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A vigilancia

é uma ordem

Enterovirus todos tém,

por isso, haja amostras

Amostras para vigilancia

enterovirus buscais

"In obras incompletas”

Diocreciano Matias Bero
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CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE ENTEROVIRUS DETECTADOS EM CRIANCAS COM DIARREIA
AGUDA E EM AMOSTRAS AMBIENTAIS EM MOCAMBIQUE

Diocreciano Matias Bero

Os enterovirus (EV) séo virus de transmissdo predominantemente entérica, presentes em todas as
partes do mundo e sdo agentes etiologicos de infeccdes que variam de casos assintomaticos a casos
de gastroenterite aguda (GA) e infec¢bes no sistema nervoso central. Devido aos diferentes rumos
gque as infeccbes por esses microrganismos podem tomar no organismo, as vigilancias
epidemiolégica e ambiental dos EV sdo importantes ferramentas para definicao de politicas publicas
de prevencao e controle. O objetivo deste estudo foi detectar e caracterizar EV em amostras clinicas
e ambientais coletadas em Mocambique entre 2014 e 2018. Foram realizados dois estudos, um em
casos de diarreia e outro em aguas de esgoto. No estudo de casos de diarreia, 327 amostras de
fezes de criancas menores de cinco anos, internadas com GA entre junho de 2014 e marco de 2018
em unidades de saude das provincias de Maputo, Nampula, Sofala e Zambézia foram estudadas. As
amostras foram testadas por RT-PCR em tempo real, inoculadas em cultivo celular (RD e HEp2C) e
os tipos de EV foram identificados por sequenciamento nucleotidico. A frequéncia dos EV detectados
foi de 15,9% (52/327) das amostras. A faixa etaria dos 12 a 23 meses foi a mais afetada (p<0,045).
Verificou-se maior positividade para aos enterovirus nas amostras com resultados negativos para
outros agentes entéricos da GA (p<0,011). A espécie Enterovirus B foi a mais prevalente (40,4%),
seguida das espécies C (32,7%) e A (26,9%). Vinte e seis tipos de enterovirus foram detectados,
sendo EV-A119 e EV-C99 os mais frequentes (17,3% e 15,4%, respetivamente). O quadro de GA por
enterovirus mostrou-se severo, principalmente na faixa dos 12 a 23 meses, apresentando maior
periodo de duracéo dos sintomas e tempo de hospitalizacdo. Co-deteccao entre enterovirus e outros
patdgenos entéricos foram observadas em 17.3% (9/52) dos casos. A temperatura apresentou
correlacdo positiva com a infec¢éo por enterovirus (p<0,006). Para o estudo ambiental, amostras de
esgoto bruto foram coletadas na cidade de Maputo, Mogambique, entre janeiro e novembro de 2018.
As amostras foram concentradas pelo método de absorcédo de silica e os concentrados inoculados
nas linhagens celulares RD e L20B para isolamento viral e posterior RT-PCR e sequenciamento. Das
63 amostras analisadas, 25 (39,7%) foram positivas para enterovirus, com alta frequéncia da espécie
Enterovirus B (96%). Coxsackievirus B3 e Echovirus 11 foram os tipos mais frequentes (64%). A
analise filogenética das amostras ambientais revelou que os isolados deste estudo estavam
intimamente relacionados a cepas associadas a doengas neurologicas. De uma maneira geral, este
estudo identificou uma grande variedade de enterovirus, inclusive de espécies incomuns, nos dois
tipos de amostras estudadas de Mogambique. Os resultados reforcam a associagdo de EV a casos
de GA e a indicagéo da vigilancia ambiental como uma ferramenta valiosa para monitorar a circulagédo
silenciosa e o surgimento ou ressurgimento de EVs, fornecendo informacgdes relevantes no contexto
da erradicacéo da poliomielite.

Palavras chaves: diarreia, enterovirus, fezes, vigilancia ambiental, esgoto.
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF ENTEROVIRUSES DETECTED IN CHILDREN WITH ACUTE
DIARRHEA AND ENVIRONMENTAL SAMPLES IN MOZAMBIQUE

Diocreciano Matias Bero

Enteroviruses (EV) are enteric pathogens showing global distribution and are etiologic agents of
infections ranging from asymptomatic cases to cases of acute gastroenteritis (AGE) and infections in
the central nervous system. Due to different clinical effects of that EV infection in the organism, active
surveillance system is relevant to provide important information and support to public health policies
for prevention and control. The purpose of this study was to characterize EV infection in clinical and
environmental samples collected in Mozambique between 2014 and 2018. Two studies were carried
out, one in cases of diarrhea and the other in sewage. In the study of cases of diarrhea, 327 fecal
samples from children less than 5 years old hospitalized with AGE in health care units in Maputo,
Nampula, Sofala and Zambézia provinces from Mozambique between June 2014 and March 2018.
Samples were tested by real-time RT-PCR, viral isolation (RD and HEp2C) and subsequent
nucleotide sequence of types. Overall, the frequency of EV positive was 15.9% (52/327). The age
group from 12 to 23 months was the most affected (p<0.045). Higher positivity of enteroviruses was
found in samples with negative results for other enteric pathogens (p<0.011). Enterovirus B was the
most prevalent species (40.4%), followed by Enterovirus C with (32.7%) and finally Enterovirus A with
(26.9%). Twenty-six types of enteroviruses were detected, and EV-Al1l and EV-C99 serotypes the
most frequent (17.3% and 15.4, respectively). The EV AGE cases were severe, especially in the 12 to
23-month aged range, with a longer duration of symptoms and hospitalization. Co-detection between
enterovirus and other agents was found in 17.3% (09/52). Temperature was positively correlated with
enterovirus infection (p<0.006). For the environmental surveillance, sewage samples were collected in
the city of Maputo, Mozambique, between January and November 2018. Viral concentration was
performed by the silica absorption method and concentrates were inoculated in the RD and L20B cell
lines for viral isolation, followed by RT-PCR analysis and subsequent nucleotide sequencing. Of the
63 analyzed samples, 25 (39.7%) were positive for enterovirus, with a high frequency of Enterovirus B
species (96%). The coxsackievirus B3 and echovirus 11 were the most frequent types (64%).
Phylogenetic analysis of environmental samples revealed that the isolates were closely related to
strains associated with neurological diseases. This study identified a wide variety of enteroviruses,
including unusual types, in both types of samples studied in Mozambique. The results reinforce the
high frequency of EV among cases of GA and the indication of environmental surveillance as a
powerful tool to monitor silent viral circulation and the appearance or resurgence of EV, providing
valuable information in the context of polio eradication.

Keywords: diarrhea, enterovirus, stool, environmental surveillance, sewage.
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1. INTRODUCAO

A doenca diarreica aguda € caracterizada pela evacuacéo de fezes aquosas, trés ou
mais vezes no intervalo de 24 horas, acompanhada ou ndo de outros sinais e sintomas (1). A
infeccdo pode ser transmitida através de alimentos ou 4gua contaminada ou de pessoa para
pessoa como resultado de falta de higiene (1). Em 2017 a fraccao atribuivel de 6bitos por
diarreia em criangas menores de cinco anos no mundo foi de 8%, apesar de ter reduzido em
cerca de 60%, quando comparado entre 1990 a 2017 (2,3). Contudo, cerca de 1.300
criancgas evoluem a 6bito por dia, e 480.000 criangas no ano de 2017 (2).

A maioria das mortes por diarreia ocorre em criangas que vivem no sul da Asia e na
Africa subsaariana (2,3) (Figura 1.1). O numero global de Obitos por diarreia continua
elevado a nivel mundial, apesar da reducdo verificada nos ultimos anos, devido ao
tratamento massivo através do uso da terapia de reidratacdo, sais de reidratacdo oral,
campanhas de educacado sanitaria, consumo de agua potavel e acesso a servicos de saude
(4,5).

-

A v

"5' P csE/ms
S Qfl'EF“Il*

o N (4
o Latin America and
the Caribbean %
East Asia and

i Asia
’,j ;‘ North Africa ) \_ﬂdﬁth‘g.ﬁ’aciﬁc
AR

—reef

=) 10-15% s
5-9% West and "" stern and
L ‘ Central Africa ) }’ ﬁhem Africa
<1% % ‘p

no data ‘ @

\K Sub-Saharan Africa

A

Figura 1.1. Estimativas de oObitos por diarreia no mundo (6).

Nas areas com elevados indices de infeccdo nas criangcas pelo virus da

imunodeficiéncia humana (HIV), ndo obstante a reducdo de casos, a diarreia permanece



como uma das principais causas de morbidade e mortalidade, principalmente na Africa Sub
Saariana (4,7).

A diarreia leva a desidratacdo e pode ser fatal, principalmente em criancas pequenas
e pessoas desnutridas ou com imunidade comprometida (1). Para aferir a gravidade da
diarreia, utiliza-se a escala de Ruuska e Vesikari, que consiste em avaliar o quadro dos
sintomas clinicos resultantes da diarreia, através de categorizacao em niveis de leve a muito
grave (8).

Em Mocambique, a diarreia ainda é uma das principais causas de 6bitos em criancas.
Estima-se que 5.741 criangas com idade inferior a cinco anos morreram por essa infegéo, o
gue corresponde a 7% das causas de 6bitos de criancas desta faixa etaria em 2018 (2). Uma
das principais preocupacdes do Ministério da Saude mogambicano é a desnutricdo calérico-
proteica grave oriunda de episodios subsequentes de diarreia comuns no pais (9).

Varios agentes etioldgicos tém sido implicados como causa de doencas diarreicas,
destacando-se bactérias, protozoarios e virus (1,7,10). Dentre os patdgenos virais, 0S
rotavirus, norovirus, astrovirus e adenovirus sao responsaveis por cerca de 43.5% dos casos
(7,11). No entanto, cerca de 40% da doenca diarreica ndo possui 0 agente etiologico
identificado, e a deteccéo de alguns tipos de enterovirus (EV) nas fezes de pacientes com

guadros de GA indica o possivel papel desses virus na doenca diarreica (12—-14).

