,
3B, 3C e 3D) que sao essenciais para o ciclo de vida do virus com as funcdes
conhecidas, incluindo a actividade de polimerase, produtos de clivagem proteolitica
de traducdo e inibicdo da sintese de proteinas das células hospedeiras (Romero JR,
2007; Knowles et al, 2012).
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Figura 1IEsquemado genoma de enterovirus, mostrando suas diferentes regides e locais de clivagem
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(referéncia: http://viralzone.expasy.org/all_by species/97.html)

A céapside dos EV é composta por 60 copias de cada uma das quatro proteinas nao

estruturais (VP1-VP4). Estas sdo organizadas em uma estrutura icosaédrica que tem


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/97.html
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/97.html

simetria de rotacao 5: 3: 2. Cada uma destas quatro proteinas se associam para formar
uma sub-unidade denominada protdmero, na qual as trés principais proteinas (VP1-
VP3) estéo dispostas na superficie do virido e o pequeno peptideo VP4 se localiza no
interior; a associacdo de 5 protdbmeros forma um pentamero e a associacédo de 12

pentameros constitui o icosaédrico (Torres, 2015).

As proteinas do capsideo tem as seguintes funcdes: 1) Proteger o RNA genémico de
endonucleases ambientais; 2) Reconhecer os receptores celulares especificos,

processo fundamental na determinacdo de hospedeiros e do tropismo celular;

3) Determinar a antigenicidade; 4) Emitir sinais de desmontagem para a libertacao de

empacotamento do RNA gendmico durante a maturagéo do virido (Racaniello, 2007).

A sintese de RNA ocorre ao fim de 3 horas apds a infec¢cao. Depois de 6 a 7 horas, 0s
virides sao visiveis dentro do citoplasma por microscopia eletrénica, e a sua posterior
libertacdo por lise celular, resulta em uma carga de 10% a 10° viries por célula
(Romero JR, 2007; Minor & Muir, 2009).

Figura 2Estrutura do capsideo de enterovirus
Estrutura do capsideo de enterovirus (proteinas VP1, VP2 e VP3 vistos do lado exterior, enquanto que
a proteina VP4 na face interna)

(Referéncia:http://viralzone.expasy.org/all_by species/97.html)

1.1.4. Caracteristicas Antigénicas

Os Enterovirus séo virus RNA simples com um capsideo altamente estruturado.
Apesar do material genético limitado, a evolucdo dentro destes virus tem resultado
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num grande numero de membros distintos. Esta variabilidade foi categorizada
antigenicamente como serotipos (Pallansch & Roos, 2001). Cada serotipo tem uma
especificidade em relagéo a resposta imunoldgica do hospedeiro humano, a proteccao
contra a doenca, o tipo de receptores do hospedeiro e a magnitude da doenca clinica
(Pallansch & Roos, 2001).

A classificacdo original dos enterovirus em poliovirus, coxsackievirus A e B e
echovirus basea-se na capacidade de causar uma doenca especifica (poliovirus), na
patogenicidade em camundongos lactentes (coxsackievirus) e no crescimento em
culturas celulares (echovirus) (Faleye et al, 2016).

Apesar da distingdo dos enterovirus baseada nas diferencas na antigenicidade e na
patogenicidade em camundongos, o0 virus coxsackie B e varios echovirus sao
geneticamente relacionados entre si como séo os poliovirus e alguns coxsackievirus
A (Mertens et al, 1983)

1.1.5. Propagacéo em culturas celulares

Uma das caracteristicas mais relevantes dos EV € a sua natureza citolitica e de
replicagdo em culturas celulares. Por muitos anos o Poliovirus foi protétipo da infeccéo
litica viral. Ao microscépio o efeito citopatico caracteristico pode ser observado dentro
de 1 a 7 dias, onde se pode observar o arredondamento das células, encolhimento,
picnose nuclear, refractilidade e degeneracéo celular (Pallansch & Roos, 2001).

Este efeito pode ser observado em menos de 24 horas se o inOculo tiver bastante
particulas infecciosas, mas, pode levar varios dias a ser observado se o indculo tiver
pequeno numero de virides. Alguns enterovirus ndo causam efeito citopatico ou sé o
fazem depois de varias passagens(Pallansch & Roos, 2001).

Em geral, uma vez observado um foco de efeito citopatico, hd uma rapida
disseminacdo da infeccdo pelas células e uma total destruicdo da monocamada, as
vezes s6 em algumas horas. A natureza do efeito citopatico em varias linhas celulares
€ tao caracteristico que torna-se possivel fazer um diagnostico presuntivo da infec¢ao
por EV logo no inicio das mudancas citopaticas, embora alguns componentes da
amostra inoculada podem produzir um efeito toxico nas primeiras 24h que pode se
confundir com um efeito citopatico viral (Pallansch & Roos, 2001).

Para dessipar as duvidas, deve-se fazer uma passagem adicional para permitir que 0s
componentes toxicos da amostra possam ser diluidos, permitindo que a célula
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mantenha a sua viabilidade ou que o virus se amplifique e produza o efeito citopatico.
A infeccdo de células alvo depende da ligacédo dos virus aos receptores especificos
na superficie celular (Melnick, 1996).

Os EV usam um grande numero de receptores. Isto tem-se verificado em numerosos
serotipos incluindo o PVR, factor de aceleracdo do decaimento, e a molécula de

adeséo intercelular (Kuhn, 1997).

1.1.6. Infeccdo em animais de experimentagéo

O homem é o hospedeiro natural de todos os enterovirus humanos (lwai et al,2010).
Embora outros Picornavirus sorologicamente distintos, com as mesmas propriedades
fisicas que os enterovirus tenham sido encontrados em muitos animais, estes nédo
causam infeccdes reconheciveis ao ser humano. Por outro lado, alguns animais séo
susceptiveis a infeccdo experimental com enterovirus humanos (Poyry et al, 1999).
Estes incluem primatas ndo-humanos e camundongos transgénicos PVR para
poliovirus, ratos e alguns macacos para o virus Coxsackie A e B, e macacos para
echovirus. A infec¢céo de primatas por enterovirus humano parece ser em grande parte
subclinica, talvez relacionada com a homologia que varios enterovirus simios
compartilham com os virus humanos (Poyry et al, 1999).

Entre os primatas superiores, chimpanzés e gorilas parecem ser capazes de adquirir
a infeccdo do poliovirus e desenvolver a doenca dos seres humanos através duma
exposicdo natural ao virus (Douglas, 1970). Pelo menos um enterovirus humano,
coxsackievirus B5, estd antigenicamente relacionado ao enterovirus porcino que
causa a doenca vesicular dos suinos, com cerca de 50% de homologia genética
(Zzhang,1999).

Estudos genéticos de uma série de estirpes de virus da doenca vesicular dos suinos
e a informacao epidemiolégica adquirida a partir de surtos sugerem fortemente que
um coxsackie B5 humano foi especificamente introduzido em suinos ha varias
décadas (Zhang,1999).

Embora a maioria dos virus coxsackie A sdo cultivados com sucesso em Varios
sistemas de cultura de células, o isolamento a partir de amostras clinicas €, por vezes,
sem sucesso, sendo necessaria a inoculagdo em camundongos lactentes. A
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inoculacao de ratinhos lactentes e a subsequente identificagéo do virus € um processo
semelhante ao da inoculacédo de cultura células. Os dois grupos de virus coxsackie
podem ser distinguidos pela patologia distinta que eles causam em ratos (Pallansch &
Roos, 2001).

Quando infectados com o virus coxsackievirus A, os camundongos recém-nascidos
desenvolvem paralisia flacida e grave degeneracdo do musculo esquelético
(poupando a lingua, coragcdo e sistema nervoso central), e eles podem ter lesdes
renais. A morte geralmente ocorre dentro de uma semana (Pallansch & Roos, 2001).
A infeccao por Coxsackie B prossegue mais lentamente e € caracterizada por paralisia
espastica e tremores associados com encefalomielite, miosite focal, miocardite,
hepatite, pancreatite e células acinares. Os Echovirus, com excepc¢do de alguns
isolados de echovirus tipo 9, geralmente ndo causam doenca em camundongos
(Pallansch & Roos, 2001).

1.1.7. Classificagdo dos EV humanos

Os EV humanos foram inicialmente classificados em 4 grupos tendo como base o0s
padrbes de replicacdo em cultura de células e suas manifestacdes clinicas em
humanos e as manifestacdes observadas ao serem inoculados por via intracraniana
em ratinhos lactentes. (Romero JR, 2007; Minor & Muir, 2009; Knowles et al, 2012).
Estes grupos sao:

1) o poliovirus (PV) agentes que causam a poliomielite em seres humanos,
geralmente ndo patogénica em ratinhos;

2) coxsackie A (CVA) associado com as doencas do siatema nervoso central,
erupcdes da pele em seres humanos, e causadores da paralisia flacida em ratinhos;
3) coxsackie B (CVB) associado com doenca do sistema nervoso central e doencas
cardiacas em seres humanos e causam paralisia asséptica em ratinhos;

4) echovirus (E) os quais ndo causavam doenca humana conhecida e ndo eram
patogénicos em camundongos (Romero JR, 2007; Minor & Muir, 2009; Knowles et al,
2012).

Embora estes critérios foram Uteis por um longo tempo, o surgimento de novos EV e
o desenvolvimento de novas linhas de células deixava cada vez mais dificlil
qualificagcéo, razdo pela qual novos sorotipos reconhecidos como enterovirus eram
numeradas consecutivamente apartir de EV68 (Romero JR, 2007; Minor & Muir, 2009;
Knowles et al, 2012).
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Alguns enterovirus, principalmente echovirus (E) foram inicialmente classificados de
forma errada. Por exemplo, E8 e E1 sdo o mesmo serotipo, E10 € agora reovirus 1,
E28 é agora rinovirus humano 1A, E22 é agora parechovirus humano 1 e E23 é agora
parechovirus humano 2. Do mesmo modo foi determinado que CVA23 e E9, CVAl15 e
CVA1ll, CVA18 e CVA13 sdo o mesmo sorotipo. O virus da hepatite A1 (HAV-1;
género Hepatovirus) foi originalmente nomeado como enterovirus 72; rinovirus
humano 87 é considerado uma variante do EVD68 (Romero, 2007).

Nos ultimos anos os métodos de biologia molecular permitiram a classificacdo dos EV
de uma forma mais clara, principalmente por meio de analise filogenética com base
nas sequéncias completas do gene que codifica a proteina VP1 do virus, a principal
proteina da capside do EV, facto que tem levado ao aumento do niumero de sorotipos

ano apoés ano (Romero, 1999; oberste,2003).

De acordo com a Comisséo Internacional para a Taxonomia de Virus (ICTV) este
género é dividido em 12 espécies. Os enterovirus diferem segundo a sua afinidade
para um tipo de célula, propriedades antigénicas e o0s receptores celulares. No
entanto, em todos os casos o0 habitat natural e o local de replicacao priméario € o tracto

gastrointestinal (Torres, 2015)

Tabela 1: Classificagdo actual dos EV humanos

Nomenclatura actual Nr de serotipos
Enterovirus A 24
Enterovirus B 61
Enterovirus C 23
Enterovirus D 5
Rhinovirus A 80
Rhinovirus B 32
Rhinovirus C 53

Fonte: Comité Internacional para a Taxonomia dos Virus (Knowles N.J et al., 2012)

1.1.8. Transmissao dos Enterovirus

Os enterovirus sao predominantemente transmitidos pela via fecal-oral, embora

7

alguns tenham uma outra via de transmissdo como € o caso do coxsackievirus
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A21(causador de infec¢des respiratorias), que se transmite por via intranasal ou por
aerosois e 0 EV70 (causador de conjutivite hemorragica aguda) que se propaga por
contacto directo com secregbes oculares contaminadas e causam doenga em
humanos de todas as idades embora as infec¢cées sejam mais frequentes em criancas

menores de 5 anos (Oyero et al, 2014).

A transmissdo fecal-oral pode predominar em areas com condicbes sanitarias
precarias, ao passo que transmissao respiratéria pode ser importante em areas mais
desenvolvidas e tém sido reportados casos de diarreia esporadica em estudos
epidemioldgicos (Harada et al., 2009).

Estes virus replicam-se inicialmente na mucosa da faringe e no intestino; esta
replicacdo normalmente e detectavel dentro de 1 a 3 dias. Seguidamente 0s virus
propagam-se para os nédulos linfaticos mesentéricos entrando na corrente sanguinea
(viremia menor) com uma subsequente invasdo dos tecidos do sistema
recticuloendotelial (nédulos linfaticos, figado, baco e medula 6ssea), (Pallansch &
Roos, 2001).

Nesta fase o sistema nervoso central pode ser invadido se o sistema imunolégico do
hospedeiro ndo conseguir conter a replicacéo viral, mas a doenca do SNC tem mais
probabilidade de ocorrer depois da amplificacdo nos tecidos do sistema
reticuloendotelial resultando numa “virémia maior”. Muitos individuos infectados por
enterovirus controlam a infecgao antes da “virémia maior” resultando numa infecgéo
assintomatica (ketsuriane & Parashar, 2009).