1.1 Enterovirus
1.1.1 Historico dos enterovirus

O conhecimento existente sobre os enterovirus, na sua maioria, deve-se aos estudos
desenvolvidos para compreender o poliovirus, agente viral mais estudado do género e que
causa a paralisia flacida aguda, também conhecida como poliomielite (15,16). A
denominacgéo enterovirus deve-se ao seu tropismo, o trato gastrointestinal, apesar de nao
serem comumente associados a doencas entéricas (15).

Achados arqueoldgicos egipcios de uma estela que se estima ser datada do século Il
a.C mostram evidéncias de a poliomielite constitui doenca antiga (15).

Em 1840, o ortopedista alemdo Jacob von Heine diferenciou a poliomielite como uma
doenca separada (17). Por outro lado, em 1890, o pediatra sueco O. Medin sugeriu a

natureza infecciosa desta doenca com base em seu padrdo de disseminacao epidémica (17).



Um marco importante foi a sua propagac¢do do PV em monocamada de células por
Enders e colaboradores (1949), o que ndo s6 propiciou o isolamento de enterovirus como
também o desenvolvimento da cultura celular moderna, o isolamento de outros agentes
virais, o desenvolvimento das vacinas contra a poliomielite atualmente utilizadas e o
desenvolvimento da virologia como um todo (15,16).

A conjuntivite hemorragica espalhou-se a partir do continente Africano e sudoeste
Asiatico de 1969 a 1973, e o enterovirus 70 foi identificado (18,19). Em epidemias
subsequentes uma “variante” antigénica de coxsackievirus A24 foi identificado como o
agente etiolégico da conjuntivite hemorragica aguda, doenca altamente contagiosa (18,19).

Na década de 1980, o poliovirus tornou-se o0 primeiro virus a ser clonado,
sequenciado e a ter sua estrutura tridimensional descrita (20,21). Estudos sobre poliovirus
auxiliaram o desenvolvimento da biologia molecular, o que, por sua vez, propiciou um grande
entendimento de outros EVs (15).

O poliovirus é o enterovirus mais neurovirulento, e esforgos para sua eliminagéo foram
uma das historias de sucesso da virologia do século XX, mercé a criacado da rede global de
vigilancia da poliomielite da OMS, que comecou em 1988, resultante da Assembleia Mundial
da Saude para erradicar a poliomielite foi aprovada no mesmo ano (22).

A doenca de méo-pé e boca (DMPB) foi originalmente identificada como uma
manifestacdo especifica de infeccbes por enterovirus em 1956 (18). Surtos de (DMPB)
causados por enterovirus A71 tém sido relatados com frequéncia desde 1969 e uma série de
epidemias na regido Asia-Pacifico (Australia, Japdo, Malasia, Taiwan, Vietnd e China) entre
1997 e 2010 (18).

O enterovirus D68 foi isolado pela primeira vez em 1962, em criancas com doencas
respiratérias e teve circulacdo limitada nos Estados Unidos por quatro décadas (18). Desde
2004, tem sido relatado em varios paises, nomeadamente na Tailandia, Holanda, Nova
Zelandia, Quénia e Japao (18). Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa tém associado
os EVs das espécies A a C a casos de GA (7,14,23-25).

1.1.2 Classificacao taxonémica dos enterovirus
Em 1963, foi criado o termo "Picornavirus" para denominar um conjunto de virus de
caracteristicas fisicas e biofisicas comuns, como pequenos, ndo envelopados, genoma RNA

fita simpes, de polaridade positiva, simetria icosaédrica com um diametro de cerca de 30-32
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nm e resistentes a pH acido, o que foi utilizado como base para o nome da familia,
Picornaviridae (26).

A classificacdo taxondmica dos enterovirus atualmente é baseada na analise
filogenética de diferentes genomas virais e na regido que codifica proteinas estruturais. Os
EV pertencem ao Reino Riboviria, Ordem Picornavirales, Familia Picornaviridae e Género
Enterovirus (26,27). Atualmente, o género compreende 15 espécies (Quadro 1.1):
Enterovirus A a L e Rhinovirus A a C (26,27). Dentre as espécies que infectam o homem,
estao os Enterovirus A a D (28).

Quadro 1.1 Classificacao dos Enterovirus

Espécie Tipos
(Ndmero de tipos)

Enterovirus A CVA2, CVA3, CVA4, CVA5, CVA6, CVA7, CVA8, CVA10, CVAl1l2, CVAl4,

(25) CVAl6, EV-A71, EV-A76, EV-A89, EV-A90, EV-A91, EV-A92, EV-All4, EV-
Al119, EV-A120, EV-A121, EV-A122 (anterior SV19), EV-A123 (anterior SV43),
EV-A124 (anterior SV46) e EV-125 (anterior BA13).

Enterovirus B CVB1, CVB2, CVB3, CVB4 (inclui virus da doencga vesicular suina 2 [SVDV-2],

(63) CVBS5 (inclui SVDV-1), CVB6, CVA9, echovirus 1 (E1; inclui E8), E2, E3, E4,
E5, E6, E7, E9 (inclui CVA23), E11, E12, E13, E14, E15, E16, E17, E18, E19,
E20, E21, E24, E25, E26, E27, E29, E30, E31, E32, E33, enterovirus B69 (EV-
B69), EV-B73, EV-B74, EV-B75, EV-B77, EV-B78, EV-B79, EV-B80, EV-B81,
EV-B82, EV-B83, EV-B84, EV-B85, EV-B86, EV-B87, EV-B88, EV-B93, EV-
B97, EV-B98, EV-B100, EV-B101, EV-B106, EV-B107, EV-B110 (de
chimpanzé), EV-B111, EV-B112 (Chimpanzé), EV-B113 (Babuino) e EV-B114

[anteriormente chamado agente simio 5 (SA5)].

Enterovirus C (23) | PV1, PV2, PV3, CVAl, CVAll, CVA13, CVAl7, CVA19, CVA20, CVA21,
CVA22, CVA24, EV-C95, EV-C96, EV-C99, EV-C102, EV-C104, EV-C105, EV-
C109, EV-C113, EV-C116, EV-C117 e EV-C118.

Enterovirus D EV-D68, EV-D70, EV-D94, EV-D111 (Humanos e Chimpanzés) e EV-D120
(5) (Gorilas).

Enterovirus E (4) EV-E1, EV-E2, EV-E3 e EV-E4.

Enterovirus F (6) | EV-F1, EV-F2, EV-F3, EV-F4, EV-F5 e EV-F6.

Enterovirus G (20) | EV-G1, EV-G2, EV-G3, EV-G4, EV-G5, EV-G6, EV-G7, EV-G8, EV-G9, EV-
G10, EV-G11, EV-G12, EV-G13, EV-G14, EV-G15, EV-G16, EV-G17, EV-G18,
EV-G19 e EV-G20.




Enterovirus H (1) | EV-H1

Enterovirus | (1) Enterovirus |

Enterovirus J (6) | EV-J103, EV-J108, EV-J112, EV-J115, EV-J121 e EV-J122.

Enterovirus K (2) | EV-K1 e EV-K2.

Enterovirus L (1) | EV-L1

Rhinovirus A (80) | RV Al, A2, A7, A8, A9, Al10, Al1, Al12, A13, Al15, A16, A18, Al19, A20, A21,
A22, A23, A24, A25, A28, A29, A30, A31, A32, A33, A34, A36, A38, A39, A40,
A41, A43, A45, A46, A47, A49, AS0, A51, A53, A54, A55, A56, A57, A58, A59,
A60, A61, A62, AG3, A64, A65, A66, AG7, A68, A71, A73, A74, A75, A76, A77,
AT78, A8O, A81, A82, A85, A88, A89, A90, A94, A96, A100, A101, A102, A103,
A104, A105, A106, A107, A108 e A109.

Rhinovirus B RV B3, B4, B5, B6, B14, B17, B26, B27, B35, B37, B42, B48, B52, B69, B70,
(32) B72, B79, B83, B84, B86, B91, B92, B93, B97, B99, B100, B101, B102, B103,
B104, B105 e B106.

Rhinovirus C (57) | RV-C1 a RV-C57

Legenda: CVA — coxsackievirus A; CVB — coxsackievirus B; E — echovirus; EV - enterovirus;

PV — poliovirus. Fonte: Adaptado de www.picornaviridae.com (27,28).

1.1.3 Estrutura dos enterovirus

Os enterovirus possuem simetria icosaédrica, o virus tem 30nm de diametro e seu
capsideo € composto por 60 protdbmeros, cada um compreendendo 0s quatro proteinas
estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4, sendo as trés primeiras estéo localizadas na parte externa
do capsideo (Figura 1.2) (29). Por outro lado a VP4 esta localizada no lado interno do
capsideo e ligada ao RNA gendmico (29).

A VPl é a mais exposta, e € nela em que se encontram 0s principais sitios
antigénicos utilizados no reconhecimento dos receptores celulares, assim como sua
sequéncia génica que é utilizada para a identificacdo dos diversos tipos dos enterovirus
(29,30).




Figura 1.2. Esquema ilustrativo dos enterovirus. O virus apresenta simetria icosaédrica e
seu material genético é composto por uma fita de RNA, que se encontra dentro do capsideo
e covalentemente ligada a VP4. As proteinas VP1, VP2 e VP3 compdem a parte externa do
capsideo viral (29).

O genoma viral € constituido por uma fita de RNA de polaridade positiva, de
aproximadamente 7,2 a 8,4 kb de comprimento e peso molecular de 2,6 x 10° Daltons (26). O
genoma do virus contém um unico quadro de leitura aberto (ORF), que é traduzido como
uma grande poliproteina que € clivada para produzir o capsideo viral (VP1 a VP4) e
proteinas nao estruturais (Figura 1.3) (31).

A extremidade do genoma 3' é poliadenilada e contém sinais que estdo envolvidos na
replicacéo e circularizacdo do genoma (31). Na extremidade 5' esta ligada covalentemente a
uma proteina viral VPg e a regido nao traduzida 5' (UTR) na qual abriga um local interno de
entrada de ribossomo (IRES) que medeia a traducéo (31).

O IRES dos enterovirus compreende varios dominios de RNAs estruturados
denominados de Il a VI (Figura 1.3), o dominio VI (dVI) compreende um loop-tronco
contendo um cédon AUG altamente conservado, que € seguido por um ORF de 65 codons a
montante (UORF) denominado Proteina U (31).

Esta proteina possui um papel importante no durante o estabelecimento de infeccéo
produtiva por enterovirus das espécies Enterovirus A, B e C, no epitélio intestinal nos

estagios iniciais da invasao viral de hospedeiros suscetiveis (31).



Prateinas estruturais Proteinas ndoestruturais

ORF Frincipal - RdRp Pali (&)

VPg

Figura 1.3. Genoma dos enterovirus. A VPg encontra-se ligada na extremidade 5’, a cor
verde esta localizada a proteina U, seguida da poliproteina com proteinas estruturais e nao
estruturais e a cauda Poli (A) na extremidade 3’ (31).

1.1.4 Propriedades fisico-quimicas dos enterovirus

Os enterovirus sé@o estaveis em pH de 3 a 9 e baixas temperaturas (-20 a -80°C) por
muitos anos (32). Esses virus sao resistentes a alguns desinfetantes de uso rotineiro, como
alcool a 70%, isopropanol, cloroférmio e éter (32,33). Entretanto, sdo inativados pela acdo da
luz ultravioleta, uso de formaldeido a 0.3%, cloro residual livre (0,3 a 0,5 ppm), acido
cloridrico (0,1 N), glutaraldeido a 2% e calor (50°C/60 minutos) (33,34).

1.1.5 Ciclo replicativo dos enterovirus

Um determinante importante do tropismo viral é a expressao do(s) receptor(es)
especifico(s) do virus na superficie celular (19). Desde que o CD155 foi identificado como o
receptor do poliovirus, outros receptores para diversos enterovirus foram descobertos,
evidenciando que os EV podem infectar ampla variedade de células e tecidos (19).

A biossintese dos enterovirus ocorre no citoplasma da célula hospedeira (Figura 1.4).
O processo se inicia com a ligacdo do virus a um ou Varios receptores na superficie celular,
seguido de endocitose mediada por receptor ou fatores de ligacdo (19,30).

As alteracbes de pH e/ou ligacdo ao receptor no endossoma induzem ao
desnudamento, devido a degradacdo das particulas virais e o recrutamento da fosfolipase

PLA2G16, que permite a liberacdo do genoma viral no citoplasma (19,30).



Uma vez no citoplasma da célula, o RNA viral é traduzido em uma poliproteina, que é
clivada proteoliticamente e origina as proteinas associadas a replicacdo (2A — 2C e 3A — 3D)
e proteinas do capsideo (VPO, VP1 e VP3) (30,31).

A replicacdo do genoma ocorre em estruturas de membrana induzidas por virus
denominadas organelas de replicacdo (RO) (19,35). A RNA polimerase RNA dependente
(3D) inicia a sintese de uma fita de polaridade negativa, que serve para gerar um
intermediario de replicacdo de RNA de fita dupla (30). A partir desse intermediario sao
sintetizadas as fitas de RNA positivo; os RNAs virais recém-sintetizados servem de molde
para posterior traducéo e replicacdo ou sdo encapsidados em novos virions (30).

As proteinas do capsideo se auto-organizam em protdmeros e pentameros e, em
conjunto com o mecanismo de replicacao e o RNA gendmico, se agrupam em provirions que
sédo convertidas em virions infecciosos e maduros mediante a clivagem do VPO em VP4 e
VP2 (19,30).

Embora os enterovirus sejam descritos como virus liticos, ha evidéncias de que os EV
também podem sair antes da lise celular em estruturas ligadas a membrana que podem
acomodar multiplos virions (31,36).

O ciclo de replicacéo viral desde a entrada e a saida do virus na célula infetada pode
variar de cinco a dez horas. Este periodo pode ser afetado pelo pH, temperatura, tipo viral e

as defesas do hospedeiro (37,38).
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biossintese viral, adsorcdo a liberacdo das particulas virais, modificado de Baggen e
colaboradores em 2018 (30).

1.1.6 Propriedades antigénicas dos enterovirus

As trés proteinas estruturais que constituem a face mais externa do capsideo (VP1,
VP2 e VP3) contém epitopos responsaveis pela inducéo de anticorpos neutralizantes (32).

A evolucdo dos picornavirus resultou em um numero muito grande de membros
facilmente distinguiveis (22). Essa variabilidade foi categorizada antigenicamente como tipo.
Cada um dos tipos se correlaciona com a resposta imunologica do hospedeiro humano,
protecdo contra doencas, uso de receptores e 0 espectro da doenca clinica (32).

A distincdo entre diferentes tipos utilizando anticorpos torna-se complicada no ambito
das espécies (32). Contudo, apesar dessas limitacdes, o tipo continua sendo a propriedade

fisica mais importante que distingue os diferentes enterovirus (22,32).



As infeccbes pelos enterovirus levam ao desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica, tipo especifica e duradoura (16). A resposta humoral € importante e pode ser
observada em individuos hipogamaglobulinemicos, onde as doencas ocorrem com maior

gravidade, principalmente em recém-nascidos (16).

1.1.7 Patogenia da infec¢cao pelos Enterovirus

Os enterovirus causam um amplo espectro de doengas, incluindo doencas
neuroldgicas e respiratérias graves (30). As vias de transmissdo sao fecal-oral, inalacéo,
contato pessoa a pessoa ou contato com secrecdes oculares (38).

ApoOs a infeccdo o periodo de incubacéo varia de 12 horas a 35 dias, dependendo de
vérios fatores como tipo viral, doenca clinica e a imunidade do hospedeiro (16).

A replicagéo viral se inicia logo apds a entrada do virus, provavelmente no tecido
linfoide da laringe (orofaringea) e nas placas de Peyer no intestino (38). Em alguns casos,
ocorre uma curta viremia, fazendo com que os virus atinjam orgaos alvo especificos (medula
espinhal, pele, miocardio, meninges e ceérebro) e células do sistema reticulo endotelial
(Figura 1.5) (38).

A infeccéo por enterovirus em alguns sitios, como amigdalas, linfonodos da orofaringe
e dos intestinos, pode fazer com que ocorra uma disseminacao sistémica, com viremia
transitoria, podendo culminar com espalhamento da infeccdo em 6rgaos secundarios como o
Sistema nervoso (periférico e central) e o coragao (Figura 1.5) (15).

Individuos assintomaticos ou sintomaticos excretam virus pelas fezes, por um periodo
gue varia de duas a oito semanas apos a infeccao e pela faringe, a excrecdo se dad em uma

a duas semanas, através da saliva (16,38).
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Figura 1.5. Patogénese da infeccéo por enterovirus. O quadro se inicia com a replicacéo
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sistema circulatorio ou linfatico até érgdos alvos, o virus replica e pode acorrer viremia

secundaria. Figura criada pelo autor da tese.

1.1.8 Epidemiologia das infec¢cdes por enterovirus

Os enterovirus possuem distribuicdo global e sua transmissdo depende de varios
fatores, incluindo saneamento basico, padrbes de higiene, aglomeracdo populacional,
localizacdo geografica, estacdo do ano e caracteristicas do hospedeiro, especialmente a
idade (39,40).

O homem é um dos principais reservatorios naturais dos enterovirus e a principal fonte
de disseminacédo viral (28). Diferentes vias de transmissdo sdo observadas e variam de
acordo com o tipo viral, o quadro de doenca associado, estado imune e condi¢cfes sanitarias
(29).

A transmissdo pelas vias respiratorias ocorre através de goticulas de secrecoes
orofaringeas eliminadas por individuos infectados e desempenha um papel importante nos
paises desenvolvidos (15,16). Existem outras formas de transmissdao como o contato com

secrecoOes oculares (38).
11



O virus pode ser encontrado nas secre¢cbes da orofaringe, fezes ou secrec¢fes
oculares antes do aparecimento dos sintomas (15,16).

A via fecal-oral é predominante em regides com condi¢cBes precéarias de higiene e
saneamento, onde ha consumo de 4gua ou alimentos contaminados e um grande niumero de
individuos na mesma habitacdo, o que facilita a transmissao (15,16). Uma vez excretados no
ambiente os enterovirus sdo também detectados em aguas do esgoto, piscinas, rios, lagos,
solo (22).

Diferentes fatores tém efeitos sobre a infec¢do por enterovirus, dentre eles a idade,
sexo e perfil socioeconbmico (15). A idade é um determinante importante da
susceptibilidade, manifestacao clinica, gravidade e resultado da infec¢édo (16,38). As criancas
sdo o principal alvo e transmissores mais importantes dos EV (15). No entanto, criangas
maiores de cinco anos, adolescentes e adultos geralmente desenvolvem doengas mais
graves quando infectadas, e o0s recém-nascidos sdo importantes pela excrecdo viral
prolongada (15).

No que diz respeito ao sexo, uma maior proporcao de casos € observada em homens,
isto pode estar associado a varias razdes, incluindo fatores biolégicos, comportamentais e
sociologicos (15,41,42). Contudo, excecbes sdo observadas, onde a maior proporcao é
observada no sexo feminino (43-45).

As infeccdes por enterovirus sdo mais frequentes em locais com condi¢des sanitarias
precarias e socioecondémicas baixas, quando comparadas as areas urbanas com melhores
condicdes (15,16,46).

A distribuicdo dos EV varia de acordo com a area geografica e as condi¢des climaticas
(15,39). Contudo, diferentes prevaléncias em regibes do mesmo pais sdo observadas
(15,47).