O periodo de incubacao dos enterovirus é de 3 a 7 dias, podendo variar de 1 a 35
dias. Em criancas este periodo pode ser menor e associado a algumas manifestacdes
clinicas especificas. Os individuos infectados comegcam a excretar o virus no final do
periodo de incubacao, sendo que os pacientes sdo mais infecciosos pouco antes e
pouco depois da manifestacdo da doenca. Estes virus podem ser encontrados nas
secrecgcdes da faringe, nas fezes, sangue, liquido de vesiculas e no liquido
cerebroespinal (LCE) dependendo do estagio da doenca (Dhole et al, 2009). A
liberacdo do virus nas secre¢bes da faringe e na circulagdo sanguinea ou LCE
normalmente dura 1 semana (em hospedeiros imunocompetentes) mas a excrecao
fecal pode durar até 2 meses mesmo apos a resolucédo dos sintomas clinicos. Em
individuos imunocomprometidos, 0s enterovirus podem persistir por muito mais tempo

ou até por muitos anos (ketsuriane & Parashar, 2009).
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1.1.9. Tropismo celular e tecidual

Uma caracteristica particular de patogénese do poliovirus é a vulnerabilidade selectiva
do neurdnio motor a infec¢@o por poliovirus. Embora a expressao dos receptores de
poliovirus (PVR) influencie na distribuicdo da infeccao por poliovirus (por exemplo, as
células gliais ndo expressam PVR e néo séo infectadas pelo virus), parece que a
correlacdo entre a expressao do PVR num tecido particular e a distribuicdo de virus
no mesmo apos inoculagéo intracerebral e intravenosa é desproporcional (Namoto,
1994).

Por exemplo, existem niveis mais elevados de PVR expresso em figado humano,
pulméo e coragdo do que no cérebro, apesar do facto de que estes tecidos viscerais
normalmente nao estdo relacionados com a infec¢do por poliovirus. Outros factores
como a via de inoculacao, o tecido hospedeiro, factores especificos de células, e os
elementos gendmicos virais desempenham um papel importante na infecciosidade
viral (Namoto, 1994).

As proteinas da capside de poliovirus que interagem com o receptor celular também
podem afectar o tropismo. (Pallansch & Roos, 2001).

Aregido IRES desempenha um papel fundamental na neuroviruléncia pois, sendo uma
parte da regido 5' néo traduzida que afecta a eficiéncia da replicacdo viral pode

também influenciar o tropismo e a viruléncia (Gromeier et al, 1999).

1.1.10. Resposta Imune

O sistema imunoldgico é importante numa infeccdo por enterovirus, pois, no caso de
infeccdo este joga um papel preponderante na proteccédo e aquisicdo duma imunidade
duradoura (Pallansch & Roos, 2001).

A resposta de anticorpos neutralizantes contra o poliovirus foi caracterizada pela
geracdo de anticorpos monoclonais neutralizantes, em seguida pelo crescimento do
virus na presenca do anticorpo para producao de anticorpos monoclonais resistentes
ao virus, e, finalmente, pela identificacédo do epitopo de neutralizacdo do virus por
sequenciamento da regido de codificacdo para as proteinas da capside do virus
(Hogle et al, 1985).

Os locais de neutralizagcdo sao locais antigénicos idénticos geralmente nao
consecutivos, que correspondem a terminais expostas nas proteinas da capside

subindo a partir da superficie dos virus; algumas regides localizadas no interior do
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virus nativo, também podem funcionar como locais de neutralizacdo (Hogle et al,
1985).

Com base nesta abordagem, um numero limitado de locais principais de anticorpos
neutralizantes foi identificado no caso de poliovirus do tipo 1: a terminal BC de VP1;
um site complexo, incluindo residuos de 220 a 222 de VP1 (local 2a) e residuos 169
e 170 e outros de VP2 (local 2b); um local complexo, incluindo os residuos 286 a 290
de VP1 (local 3a); e os residuos 58 e 59 e outros em VP3 (local 3b) (Minor et al, 1986).
Embora apenas um numero limitado de estudos tenha sido realizado para identificar
os locais de neutralizacdo de enterovirus ndo polio, os resultados sugerem
semelhancas na localizacdo dos seus sitios antigénicos aos encontrados no poliovirus
(Pallansch & Roos, 2001).

1.1.11.Imunopatologia dos enterovirus

Numa infeccdo por enterovirus, a resposta das células B e T jogam um papel
preponderante embora algumas infeccbes podem levar a doenca. Para a
imunopatologia de algumas doencas causadas por enterovirus existem algumas
razbes a considerar:

1- As doencas induzidas por enterovirus tém patologia inflamatoria;

2- Os modelos animais experimentais para doencas induzidas por enterovirus
demonstram a importancia da sua susceptibilidade genética e a eficacia do
tratamento com drogas imunossupressoras; e

3- As doencas causadas por enterovirus estdo relacionadas com doencas
humanas que se consideram ter uma contribuicdo auto-imune.

Certas situacdes tém sido verificadas na doenca auto-imune induzida por virus. No

primeiro caso, uma resposta imunitaria dirigida contra o virus reage de modo

cruzado com uma proteina celular e causa a doenga. No outro caso um virus regula
respostas imunologicas ndo especificas que conduzem a patologia (Pallansch &

Roos, 2001).

A activacéo de células T de repouso auto-reactivas pode ser induzida por citocinas

ou outros factores, tais como a libertacdo de auto-antigénio. A presenca de
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citocinas proé-inflamatérias, entdo, activa as células Thl ou macrofagos que

promovem imunopatologia (Pallansch &Roos, 2001).

1.1.12. Epidemiologia

Os enterovirus sdo encontrados na superficie e nas aguas subterrdneas em todo o
mundo. Nos tropicos o tempo de vida destes é mais longo nas aguas subterraneas
pois sdo mais frias. Os enterovirus sao regularmente também encontrados em
esgotos, em areas de baixo nivel socioeconémico e no solo (Pallansch &Roos,
2001).

Embora os enterovirus humanos possam ser isolados de vérias fontes ambientais, o
homem é o Unico reservatorio natural destes virus. A sobrevivéncia destes no
ambiente ndo vai além de algumas semanas, embora em certos casos estes possam
sobreviver por alguns meses, mas para que iSsO aconteca certas condicdes
ambientais como o pH neutro, umidade, baixa temperatura e presenca de matéria
organica , devem estar presentes (Romero, 1999).

Um dos determinantes importantes da infeccdo por EV € a idade. A severidade da
infeccdo estd associada a factores como idade, género, receptores das membranas
das células hospedeiras e do ambiente, justificando-se assim a alta prevaléncia em
criancas de baixa classe econémica. A susceptibilidade a infec¢do, a magnitude da
doenca, as manifestacdes clinicas variam de acordo com a faixa etaria (Da silva et al,
2005; Lo et al, 2010).

A maior quantidade e o maior periodo de excreccdo do virus ocorre na infeccao
primaria e depende do serotipo de enterovirus. Muitas infec¢gdes primarias ocorrem
durante a infancia, por isso as criancas sao provavelmente os maiores transmissores
de enteroviroses, particularmente dentro dos agregados familiares. Estas também tém
sintomas clinicos significativos provavelmente por causa da maior exposi¢ao ao virus
durante a infeccéo (Pallansch & Roos, 2001; Ferreira et al, 2012).

Alguns estudos mostram que o sexo masculino é mais susceptivel a infec¢bes e
doencas por enterovirus (Moore et al, 1984; Gondo et al, 1995).

As infeccdes por enterovirus sédo mais frequentes em individuos de baixo nivel socio
economico e em individuos vivendo em areas urbanas e ou com saneamento do meio
precario (Hall et al, 1970; Jenista et al, 1984).
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A ocorréncia de surtos causados por enterovirus tem um padrédo sasonal diferente.
Em climas temperados as enteroviroses ocorrem durante o verao e outono embora 0s
surtos podem continuar até o inverno, enquanto que nos climas tropicais e
semitropicais a ocorréncia tende a ser ao longo de todo ano ou associada com a

estacdo chuvosa (Pallansch & Roos, 2001).

1.1.13. Prevaléncia e incidéncia da doenca

Dados de incidéncia sobre as doencas causadas por determinados tipos de
enterovirus podem ser derivados duma vigilancia longitudinal em perspectiva de uma
populacao definida, ou uma amostra da populacdo, em que a ocorréncia de doenca
e/ou infeccdo pode ser determinada de forma fiavel (Kogon et al, 1969). O programa
de Vigilancia de Virus na década de 1960 nas cidades dos Estados Unidos exemplifica
este tipo de estudo de vigilancia, em que amostras de criancas sujeitas foram obtidos
a cada 2 semanas para avaliacao virologica. Os estudos prospectivos de cohorte sédo
dificeis e extremamente caros, mas, evitam muitas das armadilhas de vigilancia
passiva, e permitem interpretacdes sobre infeccdo e incidéncia da doenca (Kogon et
al, 1969; Cooney, 1972).

1.1.14.Manifestacdes clinicas

A maioria das infec¢des por enterovirus sdo assintomaticas com cerca de 1% delas
podendo causar doenga severa com alta mortalidade e morbilidade, principalmente
em lactentes, criancas jovens e em individuos imunodeprimidos (Rao et al, 2013). Isto
deve-se a varios factores como a viruléncia do sorotipo viral, a dose infectante, a
idade, o sexo, 0 mecanismo de entrada no hospedeiro, o tropismo por determinados
orgdos e o estado imunoldgico do hospedeiro (Da Silva et al, 2005).
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1.1.15. Doencas associadas aos Enterovirus

A tabela 2 abaixo mostra algumas doencas associadas a enterovirus.

Tabela 2: Doencas associadas as infec¢g8es por Enterovirus

Doenga Sinais clinicos EV associados
Poliomielite Paralisia flacida, problemas respiratorios, gripe, | POlio, coxsackie A7,
febre, dor de garganta, nausea, vOomito, dor coxsackie B,

abdominal e raramente, diarréia

Echovirus, EV70, 71

Meningite asséptica

Febre, dor de cabeca, rigidez da nuca, confuséo
mental, vomitos, fotofobia e fonofobia. As vezes,
em criangas pequenas podem-se observar
apenas sintomas inespecificos como
irritabilidade e sonoléncia

Po6lio, coxsackie
coxsackie B5,

Echovirus, EV71

A,

Encefalite

Febres, dor de cabeca, fotofobia, fragueza,
convulsBes, vomitos. Com menos frequéncia
pode ocorrer a rigidez do pescoco, dos membros,
lentiddo nos movimentos, alucinacbes e méa
coordenacao motora.

Polio, coxsackie
coxsackie B5,
Echovirus

6,9,11,24,30, EV71

A,

Herpangina

febre, dor de cabeca, mal-estar, dor de garganta.

Doencga autolimitante

coxsackie
A2,45,8,10,16

Miopericardite

Dispneia, dor toracica, febre, mal-estar;
anormalidades de ECG (elevacdo do segmento
ST, segmento ST inespecifico e anormalidades
de onda T, taquiarritmias ventriculares e blogueio
cardiaco); cardiomegalia; niveis séricos de
enzimas miocardicas

Coxsackie A4,
Coxsackie B; Echo 9,

22

16;

frequentemente aumentados

Pleurodinia Dores musculares, febres, inchago, mialgia Coxsackie B
epidémica
Infeccao letargia, dificuldade de amamentagdo, vomito, | Coxsackie B;
sistémica presenca ou ausencia _qle febre, d!arrt?lg, Echovirus1l
neonatal anorexia, miopericardite, dificuldade respiratoria

como dispneia, e dificuldade cardiaca
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Infeccdo EV cronica

em hospedeiro

infeccdo persistente e cronica do SNC
(meningoencefalite), musculos esqueléticos

Echovirus

possibilidade de envolvimento transiente da
cornea

. ' (sindrome dermatomiosite-simile) e outros
imunocomprometido 6rgdos

Conjuntivite Dor ocular aguda, fotofobia, inchago das | Variante de coxsackie
hemorragica aguda | palpebras, hemorragias subconjuntivais;

24; EV70

Doencas

respiratorias

Doenca febril aguda; coriza, faringite, bronquite,
tragueobronquite, bronquiolite, pneumonia

Coxs A21,

Echo4,9,11,18

A24;

Diarreia

Diarreia febril, acompanhando outros sintomas de
infeccdo por enterovirus; recuperacao total

Coxs A e B; Echo 11,
14, 18

Doenca da mao, pé e
boca

febre e faringite leve

Coxs Al16; EV71

Erupcdes
inespecificas

Variedade de exantemas e enantemas

Coxs A e B; Echo 9,
11, 16;

enumerados

EV

Doenca febril

Doenca febril leve, transiente, com ou sem
erupgdes ou sintomas respiratorios

Polio; coxs A, B; Echo,

EV enumerado

Fonte: Ketsuriane & Parashar 2009

1.1.16.Diagndstico

1.1.16.1.

Diagnostico diferencial e presuntivo

O processo de diagnéstico de uma infeccao por enterovirus pode ser complicado e

dificil por causa da biologia e da epidemiologia de infec¢cdes por enterovirus, bem

como das limitagBes das metodologias de diagndstico actuais. Embora seja possivel

demonstrar que uma pessoa esta infectada por enterovirus, esta associacdo néo
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prova necessariamente que o enterovirus € a principal causa da doenca (Pallansch &
Roos, 2001).

Por outro lado, um diagndstico presuntivo em certas situacdes epidemiolbgicas e
clinicas pode ser possivel com um elevado grau de certeza por motivos clinicos. Varias
propriedades biolégicas podem complicar o diagnostico da doenca induzida por
enterovirus:

- A primeira € que a replicagdo e a infeccdo da maioria dos virus ocorre
normalmente no tracto respiratorio e gastrointestinal. Estas infeccdes sé&o
frequentemente assintoméaticas, com poucos ou nenhuns sinais clinicos sistémicos.
Uma vez que estas infecgbes sdo extremamente comuns, mesmo a amostragem
aleatoria de individuos saudaveis pode demonstrar infec¢des por enterovirus a taxas
substanciais. Por esta razéo, a deteccao de virus a partir de certos sitios ndo estéreis
nao estabelece uma ligacdo firme a doenca, e pode ser meramente uma coincidéncia.
- A segunda é que, mesmo quando a doenca resulta de uma infeccado por
enterovirus, a maioria dos sinais e sintomas sao relativamente genéricos e geralmente
carecem de especificidade. Isto é, muitas vezes a razdo de um diagndstico de doenca
induzida por enterovirus ndo € considerado até que outras etiologias sejam excluidas
e muitas vezes até que isso aconteca ja ndo ha disponibilidade da amostra. A colecta
de amostras clinicas apropriadas para o isolamento do virus é fundamental para a

confirmacéo laboratorial da infec¢ao por enterovirus (Pallansch & Roos, 2001).

1.1.17. Diagnéstico laboratorial

1.1.17.1. Isolamento viral

O diagnostico é geralmente feito usando culturas celulares e através da
soroneutralizagdo. As técnicas tradicionais de deteccdo e caracterizacdo de
enterovirus sao procedimentos demorados e de trabalho intensivo de isolamento viral
em cultura celular e neutralizacao por anti-soros de referéncia e as vezes pode falhar
dependendo do numero de particulas virais presentes na amostra, antigenicidade ou

a presenca de outros tipos de virus na mesma amostra (Oberste et al, 2000).
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O isolamento dos enterovirus a partir de amostras utilizando linhas celulares
apropriadas, pode levar de 7 a 28 dias e continua a ser o método muito sensivel para
a deteccao destes virus. As melhores amostras para o isolamento do virus sao: fezes,
zaragatoas rectais, esfregacos da garganta ou de lavagem, e o liquido
cefalorraquidiano (Melnick, 1996; Dhole et al, 2009).

Lavados de garganta e fluido cerebroespinal sdo melhores para o isolamento de virus
se forem obtidos na fase aguda da doenca. Para os casos de conjuntivite hemorragica
aguda, as melhores amostras sao zaragatoas da conjuntiva (Pallansch & Roos, 2001).
Infelizmente, ndo ha uma linha Unica de células susceptivel para todos os enterovirus
humanos. Geralmente, usam-se varios tipos de linhagens celulares de humanos e
primatas para aumentar o espectro de virus que pode ser detectado. No entanto,
mesmo com uma variedade de células, continuam a existir varios sorotipos de
Coxsackie A que ndo conseguem propagar-se em cultura. Estes, incluindo aqueles
que nédo se replicam em cultura de células, podem ser isolados e propagados em
ratinhos lactentes (Oberste et al, 1999;oberste et al, 2000). Quando as amostras
clinicas sédo inoculadas em linhas celulares, observa-se um efeito citopatico
caracterisco de infeccdo por enterovirus que consiste na reducdo do tamanho e
arredondamento das células dentro da monocamada. Em seguida, o nucleo de células
infectadas tem picnose. Quando a infeccdo progride a célula degenera-se e €
separada da superficie da placa (Torres, 2015).

O isolamento do virus com subsequente sorotipagem tem sido tradicionalmente o
padrdo-ouro do diagndstico laboratorial das infec¢des por enterovirus, recomendado
pela Organizacao mundial de Saude (OMS).

Em muitos laboratérios de pesquisa os métodos soroldgicos estdo sendo substituidos
por RT-PCR e sequenciamento parcial ou completo da regido VP1 (Oyero et al, 2014).
A RT-PCR em comparacdo com a cultura celular, tem se mostrado mais sensivel,
especifica e bem mais rapida. A tipagem molecular por analise de sequéncia, baseada
na estreita correlagdo do sorotipo com a sequéncia de nucleotideos do gene VP1,
constitui uma nova modalidade de identificacdo de enterovirus que tem levado ao
reconhecimento de varios sorotipos até entdo desconhecidos (Khetsuriani & Parashar,
2009).
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1.1.17.2. Testes soroldgicos

O teste sorolégico mais basico é o de neutralizacdo em cultivos de células. Muitos
estudos sorolégicos baseiam-se na detec¢do de anticorpos IgM como evidéncia de
uma infeccao recente por enterovirus, e este € agora amplamente usado como uma
alternativa ao teste de neutralizacao e fixacdo de complemento. Nas ultimas décadas,
foi desenvolvido um teste ELISA especifico para IgM-enterovirus (Bell et al, 1986;
Magnius et al, 1988; He et al, 2013 ).

Este teste foi positivo para cerca de 90% das infec¢des confirmadas por cultura celular
do virus coxsackie B, e pode ser realizado rapidamente. O teste ELISA tem sido
aplicado com sucesso para investigacdes epidemioldgicas de surtos bem como para
utilizacdo em diagndstico especifico. Um resultado positivo tanto com o teste de
neutralizagéo ou IgM ELISA indica uma infecg&o viral recente. No entanto, o serotipo
infectante encontrado no ensaio de IgM pode ndo ser o mesmo encontrado pelo teste

de neutralizacdo (Goldwater et al, 1995).

1.1.17.3. Deteccao molecular

A aplicacdo de técnicas de biologia molecular para virologia clinica comegou a mudar
significativamente as abordagens para o diagnostico de enterovirus. Estes testes
baseiam-se na reaccdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), que é usado
principalmente para detectar o genoma dos enterovirus em culturas de células,
amostras clinicas e de biopsia ou necrépsia de tecidos (Pallansch & Roos, 2001).
Outros baseiam-se na hibridacdo de sondas de &cido nucleico e sao utilizados tanto
para a deteccdo como para a caracterizacdo, embora geralmente com menos
sensibilidade de reaccao em cadeia da polimerase (Pallansch & Roos, 2001).

O terceiro e mais novo procedimento utiliza o sequenciamento genémico para a
caracterizacdo de enterovirus nos mais altos niveis de especificidade. A principal
vantagem do teste da PCR pan-enterovirus € que torna possivel a deteccéo rapida de
EV, mesmo com quantidades muito pequenas de amostra e também é possivel
detectar EV que ndo crescem rapidamente em cultura de células (Romero, 1999;
Pallansch & Roos, 2001).
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1.1.18. Prevencao e controle de EV

Nao existe actualmente uma droga para tratamento clinico de infec¢bes por EV.
Contudo, tem sido reportado uma efectividade de uma variedade de drogas in vitro
assim como em animais de experimentacao e estdo em curso uma série de ensaios.
As pessoas com doenca leve causada pela infeccdo por enterovirus ndo-pélio
normalmente sé precisam de tratamento dos sintomas. Eles geralmente se recuperam
completamente. No entanto, algumas doengas causadas por enterovirus nao-polio
podem ser graves o suficiente para exigir a hospitalizagéo (Pallansch & Roos, 2001).
N&o existe ainda uma vacina capaz de prevenir a infec¢éo por EV ndo-polio e uma vez
gque muitas das pessoas infectadas s&o assintomaticas torna-se dificil evitar a
dessiminac¢do do virus. Mas, algumas medidas higiénicas podem ajudar a minimizar o
problema: - lavar as maos frequentemente com agua e sabao antes das refeicdes,
depois de usar a casa de banho e trocar fraldas, evitar contacto directo com pessoas

doentes, limpeza e saneamento do meio, etc... (Pallansch & Roos, 2001).

1.1.19. Distribuicdo geogréafica dos EV

Os EV tém uma distribuicdo mundial, variavel dependendo do clima, regido, idade e
nivel socioeconémico. Geralmente as infeccBes ocorrem ao longo do ano, mas em
climas temperados, as maiores taxas ocorrem na época mais quente. Em climas
tropicais, as infec¢bes por EV ocorrem durante todo o ano com um aumento na
incidéncia durante a estacao chuvosa. Esta sazonalidade nunca foi satisfatoriamente
explicada, mas temperaturas elevadas podem favorecer a presenca de EV nas aguas
e no ambiente (Modlin,2010).
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1.2. Justificativa

De acordo com o Inquérito demogréfico de saude 2011, em Mocambique, a diarreia é
a terceira causa de morte em criancas menores de 5 anos de idade e estima-se que
mais de 13000 criangas morram anualmente devido a esta infeccado (IDS, 2011).
Entretanto, existe pouca informacdo sobre a carga nacional dos principais agentes
entéricos causadores de diarreias.

A diarreia foi reportada como sendo a 32 causa de mortalidade (cerca de 10%) em
criancas dos 0 aos 14 anos na cidade de Maputo (Mandomando et al., 2006), onde os
dados disponiveis sobre a etiologia da diarreia infecciosa em areas rurais ainda sao
escassos. Esses dados sdo uma ferramenta importante no planeamento e
implementacdo das estratégias de reducdo da morbilidade e mortalidade infantil
causada por diarreias no nosso pais (Mandomando et al., 2006).

Cerca de 30 a 40% de casos de diarreia séo de etiologia desconhecida e embora
muitos enterovirus (EVs) sejam transmitidos por via fecal-oral e replicam-se nas
células intestinais, a sua associacdo com diarreia aguda, até agora nao foi
reconhecida devido a falta de uma investigacdo epidemioldgica e laboratorial
detalhada (Rao et al.,2013).

O estudo de Bero e colaboradores, 2015, realizado no Hospital Geral de Mavalane na
cidade de Maputo, reportou uma frequéncia de 14,6% de enterovirus, detectados em
amostras fecais de criancas menores de 15 anos, que apresentassem sinais ou
sintomas compativeis com a infeccdo por enterovirus tais como a dor de cabeca,
febres, diarréia, prostracao, resfriado comum, tosse, dores musculares, deficiéncia
motora, obstipacdo, vbmitos/nausea, conjuntivite, exantema, pequenas vesiculas ou
pustulas vermelhas (nos pés, maos e boca), rigidez na nuca, convulsées, dificuldade
respiratéria, etc...

Estes resultados revelam a existéncia de sorotipos de enterovirus circulando no nosso
pais, o que nos leva a crer numa maior probabilidade de detec¢édo de enterovirus na

nossa populacédo de estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a presenca de enterovirus nao-pélio em amostras de fezes de

criancas menores de 15 anos com diarreia aguda na cidade de Maputo.

2.2. Objetivos Especificos

. Detectar a presenca dos enterovirus ndo-polio em amostras de fezes
através da RT-PCR e Real Time PCR;

. Isolar o virus através da inoculacdo em culturas celulares susceptiveis
aos enterovirus;

. Identificar os sorotipos de enterovirus ndo pdlio isolados por
sequenciamento nucleotidico da regido VP1;

. Descrever a sintomatologia clinica associada a infeccéo por

enterovirus nao-poélio em criangas com diarreia aguda;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

Mocambique esta localizado no sudeste do continente Africano. O clima do pais é
tropical e humido, influenciado pelo regime de mongdes do indico e pela corrente
guente do canal de Mogcambique, com estacdes secas de Maio a Setembro e chuvosa
entre Outubro e Abril. A precipitacdo média nas montanhas ultrapassa os 2000 mm.
A humidade relativa é elevada situando-se entre 70 a 80%, embora os valores diarios
cheguem a oscilar entre 10 e 90%. As temperaturas médias variam entre 20°C no Sul
e 26°C no norte, sendo os valores mais elevados durante a época das chuvas (INAM,
2015).

A cidade de Maputo esta localizada no sul de Mocambique.O clima de Maputo € o
tropical seco. O periodo mais quente do ano compreende os meses de Novembro a
Abril e 0 mais frio 0s meses de maio a outubro. O periodo de maior precipitacdo ocorre
nos meses mais quentes, entre Novembro e Marco. A humidade relativa média é de
66,6%, com pouca oscilacdo durante o ano. O més com maior humidade relativa é
Marco com 71,0%, e o més como menor humidade é Junho com 63,5%. As
temperaturas médias em Maputo variam entre os 13-24°C em Julho a 22-31°C em
Fevereiro (INAM 2015).

Segundo o censo de 2007, a cidade de Maputo possui uma populacdo de 1.178.116
de habitantes.

Este estudo foi realizado nos Hospitais gerais de Mavalane e José Macamo. O hospital
geral José Macamo existe desde 1922, é um hospital de nivel secundario, segundo
decreto ministerial lei no 25/91, de 31 de dezembro. O hospital geral José Macamo é
a unidade sanitaria de referéncia para nove (9) centros de saude, dos quais trés (3)
centros de nivel “A” e seis (6) de nivel “B” distribuidos em 23 bairros correspondestes
a quatro (4) zonas sanitarias. Para além destas unidades sanitarias, o hospital atende
mais de 50% de pacientes provenientes das unidades sanitarias da provincia de
Maputo (sector de estatistica do HGJM, 2015).

O hospital geral de Mavalane esta localizado no bairro de Mavalane na cidade de

Maputo e é responsavel pela area de saude de Mavalane. Esta area compreende 0s
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distritos urbanos kampfumo, Kamaxaquene, Kamavota e o distrito urbano nr. 7. Esta
area de saude possui 8 centros de saude e 7 postos de salde. A area de saude de
Mavalane € a maior da cidade de Maputo e atende cerca de 609.889 habitantes (HGM,
2015).

3.2. Aspectos Eticos

Este € um sub-estudo derivado da Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas (ViNaDiA)
e ira apenas tratar dos Enterovirus. O protocolo ViNaDiA tem aprovacao do Comité
Nacional de Bioética em saude de Mocambigue com a seguinte referéncia:
348/CNBS/2013

Os critérios de inclusdo e exclusdo, bem como a recolha de dados clinicos e

epidemioldgicos, foram conforme vem descrito no protocolo VINADIA (Pts 3.4 e 3.5).

3.2.1. Consentimento informado

Uma vez identificadas as criangas elegiveis, o consentimento informado foi obtido dos
pais ou cuidador responsavel primario da crianca antes que qualquer actividade fosse
conduzida. O consentimento foi assinado somente depois dos pais ou cuidadores
terem recebido informacdes detalhadas sobre o estudo através de um membro da
equipe de estudo e demonstrarem uma compreensdo completa. Consentimento
informado foi escrito em um formato de simples compreenséao e foi adiministrado
utilizando a lingua local para os pais que ndo sabiam ler e em Portugués para os
alfabetizados. Para os pais ou cuidadores que nao sabiam ler e escrever, o
consentimento foi administrado na presenca de uma testemunha que também assinou
o documento. ApOs a sessdo de informacdo, o pai ou cuidador principal teve
oportunidade de fazer perguntas.