Em regibes de clima temperado, as infeccfes por enterovirus apresentam
sazonalidade definida, sendo mais frequentes durante o verdo e inicio do outono (15,16).
Nas areas com clima tropical e semitropical, os virus circulam durante todo o ano, ou

apresentam-se com mais frequéncia na época chuvosa (16,48).

1.1.9 Manifestacdes clinicas
As doencas relacionadas aos enterovirus incluem poliomielite, sindrome pdés-pélio,

meningite e encefalite, miocardite, pleurodinia, pericardite, diabetes, conjuntivite, infeccéao
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respiratéria, herpangina, doenca das maos, pés e boca e diarreia. A seguir, algumas destas
serdo descritas de forma sucinta (15,16,38).

Paralisia Flacida Aguda (PFA): caraterizada por subita fraqueza ou perda de tdnus
muscular que pode ser causada pelos poliovirus (PV1, 2 e 3). Tem curso assintomatico em
cerca de 90 a 95% dos casos. Nas infecgbes abortivas, € caraterizada por doenca febiril,
cefaleia, ndusea e vbmito, entre outros sintomas, mas 0s pacientes melhoram em poucos
dias (30,38).

Os PV podem levar ao desenvolvimento de meningite asséptica (15,38). A poliomielite
paralitica ocorre em 1% dos casos. A paralisia aparece em média dois a cinco dias apds 0s
sintomas e 10 a 15% destes individuos podem desenvolver a poliomielite bulbar, que
compromete a respiracao e o sistema vasomotor (15,16).

Mocgambique registou nos ultimos anos a circulagao de dois isolados de poliovirus tipo
2 derivados de vacinas circulantes geneticamente ligadas (cVDPV2), que foram relatados no
distrito de Molumbo, provincia de Zambézia, Mogambique (49).

Paralisia causada por enterovirus nao polio: o quadro € similar a poliomielite, que
inicia com febre no periodo de um a trés dias e comeco da paralisia flacida por mais uns dois
dias. Raramente, ocorre o envolvimento bulbar e a manifestacao clinica € mais suave que a
da polio, uma vez que a maior parte dos pacientes se recupera completamente. O
enterovirus mais associado a esses surtos de paralisia sdo os EV-71 (16,50).

Sindrome pos-polio: Esta sindrome afeta 20-40% dos individuos acometidos pela
poliomielite e se manifesta como complicacdes neuromusculares (51). A incidéncia, sintomas
e gravidade da sindrome variam e alguns pacientes sdo conhecidos por desenvolver
fraqueza, atrofia, fadiga, dores musculares e articulares e outras complicacdes (51,52).

Meningite e encefalite: a meningite € geralmente autolimitada e caraterizada por
febre e mal estar, que evolui para irritacdo das meninges e rigidez da nuca ou costas em
poucos dias, sendo na maioria dos casos causada por E30, E6, CVA2, CVA9, CVB4 e CVB5
(19,53). A encefalite é caraterizada pela infeccdo no sistema nervoso central, que resulta em
inflamacéo aguda do cérebro (54). Os virus mais implicados séo EV-71, CVA2, CVA9, CVB4
e CVB5 (19,50,54).

Miocardite: tem como carateristica fundamental a inflamacdo da membrana que
reveste o coracao, podendo progredir para cardiomiopatia dilatada (30,50). Os CVB3 séo

mais implicados, principalmente em criancas (55).
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Pleurodinia: caracterizada por uma subita dor nos musculos entre as costelas (30). A
manifestacdo mais frequente € o quadro febril agudo e mialgia. Os enterovirus mais comuns
séo CV B3 a B6 (15,56).

Conjuntivite: é caraterizada por um curto periodo de incubacdo e sintomas como
lacrimagao excessiva, dor, inchago e vermelhiddo da conjuntiva. EV-70 e CV A24v causam a
forma hemorragica, enquanto CVA9, A10, A16 e B5 e E1, E4, E6, E7, E9, E16 e E20 estédo
associados a conjuntivite ndo hemorragica (19).

Herpangina: é caraterizada pela presenca de lesdes papilares, vesiculares e
ulcerativas nas amigdalas, dor de garganta, dor de cabeca, dores musculares, entre outros
sintomas. Ocorre preferencialmente em criancas, é benigna e os enterovirus mais envolvidos
sao CVA6, CVA10, CVA16 e EV-71 (38,57,58).

Infeccao respiratoria: € comum e caracteriza-se por infeccdo nos tratos superior e
inferior. O tipo viral mais relatado é o EV-D68. Entretanto, outros tipos tém sido implicados,
como CV A e B e echovirus (15,38,59).

Doenca de pé, méo e boca: doenca exantematica que tem como peculiaridade a
apresentacao de lesbes vesiculares nas maos, pés e boca, em alguns casos, nas nadegas
(58). E uma doenca comum em criangcas, com curso autolimitado e relatos de surtos, 0s
enterovirus mais envolvidos sdo E6 e EV-71 (16,38).

Doenca diarreica: os enterovirus tém sido identificados em casos esporadicos de
diarreia em alguns estudos (11,13,23,24). Apesar da associacdo com diarreia ainda nao
estar bem documentada, pesquisas realizadas por varios grupos de trabalhos tém destacado
o papel de diversos enterovirus como agentes etioldgicos da gastroenterite, com énfase para
coxsackievirus e echovirus (CVA5, CVA10, CVAll, CVA24, CVB3, CVB5, E14, E20, EV-
C99) (13,14,23,60,61).

1.1.10 Vigilancia ambiental

A pesquisa de virus entéricos humanos em amostras ambientais iniciou-se na década
de 1940 e a vigilancia ambiental (VA) utiliza o monitoramento da circulacdo de virus
entéricos para avaliar a extensao ou duracéo dos surtos em populacdes (62—64).

Os esgotos podem conter virus entéricos que sdo excretados de individuos,

independentemente de apresentar sintomas ou ndo. Assim, o rastreamento da contaminagao
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viral nessas amostras pode refletir o estado da circulagdo viral numa determinada regido
(65,66).

A VA é extremamente importante como parte dos esforcos globais da Iniciativa de
Erradicacao da Poliomielite (PEI) desde os progressos da resolugdo da Assembleia Mundial
da Saude (1988) para erradicar a poliomielite (22).

Em alguns paises onde existe a vigilancia da Paralisia Flacida Aguda (PFA) como
forma de demonstracdo da auséncia da pdlio ha dificuldade em manter a qualidade da
vigilancia no nivel exigido pelo PEIl (22). Esses paises geralmente possuem sistemas de
vigilancia ambiental além da vigilancia da PFA para a deteccao e investigacdo de possiveis
infecgBes por poliovirus (22).

A VA é alternativa ou suplementar a vigilancia de PFA (22). As diretrizes para o
estabelecimento e manutencéo da vigilancia ambiental em apoio a PEI foram estabelecidas
pela OMS (63).

A vigilancia ambiental tem demonstrado ser uma abordagem muito eficaz na
investigacdo em paises com um sistema limitado de vigilancia epidemiolégica (67,68). Por
outro lado, as informacgdes obtidas na VA sdo de grande importancia para a saude publica
(67,68).

Estudos de vigilancia ambiental demonstram a presenca de diferentes enterovirus em
amostras de esgoto (69-71). Esses patdogenos sao relativamente resistentes a fatores
ambientais, como temperatura e pH, por um periodo de tempo longo (22,63).

Deste modo, o monitoramento dos enterovirus nas aguas do esgoto fornece
informacdes valiosas sobre a circulacdo destes virus na populacdo, especialmente na

auséncia de casos sintomaticos (22,68,72).

1.11 Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico padréo das infecgdes causadas pelos enterovirus em amostras clinicas
ou ambientais € baseado no isolamento viral em cultivo celular utilizando as linhagens
susceptiveis que permitem a replicacdo destes virus (22,63,73). A identificacdo molecular
depende principalmente do sequenciamento nucleotidico do gene que codifica proteinas do
capsideo viral (22).

A pesquisa de enterovirus pode ser feita em diversos tipos de amostras e a escolha

depende da suspeita clinica. Os espécimes clinicos mais comumente utilizados sao fezes,
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swab retal, urina, lavado ou swab de garganta, liquido cefalorraquidiano, fluidos vesiculares,
zaragatoa de conjuntiva e secrec¢des nasais (63,73).

As linhagens celulares frequentemente usadas para o isolamento dos enterovirus
podem ser primarias ou linhagem continua sendo permissiveis para diferentes tipos de virus,
dentre elas a célula de rabdomiosarcoma embrionario humano (RD), célula de carcinoma
epidermdide de laringe humana (HEp2C), célula originaria de carcinoma epitelial de cérvix
humano (Hela), célula de rim de macaco-verde africano, Cercopithecus aethiops (Vero),
fibroblastos de pulméo de embrido humano (MRC-5), Rim canino de Madin Darby (MDCK),
rim embrionéario humano (HEK), Fibroblasto embrionario humano (HEF) e células L de
camundongo geneticamente modificadas, com receptor humano para poliovirus (L20B)
(22,73). O virus na célula susceptivel causa efeito citopatico caracterizado por
arredondamento, enrugamento, picnose nuclear, degeneracdo e descolamento da
monocamada do suporte (38).

Os isolados séo identificados por méetodos sorolégicos ou moleculares (22,73). Entre
0os testes sorologicos, destacam-se a imunofluorescéncia, neutralizacdo, inibicdo da
hemaglutinacéo, fixacdo do complemento e imunoenzimatico (22,73).

Por sua vez, € possivel uma identificacao direta do virus a partir da amostra clinica ou
ambiental, através dos testes moleculares que se baseiam na reacdo em cadeia da
polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) ou reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa em tempo real precedida de transcricao reversa (RT-qPCR) (22,74).