Dois documentos foram assinados ou impressdes digitais recolhidas do
pai/responsavel pela pessoa que adiministrou o consentimento. Um dos documentos
assinados e impressos foi enviado para o INS juntamente com as amostras e outro foi
entregue ao pai ou principal cuidador.

O consentimento foi administrado por enfermeiros treinados em Boas praticas clinicas.
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3.3. Desenho do estudo

Este é um estudo descritivo transversal. E um subestudo do macroprojecto Infeccbes
Gastrointestinais. Foram incluidas amostras fecais de criancas que reuniam o0s
critérios de inclusdo, e que os responsaveis legais consentiram sua participacdo no
estudo, através do termo de consentimento livre e esclarecido. Para serem incluidas
no estudo as criancas deviam ter como principal motivo para deslocar-se ao centro de

salude a Gastroenterite Aguda.

3.4. Critérios de inclusao

Foram incluidas neste estudo crian¢as dos 0 aos 14 anos de idade, que apresentavam
trés (3) ou mais dejeccbes nas ultimas 24 horas, de consisténcia mole ou aquosa, com
duracédo da diarreia inferior a 14 dias.

A diarreia era considerada grave se a crianga apresentasse: olhos mais encovados do
que o normal, perda do turgor para pele, recebesse rehidratacdo venosa, disenteria

(diarreia com sangue visivel nas fezes) e se fosse hospitalizada por diarreia.

3.5. Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo criancas cujos pais ndo aceitaram assinar o termo de
consentimento informado, criangas com duracdo da diarreia superior a 2 semanas e
criancas cuja diarreia teve inicio durante o internamento na unidade sanitaria, isto €,

a causa principal do seu internamento nao fosse a GEA.

3.6. Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado usando a seguinte formula:
Z?°P(1-P) 5y
n=———=
d 2



Equacéo n° 1:

Onde:
Z — valor critico correspondente ao grau de confianca
P-prevaléncia esperada da ocorréncia de enterovirus

d- margem de erro permitido

v Z=1.96

v P =15% (0.15)

v 1-p (q) =1-0.15

v d =5% (0.05) v IC =95%

O tamanho minomo de amostra calculado foi de 196 amostras. Este
calculo foi feito com base na férmula do calculo do tamanho amostral
apresentada na equagao acima, assumindo um intervalo de confianga de

95% e uma prevaléncia esperada de 15%.

3.7. Andlise Estatistica

Durante o periodo de colheita das amostras os dados foram armazenados numa
planilha do Microsoft Excel; Estes dados foram analisados com ajuda do pacote
estatitico SPSS, verséo 23.

Foi usado o teste qui-quadrado para a comparacao das frequéncias entre as variaveis
e o teste exacto de fisher para o caso em que o n fosse menor que 5. Foi considerado

um intervalo de confianca de 95% e um nivel de significancia de 0,05.

3.8. Amostras clinicas

Neste estudo foram colhidas 227 amostras de criancas de idades compreendidas dos

0 aos 168 meses de idade. Estes participantes foram recrutados nas pediatrias dos
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hospitais Geral de Mavalane e Geral José Macamo na cidade de Maputo. O
recrutamento e colheita destas amostras decorreu de Maio de 2014 a Dezembro de
2015.

As amostras foram colhidas pelo representante legal das fraldas ou sobre um plastico
e de seguida transferidas para o frasco fornecido no ambito do estudo. As amostras
foram conservadas em caixas térmicas refrigeradas e com gelo reciclavel até a hora

da recolha para o laboratorio.

3.9. Colheita, Transporte e conservacao das amostras

Foram colhidas amostras de fezes em frascos plasticos de 15 ml, conservadas e
transportadas em caixas térmicas refrigeradas e com gelo reciclavel até ao Laboratorio
de Parasitologia do Instituto Nacional de Saude em Maputo, onde foram aliquotadas
em criotubos de 2ml e conservadas a -80°C. De seguida as amostras foram
transportadas em caixas térmicas refrigeradas e com gelo reciclavel até ao Laboratério

de Isolamento Viral e conservadas a -80°C até o momento do processamento.
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Fluxograma de recolha e testagem das amostras

227 amostras colhidas Processamento no Método RT-
(HGM+HGJIM) LIV/INS PCR (EVR, EVF)

Processamento no 32 amostras

_ 195 amostras
LREV/FioCruz positivas

neagativas

Real Time PCR Cultivo celular ECP ]

Indeterminadas

Extracdo de RT-PCR grupo
Positivas RNA (EVR,EVF)

RT-PCR Reaccdao de

(Primers Sequenciamento
292/222)

19 amostras

sequenciadas

Figura 3Fluxograma de recolha e testagem das amostras
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As amostras positivas a RT-PCR foram aliquotadas em criotubos de 2ml, embaladas
em gelo seco e enviadas ao Labordério de Referéncia de Enterovirus na FioCruz (Rio
de Janeiro) para confirmacgéo da identidade do agente etioldgico.

3.10. Processamento das amostras

3.10.1. Etapal: Preparacao de suspensdes fecais

A preparacao das suspensdes foi feita de acordo com o protocolo para Rede de
Laboratério para o diagnéstico da Poliomielite da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2004), com algumas modificacdes e seguiu 0s seguintes passos:

- Em um microtubo de 2ml foram colocados 1 grama da amostra fecal, 1ml de 4gua
destilada, 100ul de antibiéticos (contendo penicilina 10000 unidades/ml e
estreptomicina 10000ug/ml) e 100ul de cloroférmio. Homogenizou-se em vortex por
5 minutos e em seguida centrifugou-se a 13200 rpm durante 5 minutos (a
centrifugacéo foi repetida 3 vezes). Com auxilio de uma pipeta de Pasteur transferiuse
cerca de 1ml do sobrenadante para um microtubo de 2ml e armazenou-se a 70°C até
ao momento da extraccao do RNA viral.

3.10.2. Etapa 2: Extraccao de RNA

A extraccdo do material genético foi realizada usando o kit viral RNA/DNA da
invitrogen,segundo as orientacbes do fabricante (procedimento descrito  no
ponto3.8.7)

3.10.3. Etapa 3: Transcriptase Reversa- Reaccdo em cadeia da Polimerase (RT-
PCR)
Neste estudo foram usados para amplificacdo genomica os seguintes iniciadores: EVF
=5-CTC CGG CCCCTG AAT GCG GCT A-3’ e EVR=5-ATT GTC ACCATA
AGC AGC C-3’ produzindo um fragmento de 153pares de bases da 5’NC, conservada

em todos 0s genomas de enterovirus humanos conhecidos (Dos Santos et al., 2012).
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- Num microtubo de 0.2 ml, aliquotou-se 30 pl da mistura composta por: 2 yl de agua
destilada, 1ul de SSllI/TlatinumTagMix, 25ul de 2X Reaction Mix, 1yl de EV Forward
primer [Spmol/ul] e 1ul de EV Reverse primer [Spmol/ul] e adicionou-se 20 yl do ARN
extraido. Em seguida, a mistura foi submetida a um primeiro ciclo de 30 minutos a
55°C e 2 minutos a 94 ° C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 s a 55 °C
e 1 minuto a 72 °C, e uma extensao final de 7 minutos a 72 °C, em termociclador Gene
Amp PCR System 2700 (Applied Biosystems). O produto de PCR foi conservado a
2°C a 8°C até o momento da corrida do gel de agarose.

3.10.4. Visualizacao dos produtos amplificados em gel de agarose

Nesta etapa foram visualizados os produtos amplificados na etapa anterior; este
processo seguiu as seguintes fases:
Preparou-se o gel de agarose a 1% seguida de aplicacdo do produto que consistiu

em.

Misturar 2uL do corante 6X e 25uL da amostra (ou 2uL do corante 6X , 4uL marcador
de 100 pb + 6uL de agua destilada, no caso dos marcadores de peso molecular).A
corrida da eletroforese foi realizada a 90V por 80 minutos. Os produtos amplificados

com cerca de 153pb foram visualizados em um transiluminador (luz UV).

3.10.5. Envio de amostras

As amostras positivas a pesquisa de enterovirus por RT-PCR foram acondicionadas
(amostras brutas) em gelo seco e enviadas ao Laboratério de referéncia de
Enterovirus da Fiocruz (LEV), onde foram realizados os restantes testes para a

confirmacé&o do diagndstico e apurar a identidade viral.
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3.10.6. Preparacéo das suspensdes fecais

Foram preparadas segundo o preconizado pelo manual da OMS (2004), recolheu-se
0 sobreanadante e alicotou-se cerca de 1,5 ml em tubo eppendorf de 2ml, e cerca de
4 ml num tubo plastico de 5 ml. Os tubos foram previamente rotulados com o devido
namero da amostra. As suspensdes fecais foram armazenadas a temperatura de

20°C, até o momento do uso.

3.10.7. Extraccao de RNA

A extraccdo do material genético foi realizado usando o kit viral RNA/DNA da
invitrogen, segundo as orientacdes do fabricante. O RNA extraido foi armazenado a -
80°C até o momento de uso.

-Num tubo eppendorf de 1,5ml colocaram-se 200ul da amostra, adicionaram-se 25pl
da proteinase K e 200ul de buffer de lise com carreador. Incubou-se em termobloco a
56°C durante 15 minutos. Retirou-se e centrifugou-se por 20 segundos.Adiciounouse
250ul de etanol (96-100%) e incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugou-se por 20 segundos e transferiu-se 675yl (esse é o volume total) para a
coluna acoplada a um tubo colector. Centrifugou-se por 1 minuto a 8000rpm.
Transferiu-se a coluna para um novo tubo colector, adicionou-se 500l de Wash buffer
e centrifugou-se por 1 minuto a 8000rpm. Repetiu-se 0 passo anterior e de novo
transferiu-se a coluna para um novo tubo colector e centrifugou-se por 1 minuto a
8000rpm. Transferiu-se acoluna para um tubo eppendorf, adicionou-se 50ul de Rnase
free water e incubou-se por 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugou-se a

velocidade méaxima de 1400rpm por 1 minuto. O RNA foi armazenado a -80°C.

3.10.8. PCR em Tempo Real

32 amostras fecais, as quais foram positivas a RT-PCR foram investigadas quanto a
presenca do genoma RNA dos enterovirus. A pesquisa do genoma foi realizada pela
PCR em tempo real One-Step (Machado et al, 2016) utilizando a TagMan® como

marcador de fluorescéncia. Inicialmente, preparamos as misturas de PCR para
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amplificagdo da regido 5 né&o codificante do genoma do grupo de enterovirus,
utilizando os pares de oligonucleotideos iniciadores directos e reversos, descritos
abaixo na tabela abaixo:

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados na reagdo de PCR em tempo real One-Step para pesquisa do
genoma do grupo de enterovirus

Primer F 5- GGCCCCTGAATGCGGCTA -3 5°néo codificante
Primer R 5- AGGAAACACGGACACCCAAA -3 5°nao codificante
Sonda 5°-/56-FAM/ AAGTCYGTG/ZEN/GCGGAACCGACTA/3IABKGQ/-3°

A técnica de PCR em tempo real One-Step foi realizada através da utilizacdo de um
kit Ag Path-ID one-step RT-PCR (Ambion). Em uma cabine de trabalho (DNA
Workstation®, LOCCUS Biotecnologia), foi preparada a mistura da reacdo em um
volume final de 25 pL. A primeira etapa consistiu no preparo da mistura Unica
adicionando-se 1 pL de RT PCR enzyme mix 25x, 12,5uL de Tampéao 2x para RT
PCR, 9 uL da amostra, e por fim, 2,5uL da mistura dos oligonucleotideos iniciadores
com a sonda (tabela 4). A mistura contendo os iniciadores com a sonda € um produto

pré fabricado denominado PrimeTime®Std g PCR Assay (Invitrogen).

Tabela 4: Preparacdo da mistura para a reacdo de PCR em tempo real One-Step para a busca do
genoma dos enterovirus.

Reagentes Concentracfes de uso Volume/Reagao [pl]
RT PCR Tampao2x 0,25 pmoL
12,5
. . 0,25 pmoL
PrimeTime®Std q PCR Assay 25
] 25x
RT PCR enzyme mix 25x 1
Volume da amostra (RNA) 9

A reaccéo foi processada em equipamento 7500 Real Time PCR System®, Applied

Biosystems, em ciclos descritos abaixo na tabela 5.

Tabela 5: Ciclos descritos pelo fabricante para a realizacédo da técnica de PCR em tempo real One-Step.

Numero de Ciclos Programa
“Hot-Start Activation” 1 95°C por 2 minutos
Desnaturacgéo 40 95°C por 15 segundos
Anelamento/ Extensdo 60°C por 60 segundos
Dissociacdo 1 60-95°C
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3.11. Isolamento Viral

3.11.1. Inoculagao em culturas celulares

Primeiramente, foram seleccionadas 3 linhagens celulares que permitem a replicacéo
de enterovirus, nomeadamente: - Célula de linhagem continua proveniente de
rabdomiosarcoma humano (RD); - Célula dipldéide humana (MRC-5); e, - Célula de
carcinoma epidermoide de laringe humana (HEp2C). esta escolha foi feita segundo o
Manual de Diagnéstico da Rede de Laboratérios de Referéncia para Poliomielite da
Organiza¢do Mundial de Saude - OMS (WHO, 2004).

Foi inoculado um volume de 0,2 ml da suspenséao fecal em tubos contendo 1,8 ml de
uma suspensdo contendo 11 x 10* células/ml RD; A mesma quantidade foi inoculada
em tubos contendo 1,8ml de suspensédo contendo 11 x 104 células/ ml HEp2C e em
placas contendo a mesma quantidade de células MRC-5.

Os tubos foram incubados a 37 °C na estufa, e foram realizadas leituras diarias com
o auxilio de um microscépio invertido, por sete dias consecutivos em todas as
linhagens celulares, para observacdo de um possivel efeito citopatico. Em seguida, as
amostras foram submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento rapido,
em gelo seco e alcool, seguido por aquecimento a 37°C, visando a liberacdo das
particulas virais para uma segunda passagem em cultura celular.

Uma 22 inoculacéo (22 passagem) foi feita usando como indculo a suspenséao celular
anterior e com as mesmas quantidades e de novo foram realizadas leituras diarias
com o auxilio de um microscoépio invertido, por sete dias consecutivos em todas as
linhagens celulares para observacdo de um possivel efeito citopatico.

Os tubos com as amostras onde foi observada a existéncia de efeito citopatico
caracteristico de enterovirus foram armazenados a temperaturas de -20°C para
posterior confirmacao por RT-PCR. O efeito citopatico caracteristico foi identificado
pela mudanca de metabolismo celular, alteracdo das caractéristicas morfologicas,
onde as células tornam-se arredondadas, enrugadas, apresentam picnose nuclear,
degeneracdo e separacdo da superficie do tubo. Para cada grupo de amostras
inoculadas, foi utilizado um controle celular, que era constituido apenas de células e

meio minimo essencial.
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3.11.2. Deteccéo de enterovirus a partir dos isolados em linhagens de

cultura celular

3.11.2.1. RT-PCR de Grupo PANEYV para detecao de membros do género

Enterovirus

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi necessaria uma etapa de
transcricao reversa uma vez que o material genémico destes virus € o RNA. A reacéo
de PCR é baseada na amplificacdo do molde do cDNA, por ciclos repetidos que
compreendem trés etapas diferentes.

Etapal: Adicionou-se 1ul de primer Random (50pmol/ml) em 9 ul de RNA. Foram
incluidos 1 control positivo e 1 control negativo. Esta mistura foi submetida a um ciclo
de 65°C por 10 minutos em termociclador Thermal cycler 2720 (Applied Biosystem).

Nesta etapa ocorre uma desnaturacdo do RNA.

Etapa2: Uma mistura constituida por 4pl de tamp&o 5X (5x first strand cDNA buffer); 2
pl de DDT(0,1M); 1,5ul de dNTPs(10 mM); 0,5ul de inibidor de Ribonuclease (40U/p);
e, 1ul de H20 foi adicionada ao produto da etapa anterior.Esta mistura foi submetida
a um ciclo de 42°C por 2 minutos. Nesta etapa ocorre a ligacao dos oligonucleotideos

as fitas opostas do RNA molde.

Etapa 3: Ao produto da etapa 2, foi adicionado 1pl da enzima superscript 11(20U/ul) e
submetido a um ciclo de 42°C por 50 minutos. Nesta etapa ocorre a extensao do
cDNA, sintetizado a partir do oligonucleotideo ligado ao RNA molde.

3.11.2.2. Transcriptase Reversa - Reac¢cdo em Cadeia da
Polimerase (RT-PCR)

Foi usado um par de iniciadores denominados EVR (reverso) e EVF (senso) nas
reacoes de RT-PCR da regido terminal 5’NC do RNA, para a identificagdo de membros
do género Enterovirus. Para esta regido o tamanho do fragmento amplificado foi de
153 pb ( Dos Santos et al, 2012).

Para esta reaccdo, foi aliquotado 1 pl da suspenséao celular contendo o virus de cada

amostra em tubos de 0,2 ml cada um devidamente identificados com o niumero da
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respectiva amostra. A seguir centrifugou-se brevemente por 30 segundos a 13400 rpm
e colocaram-se os tubos contendo as amostras no termobloco a 95°C por 3 minutos.
Depois disso retiraram-se as amostras e colocaram-se no congelador a 20°C por 3
minutos para o choque térmico.

Apos a inativacdo, foram acrescentados 2,5 ul de tampéao 10X para PCR e 0,7 ul do
iniciador R a 50 pmoles/ pl em cada tubo e foram submetidos a um ciclo de 95°C por
5 minutos para a desnaturacédo do RNA seguida de hibridizacdo do iniciador R.
Retirou-se as amostras e colocaram-se em uma estacao fria.

Em seguida, foram adicionados em cada tubo: 0,7 pl do iniciador F a 50 pmoles/ pl;
0,5 pl de dNTP’s 10 mM (Invitrogen); 0,15 ul de RNAse out a 5U/ pl (Recombinant
Ribonuclease inhibitor, Invitrogen); 0,2 pl de Taq DNA polymerase a 5U/ul
(Fermentas); 0,2ul da Transcriptase reversa a 20U/ul (SuperScript Il reverse
Transcriptase, Invitrogen), e 17ul de &gua deionizada autoclavada. A reacdo de
RTPCR foi realizada com uma etapa de transcricéo reversa de 42°C por 30 minutos,
seguida por 30 ciclos de 45 segundos a 95°C para a desnaturagéo, 45 segundos a
55°C para o anelamento do iniciador e 45 segundos a 72°C para a extencdo, em

termociclador Thermal cycler (Applied Biosystems).

3.11.2.3. Avaliacéo dos produtos de RT-PCR da Regiao 5’NC por

eletroforese em gel de acrilamida

Preparacao do gel de acrilamida-Bisacrilamida
Num becker pipetou-se: -21,7ml de acrilamida-bisacrilamida(29:1)
-820 pl de TBE 10X
-4,7 ml de H20 tridestilada
-40 pl de persulfato de amonio a 10%
-15 pl de TEMED
Pipetou-se esta mistura para o suporte da preparacédo do gel, colocou-se o pente e

deixou-se polimerizar.

Preparacdo das amostras
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- misturou-se 2 pl de corante 6X (gel loading buffer) a 11 pl do produto da PCR Esta
mistura foi aplicada nos pocos do gel. Foi usado um marcador de 50pb.

A corrida eletroforética foi realizada a 90V por 90 minutos em tampao TBE 0,5X e, em
seguida, o gel foi corado em solucédo de brometo de etidio (a uma concentracédo de
1,0 pg/mL) por 5 minutos. Os produtos da amplificagcdo foram visualizados em um
transiluminador (luz UV, modelo UNIVERSAL Hood II- BIORAD).

3.12. Identificacdo molecular dos enterovirus isolados

3.12.1. Extraccao de RNA

Foi feita a extraccdo de RNA das amostras positivas para o género Enterovirus por
RT-PCR PAN-EV apartir das respectivas suspensoes celulares, usando o Kit da
Invitrogen segundo as instruc¢des do fabricante ( procedimento descrito no ponto
3.8.7).

3.12.2. Sintese do DNA complementar (c-DNA)

A sintese do cDNA consiste em 3 fases dierentes:
Etapal: Adicionou-se 1ul de primer Random (50pmol/ml) em 9 pl de RNA. Foram
incluidos 1 control positivo e 1 control negativo. Esta mistura foi submetida a um ciclo

de 65°C por 10 minutos em termociclador Gene Amp PCR System 9700.

Etapa2: Uma mistura constituida por 4ul de tampao 5X (%x first strand cDNA buffer);
2 ul de DDT(Di-Thio-Treitol a 0,1M); 1,5ul de dNTPs(10 mM); 0,5ul de inibidor de
Ribonuclease (40U/ul); e, 1ul de H20 foi adicionada ao produto da etapa anterior.Esta
mistura foi submetida a um ciclo de 42°C por 2 minutos. Nesta etapa ocorre a ligacéo
dos oligonucleotideos as fitas opostas do RNA molde

Etapa 3: Ao produto da etapa 2, foi adicionado 1pl da enzima superscript 11(20U/pl) e
submetido a um ciclo de 42°C por 50 minutos. Nesta etapa ocorre a extensdo da nova
cadeia de RNA, sintetizada a partir do oligonucleotideo ligado ao RNA molde.

O produto de cDNA foi armazenado a -20°C até o momento do uso.
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3.12.3. Reaccdo em Cadeia da Polimerase para enterovirus nao-polio

Em um tubo de 0,2 mL, misturar: 25 pl enzima Go Taq® Green Master Mix 2X(Taq
DNA polimerase 1,25 U; 0,2 mM de cada dNTP; 1,5 mM de MgCI2; Promega); 1,0 ul
do iniciador 222 a 50 pmoles/ pL e 1,0 pL do iniciador 292 a 50 pmoles/ ul, e 20 pl de
adgua deionizada autoclavada. A esta mistura adicionou-se 3 pl de c-DNA. Esta
mistura foi submetida a 35 ciclos, sendo 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 42°C e

30 segundos a 60°C, e a uma extenséo final de 7 minutos a 72°C em termociclador

Veriti TM 96-well Thermal Cycler “Applied Biosystems”. Estes iniciadores amplificam
0 gene da proteina VP1 dos enterovirus, prodzindo um fragmento de 357 pb.
(Oberste et al. 2000).

3.12.4. Avaliacao do produto da PCR em gel de agarose

Foi pesada 1gr de agarose e dissolvida em 100 ml de TAE 1X e homogenizada em
microondas por 90 segundos. Deixou-se arrefecer um pouco e foram adicionados
8uL de brometo de etidio, misturou-se e a mistura foi colocada no suporte e deixouse
repousar por 30 minutos para solidificar.

Foram aplicados 10uL do marcador molecular no primeiro poco do gel e nos restantes
foram aplicadas as amostras incluindo os controis. A corrida electroforética foi
realizada a 100 volts por aproximadamente 1 hora em tampao Tris-Acetato-EDTA
(TAE) 1X. Os produtos amplificados foram visualizados em um transiluminador (luz
uv).

3.13. Purificacao dos produtos da PCR

As bandas foram cuidadosamente cortadas e retiradas do gel de agarose e
aliuotadas em tubos eppendorfs de 1,5 a 2ml devidamente identificados com o
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respectivo nimero da amostra. A purificacéo foi feita usando o kit de Qiagen segundo

as instrugdes do fabricante.

3.13.1. Reaccao de sequenciamento- cycle sequencing

Em tubos de 0,2ml devidamente identificados foram aliquotados 1l do primer reverso
(222) a 5 pmoles/ uL; 4,0 uL do Big Dye®Terminator; 1,5ul do tamp&o BD;10ul da
amostra e 3,5ul de H20 para as amostras. Para o control usou-se o 2ul do PGN(+);
4ul de primer M13; 4,0 pl do Big Dye®Terminator; 1,5ul do tampéo BD e 8,5ul de H20,
perfazendo um volume final de 20ul. Homogenizar e centrifugar brevemente. Esta
mistura foi submetida a 25 ciclos de: 96°C a 25s; 42°C a 30s; 60°C por 3 min e por fim
8°C - =,

3.13.2. Precipitacdo do DNA por isopropanol

Cada produto do sequenciamento foi transferido para um tubo eppendorf de 1,5ml.
Adicionaram-se em cada tubo 80 pl de isopropanol a 75%. Agitaram-se brevemente
0s tubos com auxilio de voértex. Deixou-se repousar por 20 minutos a temperatura
ambiente no escuro. Findo este periodo, centrifugou-se a uma velocidade de
13000rpm por 20 minutos. Aspirou-se cuidadosamente o sobrenadante e descartouse.
Adicionou-se 250 ul de isopropanol a 75%, agitou-se brevemente com auxilio do vortex
e centrifugou-se a velocidade de 13000rpm por 5 minutos. Aspirou-se o sobrenadante
e descartou-se. A seguir secaram-se as amostras no speed-vac por aproximadamente
15 minutos.

Estas amostras foram conservadas no congelador a -20°C no escuro até o seu envio

para a plataforma de sequenciamento.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas socio-demograficas dos participantes

Foram incluidos neste estudo 227 pacientes que apresentavam quadro de
gastroenterite aguda, cujas caracteristicas sécio-demograficas sao ilustradas na
tabela 6. Amostras de fezes foram colhidas no hospital geral de Mavalane 151 (66,5%)
e no Hospital Geral José Macamo 76 (33,5%). Os meses de Julho e Agosto de 2015
registaram o maior niumero de amostras colhidas (35 e 44 respectivamente), porém,
no més de Dezembro de 2014 ndo se obteve amostras.

A mediana das idades dos participantes foi de 12 meses com o intervalo
interquartil de 8 a 17, sendo que a maioria dos participantes do estudo foi do sexo
masculino com o total de 132 (58,1%) e a faixa etaria com mais casos de diarreia foi
dos 13 aos 24 meses com 97 (42,7%) participantes, seguida da faixa dos zero aos 12
meses com 96 (42,3%), dos 25 aos 60 meses com 19 (8,4%) participantes e 3 (1,3%)
dos participantes néo foi possivel saber a idade. A maior parte dos participantes, 212
(93,4%) faziam alimentacao diversificada e 206 (90,7%) dos participantes estavam

sobre os cuidados dos pais.

4.2. Caracteristicas sociodemograficas das criancas com diarreia aguda

e positivas a enterovirus néo polio

Das 227 incluidas, 32 (14%) foram positivas a pesquisa de enterovirus naopoélio
(EVNP). Das 32 criangas positivas, 22 (68,8%) eram do sexo masculino e 10 (31,2%)
do sexo femenino. Em relacéo a idade, 9 (28,1%) eram da faixa etaria dos zero aos
12 meses, 18 (56,2) dos 13 aos 24 meses, 2 (6,3%) dos 25 aos 60 meses e 3 (9,4%)

maiores de 60 meses.