A caracterizacdo molecular depende principalmente do sequenciamento nucleotidico
do capsideo viral, sendo a regido que codifica para a VP1 a mais amplamente utilizada
(22,73). No caso particular do poliovirus 0 sequenciamento nucleotideo é uma ferramenta
muito importante, pois permite, dentre outras coisas, a diferenciacdo entre os isolados dos

virus selvagem e vacinal (73).

1.12 Prevencéao, controle e tratamento

Atualmente, estdo disponiveis duas vacinas para prevencdo da poliomielite, uma de
virus atenuado (administrada por via oral, com liberacdo do virus no ambiente, leva a
imunizacdo de rebanho, com o risco de reversdo da atenuacdo em polio pds-vacinal) e a

outra inativada (aplicada por via intramuscular, ideal para regidées com condi¢cées adequadas
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de saneamento (75). Apresenta menor risco de reversdao, mas nao induz a imunidade
rebanho, e essas vacinas sao utilizadas em nivel global (75).

Ainda ndo h& vacinas disponiveis para os enterovirus nao polio, apesar de existirem
alguns estudos em desenvolvimento, como da cepa de virus atenuado EV-A71 e CVAL6
(18,76).

O controle de doencas associadas a enterovirus, especialmente os EV ndo poélio pode
ser realizada através de medidas basicas de higiene e saneamento béasico (15,38).

A maior parte dos individuos infectados com enterovirus ndo apresenta sintomas, mas
pode disseminar o virus para outras pessoas, 0 que dificulta a adocdo de medidas de
controle. Neste contexto, as medidas de controle sdo as mesmas medidas de prevencao
(40). A vigilancia epidemiolégica e ambiental sdo importantes no contexto de prevencéao e
controle de infecgbes por enterovirus (22).

N&o existe ainda tratamento especifico, a pessoa com manifestacéo clinica leve é
tratada para os sinais e sintomas da doenca (40). A maioria dos acometidos recupera-se
alguns dias depois (40). No entanto, a evolugéao clinica pode demandar de hospitalizacéo
(75). Finalmente estudos para o desenvolvimento de antivirais encontram-se em curso, estes

atuam baseados nas fases do ciclo replicativo viral (77).
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1.13 Descricdo da saude da crianga mogcambicana

A expanséo e a disponibilidade dos servicos de salde, a pesar da prontiddo destes
servicos ainda € um desafio em Mocambique, necessitando de melhorias estruturais e
sistémicas (78).

A situacdo de saude sera descrita de forma resumida e segundo os achados do ultimo
Inquérito de Indicadores de Imunizagcdo, Malaria e HIV/SIDA de Mog¢ambique, conduzido em
2015 (9). De uma maneira geral, os dados apontaram para uma melhoria no estado de
saude das criangcas mogambicanas.

O numero de criancas em que foram administradas todas as vacinas previstas no
calendario vacinal aumentou significativamente de 47% em 1997 para 63% em 2003. Um
aumento de 5% foi observado no periodo de 2003 e 2015 (9).

O percentual de criangas nas quais nao foi administrada qualquer vacina reduziu de
20% em 1997 para 5% em 2015. O nivel de cobertura vacinal esta diretamente ligado ao
nivel de escolaridade das maes, sendo 53% para as que nao possuem instrucao e 85% com
nivel secundario ou superior (9).

A incidéncia das infeccdes respiratorias agudas mostrou uma diminuicdo no periodo
de 2003 a 2011, e um incremento no periodo de 2011 a 2015 (9). Consequentemente, a
procura de tratamento foi menor entre 2003 a 2011 e no periodo de 2011 a 2015 apresentou
um leve aumento (9).

Os casos de anemia reduziram de 69% para 64% de 2011 a 2015,
respectivamente(9), maior prevaléncia (74%) € observada em criancas na faixa etaria dos
12-17 meses e em criangas cujas maes apresentam baixas condi¢cdes socioeconémicas (9).

Criancas residentes nas areas rurais sao atendidas com menos frequéncia (53%) nos
hospitais, em comparacdo aquelas residentes no meio urbano (64%) e a procura pelos
servicos aumenta quanto maior for o nivel de escolaridade das maes ou cuidadoras (41 e
70% nos meios rural e urbano, respetivamente) (9).

A diarreia seguida da desidratacdo constitui uma importante causa de mortalidade
infantil no pais (9). A doenca diarreica tem prevaléncia elevada na faixa etaria dos 12-23
meses (19.1%) e mais baixa entre 48-59 meses (5.6%) (9). O programa alargado de
vacinacdo (PAV) em Mocambique introduziu a vacinacdo contra rotavirus em Setembro de
2015 (79).
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1.14 Vigilancia Nacional de Diarreias em Mog¢cambique

A Vigilancia Nacional de Diarreias (ViNaDia) é uma plataforma que foi implementada
em 2014 em Unidades Sanitarias de quatro provincias de Mocambigue, nomeadamente:
Maputo (capital do pais), Nampula, Sofala e Zambézia que atendam 58,3% da populacédo
moc¢ambicana (79-81).

A vigilancia tem como objetivo principal determinar a frequéncia de diarreias em
criancas dos zero aos 14 anos de idade, os agentes etiol6gicos associados as mesmas e
comparar a proporgéo dos agentes entre criangas HIV positivas e negativas.

As amostras na ViNaDia sdo rotineiramente testadas para o rotavirus como principal
agente etiolégico e para outros patdgenos virais, parasitas e bactérias. Para pesquisa de
virus, utiliza-se kit comercial de ELISA (IDEIA™, Prospect Diagnostics, Reino Unido), de
acordo com as recomendacOes do fabricante, para: rotavirus (as amostras positivas sao
genotipadas por RT-PCR), adenovirus, astrovirus e norovirus.

A pesquisa de parasitos nas amostras fecais € realizada por diferentes técnicas. Para
a deteccédo de Giardia lamblia, Entamoeba histolytica e Cryptosporidium spp utiliza-se o kit
ELISA (TechLab, Inc, Blacksburg, VA, USA). A técnica de Ziehl-Neelsen modificado é
utilizada para deteccéao de Cryptosporidium, Isosposra belli e Cyclospora cayetanensis (82).
A técnica de formol-éter € utilizada para deteccdo de Ascaris lumbricoides, Chilomastix
mesnili, Endolimax nana, Isospora butchilii, Blastocystis hominis, Trichuris trichiura,
Balantidium coli, Isospora belli, Strongyloides estercolaris, Ancylostoma duodenalis e
Entamoeba coli (82).

Bactérias entéricas como Escherichia coli enteropatogénica, Shigella spp, Salmonella

spp e Vibrio cholera sédo detectadas por inoculacdo em meios de cultura para isolamento.
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1.2 JUSTIFICATIVA

A GA é um problema significativo no mundo, especialmente entre criangas em regites
COm poucos recursos e em paises em desenvolvimento (11).

Apesar da descricdo de uma série de patdégenos associados a quadros de GA, uma
proporcao significativa (30 a 40%) destes ndo possui agente etioldégico conhecido (12).

Nas ultimas duas décadas, os enterovirus vém sendo cada vez mais associados as
infeccbes diarreicas e sao frequentemente pesquisados em criangas com quadros de GA
(11,13,14,23,83). Varios tipos de enterovirus sdo diagnosticados, entretanto, ainda ha
lacunas importantes envolvendo a epidemiologia molecular associada as caracteristicas
sOcias demogréficas, clinicas e a fatores climaticos sdo muito limitados (23,25).

A situacdo da doenca diarreica em Mocambique n&o difere da verificada na maioria
dos paises da Africa subsaariana, onde a enfermidade é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em criangas menores de cinco anos de idade (79,84-86).

No pais, ndo ha vigilancia de EV nas amostras clinicas de quadros diarreicos e
apenas relatos sobre a deteccdo de virus entéricos em amostras fecais foram publicados,
sendo a maioria focada na deteccdo de Adenovirus e RV, este ultimo cuja vacina foi
introduzida no pais em Setembro de 2015 (79,87). Apenas um trabalho sobre a circulacéao
dos enterovirus foi previamente conduzido em Mog¢ambique, na Cidade de Maputo, e incluia
amostras fecais de criancas com varias sintomatologias clinicas em 2015. Este estudo
demostrou a circulacéo de enterovirus nas criancgas, incluindo em dois casos de GA (42)

Uma vez infectadas as pessoas podem excretar o virus através das fezes para o
ambiente e a deteccdo de enterovirus em amostras de esgoto € uma ferramenta muito
importante, uma vez que possibilita 0 monitoramento de virus que infectam individuos e nao
sdo relatados nas amostras clinicas e que o pais tem reportado surtos relacionados ao
poliovirus derivado da vacina (cVDPV) nos ultimos anos, o que apoia os esfor¢os globais da
OMS para a erradicacdo da poliomielite (22,49). Apesar da importancia, ainda ndo ha
vigilancia ambiental de enterovirus em Mocambique.

Assim, o presente estudo visa detectar e caracterizar os enterovirus em amostras
fecais de casos de GA referenciadas para Vigilancia Nacional de Diarreia a partir de estudo
transversal de base hospitalar, e ainda sob perspectiva complementar realizar pela primeira

vez vigilancia ambiental de enterovirus na cidade de Maputo, capital de Mocambique.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Deteccao e caracterizagdo de enterovirus em criangas internadas com diarreia aguda e em

amostras ambientais de Mogambique entre os anos de 2014 e 2018.

2.2. Objetivos especificos

1. Detectar e estimar a frequéncia de enterovirus em amostras fecais de criancas com
diarreia aguda nas provincias de Maputo, Sofala, Nampula e Zambézia entre os anos de
2014 e 2018;

2. Descrever as carateristicas sociodemograficas e clinicas em relacdo a positividade para
enterovirus;

3. Avaliar e classificar o quadro da diarreia causada pelos enterovirus usando escala de
Ruuska e Vesikari;

4. Avaliar a distribuicdo temporal dos enterovirus em relacdo aos fatores ambientais umidade
relativa, precipitacao e temperatura;

5. Realizar a andlise filogenética dos enterovirus isolados nas amostras fecais;

6. Detectar e estimar a frequéncia de enterovirus em amostras de esgoto bruto da cidade de
Maputo no ano de 2018; e

7. Realizar a andlise filogenética dos enterovirus isolados nas amostras ambientais e

clinicas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Area de estudo

Mocambique esté localizado na regido subsaariana do continente africano. O pais
possui uma superficie continental de 786.380 km? e uma populagéo estimada de 27.909.798
habitantes (80,88). O pais corresponde a cerca de 2,6% da superficie do continente, e faz
fronteira ao norte com a Tanzania, a noroeste com o Malaui e a sudoeste com Zimbabwe,
Africa do Sul e Suazilandia. Mogambique é banhado a leste pelo Oceano Indico em toda a
extensdo da sua costa de 120.000 km? (Figura 3.1) (88).

Mocambique

Figura 3.1. Mapa da Africa. Continente Africano, com destaque para Mogambique em
vermelho (89).

O pais esta dividido em 11 provincias. No Norte, encontram-se as provincias do
Niassa, Cabo Delgado e Nampula, no Centro estdo Tete, Manica, Zambézia e Sofala e no
Sul estdo Inhambane, Gaza e Maputo, capital do pais (88).

Mocambique apresenta um clima tropical, com duas estacdes bem demarcadas:
estacdo chuvosa (outubro a marco) e estacdo seca (abril a setembro) (88). As condicdes
climaticas em Mocambique variam ao longo do ano, nas trés regides do pais, influenciadas
pelas mongdes de nordeste que chegam do Oceano Iindico e pelas correntes quentes

provenientes do canal de Mogcambique (88).
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Os indicadores demograficos indicam que 63% dos agregados familiares possuem
acesso a agua potavel, sendo que maior prevaléncia encontram-se nas areas urbanas e
apenas 20 % da populacdo mogcambicana tem acesso a instalagcdes de saneamento basico
melhorado (9).

3.2. Estudo com amostras clinicas
3.2.1. Aspectos éticos

O estudo teve aprovacdo pelo Comité Nacional de Bioética para a Saude de
Mocgambique (154/CNBS/17 [Anexo A] e 348/CNBS/13 [Anexo B]). Foram incluidas criancas
menores de cinco anos de idade, atendidas e internadas com quadro de doenca diarreica
nos Servicos de Pediatria de seis hospitais do pais. Os seus responsaveis legais
consentiram de forma voluntaria para fazerem parte da ViNaDia, mediante a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Anexo C).

3.2.2. Tipo de estudo e Amostragem

Foi conduzido um estudo descritivo transversal, de base hospitalar, nos Servicos de
Pediatria nas seis maiores unidades hospitalares do pais e que fazem parte da ViNaDia (79).

Entre junho de 2014 e marco de 2018 (inicio em 2014 em Maputo e 2015 ademais
provincias), amostras de fezes foram obtidas em unidades hospitalares localizadas em
guatro provincias e abrangendo as trés regides de Mocambique (Figura 3.2): centro (Hospital
Central da Beira em Sofala e Hospital Provincial de Quelimane na Zambézia), norte (Hospital
Central de Nampula em Nampula) e sul (Hospitais Gerais José Macamo e Mavalane e
Hospital Central de Maputo em Maputo) (Figura 3.2).

Uma vez coletadas, as amostras foram armazenadas em reservatério plastico
impermeavel, com a etigueta identificadora do participante, em geladeira ou caixa térmica a
4°C e, em seguida, enviadas ao Laboratorio de Virologia do Instituto Nacional de Saude
(INS), onde foram armazenadas a -80°C.

Os dados sociodemograficos e clinicos foram obtidos em formulario padronizado,
contendo as variaveis de interesse (Anexo D), de entre elas, a idade, sexo, proveniéncia, tipo
de alimentacdo, consumo de agua potavel, més de coleta, idade do cuidador, escolaridade
do cuidador, estado civil do cuidador, tipo de habitacdo, agregado familiar, estado de HIV,

vacinagado contra rotavirus, presenca de febre, vémitos, olhos encovados, administragéo de
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soro, desidratacdo, letargia, prega cutanea, episédio de diarreia e vémitos nas Ultimas 24
horas, temperatura corporal, estado de desidratacéo, tratamento e dia de internamento.
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Figura 3.2. Mapa de Mocambique. Provincias onde as amostras foram coletadas
para a ViNaDia em Azul.

3.2.3. Tamanho amostral

O tamanho amostral minimo esperado foi calculado utilizando o programa Epilnfo™
Versdo 7.2.3.1 (90), com intervalo de confianca de 95% (IC), efeito de desenho 1, precisédo
desejada de 5,0% e frequéncia estimada de 16% para Enterovirus associados a diarreia em
criangas anos (14).

Com base no numero de amostras de criangas menores de cinco anos referenciadas

para a ViNaDia no periodo de estudo (1731 amostras), foi estimado o tamanho minimo de
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204 amostras. No entanto, 327 criancas com diarreia que atenderam os critérios de incluséo

foram incluidas para a presente anélise.

3.2.4. Definicdo de casos, critérios de inclusdo e excluséo

Foram considerados casos de GA na ViNaDia criancas menores de 5 anos de idade,
com diarreia, definida por trés ou mais episodios de evacuac¢do nas Ultimas 24 horas, com ou
sem sintomas associados, cujo responsavel ou cuidador autorizou a participacdo, mediante a

assinatura do TCLE. Os critérios de inclusdo e excluséo estdo apresentados no Quadro 3.1.

Quadro 3.1. Critérios de inclusao e exclusdo do presente estudo.

Critérios de inclusao Critérios de excluséao

Amostras de criancas menores de cinco | Idade igual ou superior a cinco anos

anos

Amostra com volume suficiente para a | Quantidade menor que dois gramas de fezes

testagem (minimo de 2 gramas)

Apresentar formulario de coleta de dados | Falta de informacéao relativa a idade e sexo

devidamente preenchido da crianca

3.2.5 Processamento das amostras de fezes

O processamento inicial de deteccdo de enterovirus por RT-gPCR foi realizado no
Laboratério de Virologia, do INS, em Mocambique. As amostras positivas foram enviadas em
gelo seco ao Laboratério de Enterovirus da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Referéncia para a regido das Américas para Pdlio pela OMS (Figura 3.3), onde foi realizado
o isolamento viral e caracterizacdo molecular. Todo o processamento seguiu o protocolo

padrao estabelecido pela OMS (73).
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Figura 3.3. Fluxograma resumido do processamento das amostras de fezes. Nesta
figura, encontram-se de forma simplificada, as principais etapas realizadas, desde a coleta a
caracterizacdo molecular dos enterovirus. HGJM = Hospital Geral José Macamo, HCM =
Hospital Central de Maputo, HGM = Hospital Geral de Mavalane, HCB = Hospital Central da

Beira, HPQ = Hospital Provincial de Quelimane e HCN = Hospital Central de Nampula.

3.2.6 Preparo de suspensdes fecais

As suspensdes fecais (1%) foram preparadas seguindo o protocolo definido pela OMS
(73). Em tubo de centrifuga conico de 15 mL (tipo Falcon), foram adicionados 1 g de pérolas
de vidro, 10 mL de Tampéo fosfato-salino, contendo 1% de antibiético (10.000 ug/mL de
Penicilina e 10.000 Ul/mL de Estreptomicina), 1 mL de cloroféormio 10 % v/v e 2 g de fezes. O

conteudo foi homogeneizado por 20 minutos em agitador e, em seguida, centrifugado por 25
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minutos a 4500 rpm em centrifuga refrigerada a 8 °C. Apés a centrifugagcéo, o sobrenadante
foi transferido para tubo de 1,5 mL devidamente identificado. As suspensfes fecais foram

armazenadas a -20°C para andlises posteriores.

3.2.7 Extracao de RNA viral
A extracdo do RNA viral a partir das suspensdes fecais foi realizada utilizando o kit
QlAamp viral RNA Mini (Qiagen), seguindo as instrugdes do fabricante.

3.2.8 Reacao de PCR em tempo real (QPCR) para deteccdo de enterovirus do género
Enterovirus

A deteccdo dos membros do género Enterovirus foi realizada utilizando a técnica de
One-step RT-gPCR para amplificacdo parcial da regido 5' NC do genoma com iniciadores e
sondas previamente publicados (Apéndice A) (91).

Para a amplificacéo, utilizou-se uma microplaca de 96 cavidades de 0,2 mL. Em cada
cavidade, foram adicionados 9 pL de RNA viral, 2,5 pL da mistura de iniciadores e sonda,
12,5 pL de tampédo 2X RT-PCR e 1 pyL da enzima AgPath-ID™ One-Step 25X RT-PCR,
totalizando 25 pL de reacao.

Todas as reacOes foram realizadas no equipamento Real Time 7500 (Applied
Biosystems) nas condi¢des descritas no Apéndice A. Amostras que apresentaram valores de
(Ct) menor ou igual a 40 foram consideradas positivas (91). A reagéo foi acompanhada de
controles positivos, negativos e um controle interno para avaliacdo da eficiéncia da reacao,

dos reagentes e possiveis contaminacoes.

3.2.9 Isolamento em cultura de células

Amostras positivas pela RT-gPCR foram inoculadas em linhagens celulares
escolhidas por permitirem a propagacao de enterovirus, como referenciado no Manual de
Diagnostico da Rede de Laboratorios de Referéncia para Poliomielite da OMS (73).

Foram utilizadas duas linhagens: célula de linhagem continua proveniente de
rabdomiosarcoma humano (RD) e célula de carcinoma epidermdéide de laringe humana
(HEp2C). Estas células foram fornecidas ao Laboratorio de Enterovirus da Fiocruz pelo

Center for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, Estados Unidos de América.
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O volume de 0,2 mL de amostra foi inoculado em tubos contendo 1,8 mL de uma
suspensdo de 11 x 10* células/ mL da linhagem RD ou HEp2C. Os tubos inoculados foram
incubados a 37 °C em estufa e foram realizadas leituras didrias para verificacdo do efeito
citopético, com o auxilio do microscopio invertido, por sete dias consecutivos nas linhagens
celulares (73).