Das 32 criancas positivas, 26 (81,3%) recebiam alimentacéo diversificada, 4
(12,5%) faziam s6 o leite materno e 2 (6,2%) faziam o leite artificial. Quanto ao
cuidador principal, 28 (87,5%) estavam sobre os cuidados da méae ou do pai, 3 (9,4%)

eram cuidados pelos avos e 1(3,1%) era cuidado pela vizinha. De referir também que
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20 (62,5%) destas criancas bebiam agua néo tratada e 18 (56,3%) vinham de familias
gue usavam latrina, 10 (31,3%) usavam casa de banho melhorada fora de casa, 2
(6,2%) usavam casa de banho dentro de casa e 2 (6,2) ndo tinham informacéo (vide
tabela 6).

Tabela 6: Caracteristicas sé6cio-demograficas e comparacdo entre 0S negativos e positivos a
pesquisa de EVNP por RT-PCR dos participantes do estudo.

Caracteristicas Total Resultado de EVNP (por RT-  Pvalue
PCR) (N=227)
Negativo N=195  Positivo

(86%) N=32 (14%)
Sexo
Masculino 151 (66,5) 111(56,9) 22 (68,7)
Feminino 76 (33,5) 84 (43,1) 10 (31,3) 0,248
Faixa etaria (meses)
0-12 96 (42,3) 87(44,6) 9(28,1)
13-24 97 (42,7) 79 (40,5) 18 (56,2)
25-60 19 (8,4) 17 (8,7) 2(6,3)
> 60 12 (5,3) 9 (4,6) 3(9,4) 0,170
Sl 3(1,3) 3 (100) 0 (0,0)
Tipo de alimentacéo
Leite Materno 7 (3.1 5(2,6) 2 (6,3)
Leite Artificial 8 (3,5) 7 (3,6) 1(3,1)
Alimentagéo diversificada 212 (93,4) 183 (93,8) 29 (90,6) 0,324
Cuidador principal da crianca
Mae/Pai 206 (90,7) 178 (91,3) 28 (87,5)
Irmaos, Tios, Avos 18 (7,9) 15 (7,7) 3(9,4)
Outros 3(1,3) 2(,0) 1(3,1) 0,374
Tratamento de 4gua
Agua tratada 79 (34,8) 67 (34,9) 12 (37,5)
Agua n3o tratada 145 (63,9) 125 (65,1) 20 (62,5) 0,842
Sl 3(1,3) 3 (100) 0 (0,0)
Tipo de sanitario
Dentro de casa 21 (9,2) 19 (9,7) 2 (6,7)
Melhorado fora de casa 99 (43,6) 89 (45,6) 10 (33,3)
Latrina 103 (45,4) 85 (43,6) 18 (60,0) 0,130
Sl 4(1,8) 4(2,1) 0(0,0)
Nr de agregado familiar
<5 pessoas 109 (48,0) 92 (47,2) 17 (53,1)
5-10 91 (40,1) 80 (41,0) 11 (34,4)
11-15 21 (9,3) 17 (8,7) 4 (12,5)
216 1(0,4) 1(0,5) 0 (0,0) 0,748
Sl 5(2,2) 5(2,6) 0 (0,0)
Nr de criancas na casa
<3 164 (72,3) 139 (71,3) 25 (78,1)
4-6 50 (22,0) 44 (22,6) 6 (18,8)
7-10 8(3,5) 7 (3,6) 1(3,1)
211 5(2,2) 5(2,5) 0 (0,0) 0,936
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A figura 4 ilustra algumas das amostras testadas e visualizadas em gel de agarose a
1%.

PM c 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 cr @ PM

Figura 4Visualizac&o das bandas em gel de agarose 1%. O fragmento amplificado foi de 153pb Onde:

PM- Peso molecular; C- -controle negativo; C+- controle positivo; 1-13- amostras testadas

Observou-se que a maior parte dos participantes 56,9% (111/227) foi do sexo
masculino. A taxa de deteccdo dos EVNP, foi maior também neste grupo 68,7%
(22/32). Em relacéo a faixa etéria, a taxa de deteccao de EVNP foi heterogénea, tendo

se observado maior detecgdo na faixa dos 12 aos 24 meses (figura 5).

120
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60

Nr de amostras

40

20 9 18 19 12
. o B H: m°
0-12 13-24 25 - 60 > 60
Faixa etaria (meses)

B Nr Total das amostras ® Nr de positivos

Figura 5: Frequéncia de detec¢gao de EVNP por faixa etaria. A taxa de deteccao foi maior na faixa dos
12 aos 24 meses 18/32 (56,2%), seguida da faixa dos 0 aos 12 meses com 9/32 (28,1%), a faixa dos

maiores de 60 meses com 3/32 (9,4%) e por fim a faixa dos 25 aos 60 meses com 2/32 (6,3%).
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Em relag&o ao tipo de alimentac&o, a maior taxa de deteccao observou-se nas
criancas que tinham uma alimentacao diversificada 29/32 (90,6%), seguido das que
se alimentavam so do leite materno 2/32 (6,3%) e por fim as que se alimentavam de
leite artificial 1/32 (3,1%). Uma taxa maior de deteccédo se verificou nas criangas que
estavam sob o cuidado dos pais 28/32 (87,5%), seguido das que eram cuidados por
outros parentes (irmaos, tios ou avos) 3/32 (9,4%) e as que eram cuidadas por outras
pessoas (vizinha, baba) 1/32 (3,1%) (vide tabela 7).

Observando as condi¢cdes higienicas, observou-se que maior namero de
criancas vinha de familias que usavam latrina (103) e foi neste grupo que se
observaram mais casos positivos a pesquisa de EVNP (18), seguida pelas criancas
gue vinham de familias que usavam sanitario fora de casa (99) com 10 casos positivos
e por fim 21 com sanitario dentro de casa com 2 positivos. Observou-se também que
maior niumero de casos positivos (17) registou-se em criangcas que vinham de
agregados de menos de 5 pessoas (109) seguido das que vinham de agregados de 5

a 10 pessoas (91) com 11 casos positivos (tabela 7).

4.3. Caracteristicas clinicas das criancas positivas ao enterovirus nao

polio

Analisando a sintomalogia clinica das criancas positivas, verificou-se que
59,4% (19/32) apresentava vomitos, 53,1% (17/32) tinha avidez pela agua, 37,5%
(12/32) apresentava olhos encovados, 15,6% (5/32) apresentava prega cutanea e
37,5% (12/32) apresentava um quadro febril. Destes pacientes, 12,5% (4/32) era HIV
positivos (vide tabela 8).
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Tabela 7: Principais sintomas clinicos reportados pela populagcao de estudo.

Caracteisticas clinicas Total (N=227) Resultado de Enterovirus (RT-PCR)  Pvalue
Negativo, Positivo
195 (86,0%) 32 (14,0%)

Vomitos
Sim 136 (59,8) 117 (60,0) 19 (59,4)
Nao 88 (38,8) 76 (39,0) 12 (37,5) 1,000
SI 3(1,3) 2(1,0) 1(3,1)
Letargia
Sim 32 (14,1) 29 (14,9) 3(9,4)
Nao 189 (83,3) 160 (82,0) 29 (90,6)
SI 6 (2,6) 6 (3,1)
Agitagéo
Sim 22 (9,7) 20 (10,3) 2(6,3)
Nao 196 (86,3) 167 (85,6) 29 (90,6) 0,747
SI 9 (4,0) 8 (4,1) 1(3,1)
Avidez pela agua
Sim 173 (76,2) 156 (80,0) 17 (53,1)
Nao 47 (20,7) 33 (16,9) 14 (43,8) 0,002
SI 7(3,1) 6 (3,1) 1(3,1)
Olhos encovados
Sim 112 (49,3) 100 (51,3) 12 (37,5)
Nao 110 (48,5) 91 (46,7) 19 (59,4) 0,159
SI 5(2,2) 4 (2,0 1(3,1)
Prega cutanea
Sim 50 (22,0) 45 (23,1) 5 (15,6)
Nao 169 (74,5) 142 (72,8) 27 (84,4) 0,459
SI 8(3,5) 8 (4,1) 0(0,0)
Crianca febril
Sim 75 (33,0) 63 (32,3) 12 (37,5)
Nao 146 (64,3) 129 (66,2) 17 (58,6) 0,403
SI 6 (2,6) 3(1,5) 3(3,9)
Caracteristica das fezes
Liquidas 76 (33,5) 64 (32,8) 12 (37,5)
Pastosas 146 (64,3) 128 (65,6) 18 (56,2) 0,221
SI 5(2,2) 3(1,5) 2 (6,3)
Estado seroldgico da crianga
HIV Positivo 23 (10,1) 19 (9,7) 4 (12,5)
HIV Negativo 133 (58,6) 113 (58,0) 20 (62,5)
Indeterminado 2 (0,9 1(0,5) 1(3,1)
Desconhecido 69 (30,4) 62 (31,8) 7 (21,9) 0,305

4.4. Deteccéo de Enterovirus por Real time PCR

As amostras positivas a RT-PCR no Laboratorio de Isolamento viral do INS,
foram enviadas para o Laborat6rio de Enterovirus da FIOCRUZ, onde foram realizados

0s testes adicionais para a confirmacgao da identidade viral. Havendo necessidade de
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se verificar a viabilidade das amostras, estas foram submetidas a pesquisa de
enterovirus por PCR em Tempo Real usando o RNA extraido diractamente da
suspensao fecal e o resultado obtido foi de 29 (90,6%) positivas e 3 (9,4%)

indeterminadas.

4.5. Isolamento viral através do cultivo celular

As amostras positivas a RT-PCR foram inoculadas nas seguintes linhagens
celulares: MRC5, RD e Hep-2C, onde foram feitas 2 passagens em ambas linhagens
e 100% (32/32) apresentaram efeito citopatico na linhagem MRC5; 46,9% (15/32) em
RD e 3,1% (1/32) em Hep-2C. Entretanto, nem todas as amostras que tiveram efeito
citopético foram positivas ao RT- PCR de grupo (PANEV). As 3 amostras que tiveram
resultado indeterminado no teste Real Time PCR, também mostraram efeito citopatico
nas células MRC5 mas, foram negativas a PCR de grupo. A figura 6 mostra a deteccao
de membros do género Enterovirus, visualizados em gel de bisacrilamida onde o

fragmento amplificado é de 153 pb.

153 pb

Figura 6Visualizac&o das bandas no gel de acrilamida. O fragmento amplificado foi de 153 pb, onde:
PM=peso molecular e os numeros 1, 2,5,7,8 e 9 representam as amostras positivas; 3,4 e 6 amostras
negativas; C- = controle negativo e C+ =controle positivo.

Todas as 32 amostras positivas a RT-PCR causaram efeito citopatico na célula
MRC5, mas somente 9 foram positivas a RT-PCR de grupo e destas, foi possivel
apurar a identidade viral através de sequenciamento parcial gendmico em apenas
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sete. Quanto a linhagem celular RD, 12 amostras causaram efeito citopatico
caracteristico e todas foram possiveis de apurar a identidade viral. O virus mais isolado
foi Echovirus em menores de 24 meses (99%). O Coxsackievirus A20 foi o sorotipo

isolado em crianca com idade maior que 60 meses.

Tabela 8: Espécies, sorotipos de enterovirus ndo-pélio isolados e sintomalogia clinica reportada em
criangas com diarreia aguda

Espécie/ Nr deLinhagem celular Sexo Sintomas Faixa etaria (meses)
Sorotipos isolados F M 0-12 13-24 25-60 =260
HEV-B (N=12)

E-3 10 RD 5 5 vo,fb, bpn,t, oe, pcbg,dn 5 4 1 -
E-13 1 RD 1 fb,vo - 1 - -
E-31 1 RD 1 dn, Ig, anr,at - - 1

HEV-C (N=7)

CV -A13 3 MRC-5 1 2 vo,fb, bpn, dn - 2 - 1
CV-A20 1 MRC-5 1 dn, vo 1 - - -
CV-A24 2 MRC-5, Hep2C 1 1 o, ag,lg,rf 1 - - 1
EV - C99 1 MRC-5 1 dn, oe - 1 - -

Legenda: dn= desnutricdo; vo= vémitos; Ig= letargia; ag= agitacdo; rf= resfriado comum; bg= bronquiolite;

fb=febres;oe=olhos encovados; t=tosse; at=astenia; pc=prega cutanea ; anr= anorrexia.

4.6. Sorotipos de Enterovirus Nao-Pélio isolados

No total, foram isolados 19 sorotipos pertecentes ao HEV B e HEV C, sendo
que a maior parte dos isolados pertence a espécie HEV-B. A proporcao de isolamento
foi de 53% (10/19) para o Echovirus 3; 16% (3/19) para o Coxsackievirus A13; 11%
(2/19) para o Coxsackievirus A20 e Echovirus 13; Echovirus 31, Coxsackievirus A24,
Enterovirus 99 com 5% (1/19) respectivamente (figura 6). As criancas das quais se
isolou o0 HEV B 58,3% apresentavam vomitos, 58,3% estavam febris, 16,7% estavam
anémicas, 25% estavam desnutridas e 50% delas tinha problemas respiratérios.

85,7% (6/7) das criangas nas quais se isolou HEV C apresentavam vomitos;
28,6% (2/7) estavam com febres 14,3% (1/7) estava desnutrida e 42,8% (3/7)
apresentavam problemas respiratorios.

Todos os echovirus foram isolados em criangcas com idades compreendidas

entre 0s 2 e 0s 28 meses. Estes pacientes apresentavam sintomas como BPN,
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vomitos, anemia, febres, tosse, Broncospasma, olhos encovados, letargia, desnutricdo
e bronquiolite. O coxsackievirus A24 e o enterovirus C99 foram isolados em criangas
dos 6 aos 22 meses.