Durante o periodo de leitura diaria, verificou-se a existéncia de efeito citopético
caracteristico de enterovirus nas amostras, como células apresentando-se arredondadas,
enrugadas, picnose nuclear, degeneracao e deslocamento da monocamada do suporte.

Posteriormente, foram feitos trés ciclos de congelamento e descongelamento rapido,
em gelo seco e alcool, antes da inoculagdo na segunda passagem em cultura celular. Em
seguida, leituras diarias dos tubos foram realizadas por mais sete dias. Um controle celular,

constituido apenas de células e meio minimo essencial foi utilizado como controle negativo.

3.2.10 Caracterizacdo molecular de tipos dos enterovirus

Todas as amostras que apresentaram com efeito citopatico foram submetidas a
protocolos de PCR convencional precedidos de transcricdo reversa (RT-PCR) para deteccao
de enterovirus. Todas as reacdes foram realizadas no termociclador Veriti™ 96-well Thermal
Cycler (Applied Biosystems).

A sintese de cDNA foi realizada a partir de RNA viral extraido da suspensao celular de
todas as culturas conforme item 3.2. Para isso, a mistura de 9 pL do RNA viral e 1 pL do
iniciador Random (Promega) a 100 pmoles/ puL foi homogeneizada e submetida a uma
incubacéo de 65 °C por 10 min. Posteriormente, adicionou-se no tubo 4,0 uL de tampéo 5X
“first strand c-DNA” (Invitrogen), 2,0 uL de Di-Thio-Treitol & 0,1M (DTT, Invitrogen), 1,5 yL de
dNTP’s a 10 mM/ pL (Invitrogen), 0,5 pL de RNAse out a 40U/ uL (Promega) e 1,0 yL de
agua deionizada autoclavada. Apos a homogeneizacao, a mistura foi incubada a 50 °C por
10 min. Em seguida, adicionou-se 1,0 uL da SuperScript Il reverse Transcriptase (Invitrogen)
a 20 U/ yL e a mistura foi incubada por 42 °C por 50 min. No final, o cDNA foi armazenado a
-20 °C.

Para amostras que apresentaram efeito citopatico, a PCR para deteccdo de
enterovirus incluiu os iniciadores 292/222 (Apéndice E) para amplificacdo de 357pb no gene
da proteina VP1 (22). Em resumo, a mistura contendo 3 puL de cDNA, 25 puL enzima Go Tag®
Green Master Mix (Promega), 1,0 uL do iniciador 292 a 50 pmoles/ uL, 1,0 yL do iniciador
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222 a 50 pmoles/pL e 20 pL de 4gua deionizada e autoclavada foi submetida a reacao de
PCR nas condi¢des de amplificacdo descritas no Apéndice A.

As amostras negativas no RT-PCR foram submetidas a nova reagéo utilizando os
iniciadores 224/222 para amplificacdo de um fragmento de 660pb (Apéndice A). A mistura da
reacdo incluiu os mesmos reagentes e volumes da reacdo anterior, com excecdo dos
iniciadores, e foi submetida a reacdo de PCR como descrito no Apéndice A (22).

Para as amostras que ndo apresentaram efeito citopatico no cultivo celular, foi
realizada nested PCR utilizando os iniciadores 224/222 na primeira reacdo e 0s iniciadores
A89/A88 na segunda reacdo, para amplificacdo de fragmentos de 348 a 393pb,
respectivamente do gene que codifica para a VP1. Nas condi¢des de amplificacdo descritas
no Apéndice A (42).

3.2.10.1 Visualizacdo dos amplicons por eletroforese em gel de agarose

Para analise dos produtos da PCR, adicionou-se 2 uL do corante azul de bromofenol a
50 pL de produto. Essa mistura foi aplicada em gel de agarose 1 % contendo brometo de
etidio (1,0 pg/ mL) em tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X. O peso molecular de 100 bp
(Invitrogen) foi utilizado como marcador de referéncia.

A corrida da eletroforética foi conduzida a 90 V em TAE 1X por 45 minutos. Os

amplicons foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

3.2.10.2 Purificacédo dos produtos da PCR
Os amplicons de tamanho esperado foram excisados do gel de agarose e purificados
com o uso do Kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), de acordo com as orientacdes do

fabricante.

3.2.10.3 Quantificacdo do DNA purificado

Os produtos purificados foram quantificados por comparacdo com o marcador Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen) através de corrida eletroforética em gel de agarose 1%,
corado em brometo de etidio (1,0 pg/ mL) e posterior visualizacdo das bandas sob a
incidéncia da luz ultravioleta. A corrida eletroforética foi realizada a 90 Volts em TAE 1X por
45 min.
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3.2.10.4 ReacgOes de sequenciamento

Utilizou-se o kit ABI BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1
(Applied Biosystems), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

As reacdes foram realizadas com 1,0 pL do iniciador (222/224/292 e A89/A88), 1,0 uL
do tampéo de sequenciamento fornecido pelo kit, 2,0 pL do Big Dye®Terminator, o DNA
guantificado e agua deionizada, se necessario para completar o volume final de 10 uL. As
condi¢cOes de amplificacdo estdo descritas no Anexo E.

Os produtos das reacgdes do sequenciamento foram precipitados utilizando o kit
BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1 e enviados para a Plataforma
de Sequenciamento do DNA PDTIS/Fiocruz. Os produtos das reacfes de sequenciamento
foram lidos no sequenciador automético 3730XL DNA Analyser Hitachi (Applied Biosystems).

3.2.10.5 Identificacéo dos tipos e analise filogenética dos enterovirus

ApoOs a obtencdo das sequéncias nucleotidicas, elas foram analisadas utilizando o
programa BioEdit. As sequéncias foram editadas e comparadas com sequéncias prototipo
depositadas na base de dados do GenBank® pelo uso do programa BLASTN 2.5.0 para
identificacdo do respectivo tipo viral (92).

As sequéncias nucleotidicas originais dos isolados virais em amostras de fezes
descritos neste trabalho foram depositadas no GenBank com os seguintes numeros de
acesso: MT822164 - 74, MT876336 - 49 e MT943116 - 28.

O alinhamento das sequéncias foi realizada utilizando o programa MAFFT (v7.450)
(93) no Geneious prime 2020.0.3. Os modelos de substituicdo de nucleotideo foram
escolhido através do J modeltest (94) e as arvores de maxima verossimilhanca foram
geradas usando o programa Randomized Accelerated Maximum Likelihood (RAXML) para
amostras de fezes (95), usando o modelo de substituicdo GTR+G. Posteriormente

visualizado no Figtree version 1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.2.11 Composicado da casuistica e analise da gravidade da diarreia

No presente estudo, 327 criancas que tiveram amostras fecais coletadas foram
selecionadas de acordo com os critérios de inclusdo. Destas, 189 amostras tiveram
resultados negativos para os agentes testados anteriormente na vigilancia e 138 foram

positivas para um ou mais agentes entéricos, com especial destaque para o rotavirus.
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A gravidade do quadro de diarreia nas amostras positivas para enterovirus foi aferida
através da utilizacdo da escala de Ruuska e Vesikari, e comparou-se com o quadro do
rotavirus, o principal agente causador de diarreia em crian¢cas menores de cinco anos.

Os pacientes foram examinados quanto a febre, nimero de episodios e duracao de
vomitos e diarreia, desidratacdo e tratamento para verificar a gravidade da doenca segundo
a escala de Ruuska e Vesikari (Apéndice F) (8). A gravidade foi categorizada nos niveis leve
(0 a 5 pontos), moderado (6 a 10 pontos), grave (11 a 15 pontos) e muito grave (16 a 20).

3.2.12. Dados meteorolégicos
Os dados referentes aos fatores climaticos no periodo de estudo foram fornecidos
pelo Instituto Nacional de Meteorologia de Mocambique e incluiram as médias mensais de

umidade relativa (%), precipitacdo (mm) e temperatura (°C) (www.inam.gov.mz).

3.2.13. Analises estatisticas

Os dados foram introduzidos na base no software Epi InfoTM 3.5.1 por dois
digitadores devidamente instruidos para garantir a dupla entrada e validados pelo autor desta
tese.

Foram feitas analises exploratorias para a descricdo das caracteristicas
sociodemogréficas e clinicas da populacdo do estudo. Os resultados foram sumarizados em
tabelas de frequéncias absolutas, relativas, médias (e desvio padrdo) e medianas (e o
intervalo interquartil), quando aplicavel.

Tabelas de contingéncias entre as variaveis nominais e ordinais com a variavel
independente (estado de infeccdo para enterovirus) foram criadas. Possiveis associacfes
entre variaveis e desfecho foram realizadas analises bivariada e teste qui-quadrado ou teste
exato de Fisher, de acordo com aplicabilidade.

Para as variaveis quantitativas, foi utilizado o teste T para comparacao entre grupos,
ou o seu alternativo ndo paramétrico Mann-Whitney-U, quando ndo se cumpriam oS
pressupostos destes testes, a normalidade e homogeneidade.

Foi realizado o teste t de Student e a analise de variancia (ANOVA 1l-way) com o
objetivo de se detectar diferencias entre as médias de Ciclo threshold (Ct) para as diversas

variaveis analisadas.
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Para os parametros meteorologicos, foi feita a correlacdo de Pearson e de Spearman
(com Lag de 1 e 2 meses) entre as variaveis climéticas e a infeccdo por enterovirus. O
intervalo de confianca de 95% e 5% de nivel de significancia foram estimadas em todas as
andlises.

Foram consideradas estatisticamente significativas todas as andlises com p-valor
inferior a 5%. Todas as andlises foram feitas com recurso ao programa estatistico IBM SPSS
(Statistical Package for the Social Science, Armok, NY: IBM Corp, 2011), verséo 26.0.