As criancas das quais foi isolado o CV-A24 apresentavam como sintomas
tosse, vomitos e avidez pela agua. O enterovirus C99 foi isolado em crianca em
crianga com 19 meses de idade e apresentava vomitos. Ja o coxsackievirus A13 foi
isolado em criangas um pouco mais velhas nomeadamente 9, 42 e 168 meses e que
apresentavam como sintomas IVRS, pneumonia, constipacao, vomitos e febres.

O Coxsackievirus A20 foi isolado em crianca com 150 meses de idade e
apresentava como sintomas a febre, vémitos, olhos encovados e uma desihidratagéo

moderada (vide tabela 8).

Sorotipos identificados

mE3 E13 mE31 mCV-A13 mCV-A20 mCV-A24 = EV-C99

Figura 7: Sorotipos dos enterovirus néo-polio identificados.

O Echo 3 foi o mais isolado em 10 amostras, o Cox A13 em 3.
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5. DISCUSSAO

A gastroenterite aguda € um problema de salude publica no mundo inteiro

(Harada et al, 2009). Doencas diarreicas sdo a causa de morbilidade e mortalidade
em criacas representando cerca de um bilhdo de episédos de doenca e 1.6 a 2.5
milhdes de mortes anualmente (Rao et al, 2014). Embora a maioria dos EVNP tém
sido reportados em alguns estudos de caso como estando associados a diarreia
aguda, por falta de investigacdbes mais detalhadas, estes ainda n&o foram
reconhecidos como uma causa significante da gastroenterite aguda (Rao et al, 2013;
Rao et al, 2014). O presente estudo tinha como objectivo investigar a presenca de
enterovirus ndo poélio em amostras de criancas com diarreia aguda.
Os enterovirus ndo-polio foram detectados em 14% das amostras por RT-PCR. Um
estudo realizado em criancas com gastroenterite aguda por Rao et al (2013) na india,
reportou uma frequéncia de 19% de EVNP. Por sua vez, Patil et al (2015) também na
india, reportou uma frequéncia de 13,7% de EVNP num estudo de caso controle.
Ambos estudos sugerem uma forte associagao entre EVNP e a gastroenterite aguda.
Contudo, alta prevaléncia ja foi reportada por Mota et al, (2016) 26,1% de EVNP no
norte do Brasil em criancas < 5 anos de idade com gastroenterite aguda.

Foi realizado teste confirmagdo quanto a presenca do genoma RNA dos
enterovirus atraves do método de PCR em tempo real, onde 90,6% (29/32) foram
positivas e 1,3% (9,4%) foram indeterminadas. Este método tem sido reportado como
sendo mais sensivel do que o cultivo celular que é o padrédo ouro para o diagndstico
dos enterovirus além de que nem todos enterovirus se replicam em culturas celulares
como é o caso de certos virus coxsakie do grupo A (Nijhuis et al, 2002; Machado et
al, 2016).

A maior frequéncia de deteccéo de EVNP, foi observada em criancas dos 0 aos
24 meses de idade. Este resultado € similar aos resultados descritos em estudos
anteriores (Rao et al, 2013; Patil et al, 2015; Mota et al, 2016). Segundo Pallansch &
Roos, 2001, o pico das infec¢Oes se verifica nas criancas dos 0 aos 2 anos de idade.
Existe uma diferenca de susceptibilidade a infeccdo por enterovirus nos diferentes
grupos etarios, o que pode ser devido ao modo como as criangas brincam, tocando
nos brinquedos, em objectos sujos, nas outras criancas, levando sempre as maos e

os dedos a boca (Cochran et al, 2016).
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As criancas mais afectadas pelo EVNP neste estudo foram as do sexo
masculino, embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente significativa. Outros
estudos mostraram resultados similares (Bero et al. 2015; Patil et al, 2015;). Segundo
Pallansch & Roos (2001), criancas do sexo masculino sdo mais predispostas a
infeccdo por enterovirus pelo facto estarem mais expostas ao virus devido a sua
natureza mais activa e por terem um tempo de excregao viral mais prolongado.

A maior parte das criangas positivas recebia uma alimentagdo diversificada
(90,6%), Bebia agua nao tratada (62,5%) e as familias usavam como sanitario a latrina
(60%). Apesar da diferenca nao ter sido estatisticamente significativa, consideramos
que as criangas que tem uma alimentacdo diversificada sdo mais susceptiveis de
contrair infecgdo por enterovirus, e isso esta relacionado com a via de transmisséo
que é fecal-oral (Pallansch & Roos, 2001).

Usando latrinas de fossa rudimentar muitas vezes torna-se inevitavel a
contaminagdo do meio ambiente assim como a contaminagdo das méos, dos
alimentos e da 4gua. A ma qualidade de agua, mas condi¢cbes de higiene e
saneiamento do meio permitem a transmissao de agentes patogénicos entéricos de
individuos infectados para novos hospedeiros susceptiveis através de contacto directo
e/ou através do ambiente (Brown et al, 2015)

No que diz respeito a sintomalogia apresentada pelas criangas com resultado
positivo a pesquisa de EVNP, verificou-se que parte consideravel delas apresentavam
vomitos, avidez pela agua, olhos encovados e febres; segundo Pallansch & Roos
(2001) e Ketsuriane & Parashar (2009) uma infeccdo por enterovirus pode causar
sintomas como febres altas, dores de cabeca, dores musculares, dificuldades
respiratérias, dores abdominais, tosse, nauseas e vomitos.

As 32 amostras positivas a RT-PCR foram inoculadas em 3 linhas celulares:
RD, HEp2C e MRCS5. Estas linhas celulares tiveram desempenho diferente. Estudos
anteriores também mostraram diferenca de desempenho em diferentes tipos de
células, pois, ndo existe uma linha Unica de células susceptivel para todos os HEV e
cada tipo de célula tem susceptibilidade diferente para cada tipo de virus além de que
cada espécie de HEV tem caracteristicas especificas na sua propagacgédo em culturas
celulares (Johnston & Siegel, 1990; Pallansch & Roos, 2001; Ruiz et al 2003; Lin et al
2007; Prim et al, 2013). Na linhagem celular RD foi possivel isolar os Echovirus (HEV-

B) e das células MRC-5 isolaram-se os Coxsackievirus e o Enterovirus C99 (HEV-C).

50



Este resultado contradiz os resultados obtidos por Ruiz et al (2003) e Prim et al
(2013) onde as células MRC-5 foram mais susceptiveis ao isolamento de Echovirus.
De um total de 32 amostras positivas a RT-PCR, so6 foi possivel isolar e sequenciar
pelo método de cultivo celular 19 amostras, isto pode ter as seguintes explicacdes:
carga viral muito baixa ou entédo o tipo de enterovirus presente nas amostras nao se
replica em culturas celulares (Pallansch; & Roos, 2001; Nijhuis et al, 2002; Machado
et al, 2016).

Das 19 amostras em que foi possivel serotipar os enterovirus, os echovirus
foram os mais detectados (63,0%); os Coxsackievirus (32,0%) e o Enterovirus C99
(5,0%). Estes serotipos ja foram isolados em estudos similares em Africa e Asia na
caracterizagdo molecular de agentes entéricos em criangcas e em criangas com
gastroenterite aguda (Silva et al 2008; Rao et al 2013; Rao et al, 2014; Patil et al 2015).
Entretanto, estudos anteriores também mostraram que os varios sorotipos de EVNP
isolados neste estudo podem estar associados a outras doencas.

O E3L1 j& foi isolado em pacientes com infec¢fes respiratérias agudas (Portes
et al, 1998), Ketsuriani &Parashar (2009) também reportaram CV-A24 como um dos
virus associado a doencas respiratorias. O E3, E13, CV-Al3, CV-A20, CV-A24 e
EVC99 ja foram reportados em outros estudos como estando associados a doencas
como paralisia flacida aguda, meningite e Displasia acrémica (Apostol et al 2012;
Bessaud et al, 2012; por Maan et al, 2013; Alves et al, 2014).

O CV-A20 e 0 EV-C99 também foram isolados num estudo realizado na Nigéria
em criancas saudaveis (Faleye et al, 2016). Em Mocambique, num estudo realizado
em menores de 15 anos com quadros compativeis com a infec¢do por enterovirus,
foram isolados alguns destes sorotipos nomeadamente E13 e CV-A20, sendo que 0

E13 foi isolado em crianca com GEA (Bero et al, 2015).
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6. PERSPECTIVAS/RECOMENDACOES

6.1. Perspectivas

- Construir a arvore filogenética dos sorotipos isolados para incluir no artigo a ser
publicado em breve.

- Publicacao do artigo cientifico.

- Realizar um estudo de caso-controle para verificar a associagdo dos EVNP com a
gastroenterite aguda. Para isso, aumentar o tamanho da amostra e testar também

para outros patdégenos causadores de diarreia.

6.2. Recomendacdes
- Implantar a rotina de diagnéstico de enterovirus ndo-polio em casos de diarreia, no
Sistema Nacional de Saude, em Mocambique;

- Realizar um estudo epidemiolégico dos EVNP em todo pais;
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7. CONCLUSOES

+ Este estudo reporta uma deteccdo de 14% de enterovirus ndo-pdlio em

criancas com diarreia aguda por RT-PCR e 12, 8% por RT-PCR em tempo real.

* O isolamento viral foi feito através da inoculagcdo das amostras em células RD,
Hep2C e MRC5. Foram isolados HEV-B (E3, 13, 31) através das células RD e
através das células MRC-5 foram isolados os HEV-C (CV-Al13, 20,24 e EV-
C99).

* As criangas positivas a pesquisa de EVNP apresentavam sintomas como
vomitos, avidez pela agua, febres, olhos encovados, prega cuténea, letargia,
agitacao, desnutricdo, tosse, anorexia, astenia, broncopneumonia, bronquiolite

e resfriado comum.

» Ainda que os resultados sejam de dificil interpretacdo, devido a natureza dos
agentes pesquisados, a presenca de enterovirus em fezes de criangcas com
gastroenterite aguda sugere fortemente a participacao dos enterovirus nestes

quadros.
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9. APENDICES E/OU ANEXOS

Anexo 1

REPUBLICA DE MOCAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exma Senhora
Dr2 Nilsa de Deus
INS
Ref: 348/CNBS/13 Data 26 de Novembro de 2013

Assunto: Parecer do Comité Nacional de Bioética para Salde (CNBS) sobre o estudo:

“Vigiléncia Nacional de Diarreias Agudas em Criangas (ViNaDIA) "

O Comité Nacional de Bioética para Salde (CNBS) analisou as correccdes efectuadas no
protocolo intitulado: “ Vigildncia Nacional de Diarreias Agudas em Criancas

(ViNaDiA)', conforme os requisitos da Declaragdo de Helsinquia,

Ndo havendo nenhum inconveniente de ordem ética que impega a realizagdo do estudo, o

CNBS dé a sua devida aprovacao.

Todavia, o CNBS recomenda aos investigadores que o mantenham informado do decurso do

estudo, salientando que esta aprovagao ética ndo substitui a autorizagdo administrativa.

Com as nossas mais cordiais saudagoes.

) I'elefones: 430814/427131(4)

O DA SAUDE Telex: 6-239 MISAU MO
C. POSTAL 264 FAX 258 (1) 426547
Av. Eduardo Mondlane/Salvador Allende 258 (1) 33320

MAPUTO - MOGCAMBIQUE
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Anexo 2

REPUBLICA DE MOGAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Titulo do estudo: “Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas em criancgas”- VINADIA

Nome da crianga:

Numero do estudo dacrianga: | __ ||| |- |-l b=l

O seu filho/a esta sendo convidado/a a participar, como voluntario/a, num estudo a ser conduzido
pelo Instituto Nacional de Saude. Antes de tomar a sua decisdao é importante que leia com atengdo
esta folha de Informacgdo e Consentimento, que |he ira explicar o que se pretende com o estudo. Nao
tenha receio em colocar ao seu médico qualquer questdo que tenha antes e durante a sua
participacao.

1. OBJECTIVOS DA VIGILANCIA

O objectivo deste projecto é saber quais sao os microrganismos que causam diarreia nas criangas.

2. INFORMACAO GERAL

A diarreia é um problema importante de saude publica em todo mundo porque faz com que a crianga
fique muito tempo doente e precisa de internamento e cuidados médicos. Esta diarreia pode ser
provocada por muitos agentes; bactérias, virus ou protozoarios. Algumas vezes pode ser grave
quando as criangas estdo infectas por HIV porque o HIV ataca as células imunoldgicas dificultando a
resposta imune da crianga contra os agentes causadores e também em criangas com problemas de
nutricdo ou outros problemas de saude.

Neste estudo, o Instituto Nacional de Saude (INS), em coordenagdo com os Hospitais de Maputo,
Beira, Quelimane e Nampula, pretende estudar os agentes que estdo a provocar a diarreia nestas
criangas. Para os fazedores de politica e para os cuidadores de saude, esta informacdo é importante
para adopcgao de medidas adequadas para prevengdo bem como para o tratamento das diarreias.
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N3o existe até a presente data estudos sobre as causas das diarreias agudas em criangas em
Moc¢ambique. O conhecimento adequado das causas mais frequentes da diarreia aguda ajuda no uso
correcto dos medicamentos, permite comegar cedo o tratamento, produz dados epidemiolégicos
correctos, providencia razdes para a tomada de medidas apropriadas para o isolamento dos pacientes
e fornece informacgdo de forma a adequar uma resposta rapida para prevenc¢do de doengas. Uma
parte da testagem sera feita nos laboratérios dos hospitais onde as amostras serdo recolhidas e o
resto da amostra sera enviada para os laboratérios centrais do Instituto Nacional de Saide em
Maputo, que possui condi¢Ges para o resto dos processamentos.

3. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso o Senhor/a aceite que o seu filho participe no estudo, serdo recolhidas amostras de fezes da
crianga e serdo feitas perguntas pessoais e as respostas preenchidas num questionario preparado
para o efeito. Por exemplo, algumas das perguntas que ser-lhe-3o feitas sdo: informacgao sobre a data
de nascimento da crianga, se mama, a quanto tempo a crianga tem diarreia, a zona onde vive, a fonte
de 4gua, se tem animais em casa etc.

Depois do questionario, iremos colher uma amostra de fezes que serd equivalente a 3 colheres de
sopa (30 ml). Esta amostra serd usada para a realizacdo de analise para determinacgao das causas da
diarreia. Serdo também colhidas duas gotas de sangue para testagem de HIV. Considerando que a
seropositividade da mde em relagdo ao HIV possa ser um factor de risco, sera recolhida no cartdo da
crianga, informacgdo se a mae é HIV positiva ou negativa. Depois de colhidas as amostras, serdao
guardadas no congelador a -802C e serdo testadas para a deteccdo de bactérias, virus, parasitas e
fungos mais importantes para a doenga diarreica. Depois de processar as amostras no laboratdrio, as
mesmas amostras serao guardadas durante 5 anos e usadas para futuras analises.

4. VANTAGEM DE PARTICIPAGAO NA VIGILANCIA

O seu filho/a ndo terd nenhuma vantagem especial por participar na vigildncia. Sera beneficiario dos
resultados dos testes que serdo feitos e também de um melhor tratamento. O diagndstico dos
microrganismos que causam a diarreia vai levar a um tratamento mais eficaz da doenga da crianga no
futuro, e este estudo ird ajudar no desenvolvimento de estratégias para prevenir as doencas
diarreicas e as mortes causadas por diarreia.

5. RISCO, STRESS, DOR E DESCONFORTO ASSOCIADOS A SUA PARTICIPACAO

Os riscos de participagdo sdao minimos, porque nao se trata de um estudo interventivo, no entanto,
poderdo constituir riscos minimos o desconforto/dor durante a colheita da amostra de sangue. O
pessoal envolvido no estudo sera treinado para recolher informacgées sobre a doenga com respeito e
sensibilidade.

6. INFORMACAO ACERCA DA CONFIDENCIALIDADE

Toda a informacgdo colhida durante a participagdo neste estudo serd tratada de forma confidencial. Os
investigadores comprometem-se a ndo revelar a identidade do seu filho/a em qualquer publicagdo
resultante deste estudo.

7. DIREITOS DURANTE A PARTICIPAGAO NESTE ESTUDO
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Os registos relativos a participagdo do seu filho/a serdo usados para a monitoria clinica do mesmo.
Sera atribuido um numero de identificagdo ao seu filho/a e este nimero serd usado em todos os
formularios e amostras laboratoriais. Apenas os investigadores do estudo, membros do comité de
ética terdo acesso a informagdo que liga nome da crianga com o seu numero do estudo.

Podera ter acesso a informacao clinica e dos exames laboratoriais do seu filho em qualquer altura. A
participagdo na vigilancia é completamente voluntaria. Todos os testes laboratoriais sdo gratuitos. Se
recusar participar continuara a receber tratamento no Hospital da mesma forma que vem a fazer. Se
ndo estiver satisfeito com a participacdo no estudo, podera pedir que retirem o seu filho/a em
qualquer altura sem que isto afecte os seus cuidados médicos presentes ou futuros.

8. QUEM PODE CONTACTAR EM CASO DE DUVIDAS E/OU PROBLEMAS?

Caso haja alguma duvida relacionada a este protocolo deve contactar: Dra. Nilsa de Deus,
Investigadora Principal do projecto (Tel: 84-3697690), Dra. Denise Chitsondzo, médica e clinica do
estudo (Tel:828751540), Dra. Jorfélia Chilaule, coordenadora geral (Tel: 824343470) e para questoes
éticas deve contactar o Comité Institucional de Bioética para Saude do Instituto Nacional de Saude
(Tel: 21311038).

9. DECLARAGAO DO PARTICIPANTE:

Fui informado verbalmente e por escrito sobre este estudo e compreendo do qué se trata. Sei
também a quem contactar se necessitar mais informagdo. Compreendo que a confidencialidade serd
mantida. Compreendo que sou livre de retirar o meu filho/a do estudo em qualquer altura sem que
isto afecte os cuidados normalmente recebidos. Concordo que as amostras sejam guardadas durante
5 anos apds o fim do estudo, e testadas no futuro para detecg¢do de qualquer agente que os
investigadores julguem importante ou realizagdo de testes relevantes que possam melhorar o
conhecimento sobre a 4rea das diarreias. Concordo com a participagdo do meu filho/a neste estudo
como sujeito voluntario e levarei uma cdpia desta folha de informacgao para guardar.

Data e hora: Nome do pai ou tutor Legal Nome da testemunha

Assinatura (ou impressdo do polegar) do pai ou tutor Legal Assinatura da testemunha

10. DECLARAGAO DO INVESTIGADOR:

Eu, abaixo-assinado, defini e expliquei ao pai/tutor Legal numa linguagem que ele compreende, os
procedimentos do estudo, os seus objectivos e o risco e beneficios associados com a sua participacgdo.
Informei o voluntario que a confidencialidade serd mantida e que este é livre de se retirar o seu filho
ou educando do estudo em qualquer altura sem que isto afecte os cuidados que recebe na clinica.
Seguindo as minhas explicagdes o voluntdrio concorda participar no estudo.

Data e hora Nome do investigador/técnico

64



Assinatura

Anexo 3

Instituto Nacional de Saude
Departamento de Pesquisa

INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE
MOCAMBIQUE

ViNaDiA

CRF_VINADIA 01

Revisdo: 0.1

Pagina 1 de 3 Formulario de Informacéo Clinica

Provincia ||

Nome do posto sentinela [ 1
Regime de atendimento Amb[] inter [

Dia - més - ano
N Y I Y
A Y Y Y I A

Data de admissdo [
Data da alta




1. Ndmero de estudo: [ T T I

2. NIA:
I
3. J4 esteve internada no hospital por diarreia? (sem contar com agora?) simLJ N3o
[]
Se Sim, a quanto tempo? |__|__|dia /més/ anos

4. Nome da crianca

Dia - més - ano

5. Data de nascimento Y Y O

6. ldade em meses

7. Sexo [] []
Masculino Feminino [] []
8. A crianga nasceu prematura? [] N3ao Sim Nao
sabe

9. Peso da crianga ao nascer (gramas)

10.Peso actual (gramas)

11.Altura actual (cm)

12.Temperatura (2C)
(I M

13.Cidade de residéncia

14.Distrito
A N Y N N N N N O N I

15.Bairro de residéncia
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16. Tipo de alimentacdo: Leite materno ULeite artificial UOutros/diversificada L

17. Idade de desmame (para crianga < 2 anos de idade) S

Quem cuida da crianca? Y Y A I

Idade da m3e/cuidador (em anos) |

Estado marital: Solteira [_] casada L] viava [ ] Divorciada L]
Desconhecido[_P1. Nivel de instrucdo da mae/ cuidador:

28. 0O vomito tem relagdo com a alimentagdo? Sim

29. N2 de episddios/24 horas
Dia - més -

30. Data de inicio do vémito I

31. Data de fim |||
|||

32.  Acrianga apresenta-se:

Agitada/irritavel Sim
Letargica/diminuicdo do estado de consciéncia Sim
Olhos encovados Sim
Sinal de prega cutanea positiva Sim
Sede/avidez pela 4dgua Sim
Dia - més -
N3o estudou |:| Primario D Secundario |:
22.Nivel de instrucdo do pai: L1 primario L]  secundario [
N3o estudou 8 B
23.NUmero de contacto da mae/cuidador:
24.Forma de sustento da familia: Pai e mae trabalham
Somente o pai trabalha
Somente a mae trabalha
Agricultura
emprego (mae
Auto. EMPrego (mae)
Auto-emprego (pai) ( pessoas tem em cas
25.N2 de pessoas do agregado familiar eriora )

26.Quantas criangas sdo? (

27. A crianca vomita: Sim
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33. Data do inicio da Diarreia ]34,
Data de fim

|-
35. N2 de episddios de diarreia/24 horas

36. A crianga tem febre? Sim

37. Data de inicio I O O T

38. Data de fim ] Y Y I

39. Caracteristica das fezes:
Liquida|:| Pastosa [ com sangue [ ] em forma de agua

40. Outros sinais e sintomas clinicos para além de febre, vomitos e diarreia

41. Doencas associadas:
Desnutricao

Malaria Sim
Pneumonia
Outra (indique)
42. Tipo de tratamento: oral [] Intravenoso [] orale
Intravenoso
43. A criangca tomou antibidticos recentemente? sim L]
Nao
44. Quanto tempo? <7dias >
7 dias
45. Se Sim, indique os antibidticos administrados (resposta com base no processo clinico):
Cotrimoxazole Amoxicilina Amoxicilina+ Acido clavulanico Ampicilgtina
Penicilina Azitromicina Gentamicina Eritromicina
Acido Naldixico Clorafenicol Ciprofloxacina Nao

especificado

Outro
(especifique)

46. A crianga tomou antibidtico antes da recolha das fezes? Sim
Ndo E-HIV

47. Em relacdo ao HIV, a criancga é: POS
NEG pes|d

48. Se acrianga é HIM positiva, hd quantoEempo a crianga foi diagnosticada? (mes)

49. Se for POS, valor de CD4 (cel/mma)
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[]
[]
[] [] [] []
|||
. ; * O O
Dia { Jmés { ] []
ano
[]
51. Se a crianga estd em TARV, indique data de inicio . L]
(] (] (] | Y
52. AZT+3TC+NVP |:| |:| |:| 3TC+d4T+NVE AZT+3TC+EFV I:'
dat+3tCeef [ [ ] O]
azr+3TcraBC ) daTs3tcHABY [
AZT+3TC+LPVr d4T+3TC+LPVr TDF+3TC+NVP TDF+3TC+EFV TDF+3TC+LPVr
ABC+3TC+NVP ABC+3TC+EFV  ABC+3TC+LPVr RTV+LPV [] d4T+3TC Outro L]
(especifique)
53. A crianga estd a fazer CTZ profilatico? Sim ] Na ]
ano ] L] L]
54. Se sim, data [ ] de inH?
(N ) ) R R ) O
55. A m3e da crianga é: IE HIV+ HIV— % [
N&o sabe
56. Se HIV+ fez o PTV? Sim N3o
N&o sabe L] L]

F — HABITACAO E SANEAMENTO
57. Tipo de habitagdo:

Casa de canigo Casa de barro Casade [ ] ]
alvenaria [] []
lespeu'lquel O 0 H
O L]
58. Tipo de casa de banho: Casa de banho dentro de casa Casa de banho fora de casa
Latrina Outro
(especifique) (] (]
59. Fonte de agua: Torneira publica/fontenaria Agua canalizada casa/patio

Poco
Rio/lago/lagoa Engarrafada

O Outra (especifique)

60. A dgua potavel é tratada?
Sim Nao
61. Se sim, como:



Fervural_] Cloragao [] Filtragdo [ 1 outro (especifique)

62. A crianga/cuidador lava as maos antes e depois de usar a casa de banho? Sim
N3o
63. A crianca/cuidador lava as maos antes das refeicdes? Sim
N3o

G — FACTORES DE RISCO EPIDEMIOLOGICOS E EXPOSIGOES

64. Na drea onde vive houve algum surto de diarreia? Sim Nao
Ndo sabe
65. A crianga teve contacto com alguém com diarreia? Sim Nao
Ndo sabe
Dia - més -
ano

66. Se sim, quando? N o Y

|
67. Com

quem?

68. A crianca participou numa festa ou outro evento social nos ultimos 7 dias? Sim
Ndo Sesim, indique
qual?

69. A crianga esteve nalgum mercado ou centro comercial nos ultimos 7 dias antes de adoecer?
Sim
Nao

Se sim, indique qual?

70. A crianca viajou para fora da vila/cidade nos ultimos 7 dias antes de adoecer? Sim
Nao

O Para onde?

71. A crianga tem contacto com animais?
Sim Nao
72. Se sim, quais? Cao Gato Vaca Porco Cabrito
Rato
73. Outros animais (indique)
(] Y Y Y O
H — VACINACAO
74. A crianga foi vacinada? (informacao recolhida com base no cartdo de vacinagdo da crianga)

Sim N3o N3o sabe

75. Se sim, indique que vacinas recebeu:
1. BCG:
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Sim Nao

2. DTP+HBV: Sim
Nao
3. Pneumonia: Sim
Nao
4. Pdlio: Sim
Nao [] []
5. Sarampo: Sim
Nao []
6. HIB: Sim
Nao L] []
] ] ] ] ] ]

7. Rotavi s:

7.1. Se sim, indique qual:
Rotarix Rotateq

7.2. Data de vacinagdo: 12dose | | |-l | _|-l__|_|__| | (Dia- Més-Ano) (] (]
22dose || |-l _IF._| | | | (Dia- Més-Ano) [ [
33dose | | |-l _IFl__I | | | (Dia- Més-Ano) 8. ] ]

Outra: ] ]
76. Qual foi a ultima vacina que a crianga recebeu? [] []
| ] [] L]
77. A crianga foi desparasitada? Sim [] [
Nao [] []
Ndo sabe
78. A amostra de fezes foi colhida?
Sim Nao
79. Amostra de sangue (DBS) foi colhida:
Sim
N3o [] []

| — DESFECHO DA CRIANCA

O]
OO

82. Preenchido por:
Data |__|__|-|__|__|-__|__|__| | Assinatura
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83. Revisto por: por

Data |_|__|-|__|__[-| ||| Assinatura
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