3.3 Estudo ambiental
3.3.1. Tipo de estudo e amostragem

Um estudo transversal foi realizado com amostras de esgoto bruto obtidas no periodo
de janeiro a novembro de 2018, na cidade de Maputo, capital do pais, com uma area de 34
677km? e populacéo de 1.120.867 habitantes (80,88).

As amostras foram obtidas em trés pontos da cidade que representavam areas com
maiores abrangéncia na coleta pelo sistema do esgoto da cidade de Maputo: Estacédo de
Tratamento de Aguas de Residuais do Influente (ETAR) e pontos de lancamento ao mar nas

Avenidas Marginal e 10 de Novembro (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Pontos de coleta de amostras de esgoto bruto. Em alfinetes amarelos
estdo representados os pontos de lancamento nas Avenidas 10 de Novembro e Marginal e
na ETAR. A letra H representada em vermelho mostra os Hospitais onde as amostras de
fezes foram coletadas.

No ETAR estas aguas sao reutilizadas pelos grupos de pequenos agricultores,
produtores de horticolas que fornecem a cidade posteriormente, enquanto onde efluente da
Avenida 10 de Novembro lanca ao mar estas aguas sao pelos sdo utilizadas para recreacéo
pelos banhistas. As coletas foram autorizadas pelas autoridades municipais do
Departamento de Agua e Saneamento do Conselho Municipal da Cidade de Maputo
(Apéndice G).

O sistema de esgoto na cidade de Maputo abrange principalmente a éarea
metropolitana de Maputo. E aguas dos esgotos das unidades hospitalares ndo possuem um
sistema de esgoto préprio, sendo estas aguas canalizadas ao sistema existente na cidade.

Amostras simples de 1L foram coletadas quinzenalmente, de forma manual, pela

submerséo direta da garrafa na agua alguns centimetros abaixo da superficie, em posicdo
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contraria da corrente da mesma (63). As amostras foram transportadas a 4°C até o
Laboratorio de Virologia do INS — Mogambique.

3. 3.2. Processamento de amostras ambientais

As amostras de esgoto foram concentradas no Laboratério de Virologia no INS em
Mogambique, a posterior as amostras foram transportadas em gelo seco até ao Laboratdrio
de Enterovirus, Fundagdo Oswaldo Cruz, onde foi realizado o isolamento e caracterizacédo

molecular conduzido conforme ilustrado no fluxograma na figura 3.5.
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Figura 3.4. Fluxograma resumido de processamento das amostras ambientais. Nesta figura,
encontram-se, de forma simplificada, as principais etapas realizadas, desde a concentracéo

a caracterizacdo molecular dos enterovirus.
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3.3.3 Concentracédo de amostras

As amostras de esgoto foram concentradas pelo método de adsorcéo por silica, com
algumas modificacdes, que se baseia na adsor¢do do RNA usando as propriedades do acido
nucleico de se ligar a superficies eletromagnéticas apos a adi¢cdo de sais catibnicos (70,96).

A amostra foi aliquotada em dois volumes de 500 mL, sendo uma conservada na
geladeira a 4 °C (até ao final da concentracdo) e a outra utilizada para concentracdo. Para
concentracao, foram adicionados 500uL de solucéo de cloreto de aluminio (AICI3) a 500mM
nos 500 mL de esgoto.

O pH foi ajustado para 3,5 com o uso do HCI 1N. Em seguida, foram adicionados 250
pL de diéxido de silicio (SiO2). A amostra foi homogeneizada por 30 min a 4 °C, com auxilio
de um agitador magnético. O volume final foi aliquotado em tubos de centrifuga de 50 mL e
centrifugados a 1500 x g por 5 min a 4 °C em centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi
descartado e os pellets ressuspendidos em 3 mL de solugcéo de glicina a 50 mM (pH 9,5)
contendo 3% de extrato de carne.

O tubo foi homogeneizado vigorosamente por 20 min e centrifugado a 1500 x g por 5
min a 4 °C em centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi transferido para um tubo cénico de
15 mL e o pH foi ajustado para 7,5 com NaOH 1N.

Foram realizadas trés etapas de clarificacéo, por adicdo de 3 mL de cloroférmio puro,
homogeneizacdo por 10 min e centrifugacdo a 1500 x g por 5 min a 4°C. Apos a
centrifugacéo da terceira etapa de clarificacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo de centrifuga de 15 mL.

Para cada mL da amostra foram adicionados 10 pL de antibidtico (10.000UI/mL
estreptomicina/10.000ug/mL penicilina). Ap0s esta etapa, os concentrados em volume
aproximado a 5mL foram conservados em criotubos de 2 mL e armazenados a -80°C até o
envio ao Laboratorio de Referéncia de Enterovirus para posterior inoculacdo em cultivo

celular.

3.3.4 Inoculacédo das amostras ambientais em cultura celular

Quinhentos L de concentrado foram inoculados em garrafas de poliestireno (25 cm?,
Nalgene), estéreis e descartaveis, contendo uma suspenséo celular de 10 x 10° células/ mL
em 5mL de meio de manutencdo a 2% de RD ou L20B (células L de camundongo

geneticamente modificadas que expressam um receptor humano para poliovirus).

35



As garrafas foram incubadas a 37 °C, e as células observadas diariamente por sete
dias para verificar a presenca do efeito citopatico com auxilio do microscopio invertido. Apos
0s primeiros sete dias, foi realizada a segunda passagem nas linhagens celulares RD e
L20B.

Para as amostras que apresentaram efeito citopatico (feito realizado o cruzamento
entre as linhagens celulares, ou seja, apés criar efeito citopatico) em RD, 500 pL da
suspensao foi retirada e inoculada na linhagem L20B e vice-versa, como recomendado pelo
algoritmo de isolamento da OMS (22,63).

3.3.5 Caracterizacdo molecular dos tipos dos enterovirus

A partir dos isolados que apresentaram efeito citopatico, foram realizadas a extracao
do RNA viral e amplificacdo por RT-PCR e caracterizagdo molecular por sequenciamento,
conforme itens 3.2.7, 3.2.10 a 3.2.15

Em amostra positiva para o poliovirus, a sintese do cDNA foi realizada conforme item
3.2.10, exceto o iniciador, que, para esta etapa, foi 1,0 uL de Oligo-dT (Promega) a 100
pmoles/uL. Em seguida, a PCR foi realizada utilizando as mesmas quantidades dos
reagentes descritos no item 3.2.10, exceto os iniciadores, que para esta etapa foram Q8 e
Y7, e as condi¢cdes de amplificacdo estado descritas no Apéndice A.

A avaliacdo dos amplicons e as reacdes de sequenciamento estdo descritas nos itens
3.2.11 e 3.2.12 a 3.2.14. As sequéncias nucleotidicas originais dos isolados virais em
amostras ambientais descritos neste trabalho foram depositadas no GenBank com o0s
seguintes numeros de acesso: MN701060 - 61, MN701064 - 66, MN701068 - 70, MN745077,
MN888071 - 86.

A identificacdo dos tipos e analise filogenética dos enterovirus foi realizada como
descrito no item 3.2.10.5, porém a arvore de maxima verossimilhanca foi gerada usando o
programa Phyml (96) usando o método de maxima verossimilhanca e o modelo Kimura 2
parametros e uma distribuicdo Gama discreta foi utilizada para modelar diferencas de taxa
evolutiva (97). Posteriormente visualizado no Figtree version 1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

A caracterizacdo do isolado de PVs como vacinal, VDPV ou cepas selvagens foi

obtida com a comparacdo com cepas de protétipos depositadas no banco de dados
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GenBank® e a andlise da presenca de mutacdes no gene VP1 foi realizada em comparacao
ao protétipo AY184219 (92,98).

3.3.6 Andlises estatisticas
Para analises estatisticas foram utilizados os mesmos testes descritos no item 3.2.18.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo com amostras clinicas
4.1.1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos participantes do estudo

Foram incluidas 327 amostras de criancas com diarreia, coletadas entre junho de
2014 e marco de 2018 nas provincias de Maputo, Nampula, Sofala e Zambézia, provenientes
da ViNiDia. Sendo que 138 (42,2%) apresentavam resultado positivo para outros agentes
entéricos e 189 (57,8%) negativo para outros agentes entéricos testados na Vigilancia
Nacional de diarreia em Mogambique.

As caracteristicas sociodemogréficas e clinicas da populacdo do estudo estdo
apresentadas na Tabela 4.1. A maior parte das criangas eram do sexo masculino (58,4%) e
faixa etaria de 0 aos 11 meses de idade (48,9%). A alimentacdo foi diversificada na sua
maioria (89,3%), assim como o consumo de agua potavel (85,0%).

Os cuidadores tinham idade entre 15 e 24 anos (44,3%), a maioria era casada
(73,1%), e com educacgéo formal (90,5%). Pertenciam a familias com, pelo menos, cinco
pessoas (54,1%). Perfil semelhante foi observado para o tipo de casa nas quais as criancas
viviam (casas precarias ou de alvenaria).

A maioria das crincas eram da provincia de Nampula (39,1%), apés a introducdo da
vacina contra rotavirus (85,0%) e na estacdo seca (54,7%). Com relacdo as caracteristicas
clinicas das criancas (Tabela 4.1), a maioria apresentou olhos encovados (64,8%), relatou
episodios de vomito (62,4%) e apresentou estado de desidratacdo moderado.

O periodo de internacéo foi inferior a cinco dias (55%) e a maioria era negativa para
HIV (62,1%). A maioria ndo apresentou febre (59,3%), letargia (72,2%) e prega cutanea
(56,9%). A maiora apresentava resutlado negativo tanto para rotavirus (79,2%) como para

outros virus, bactérias e parasitos (57,8%) (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Caracteristicas sociodemogréficas e clinicas da popula¢éo do estudo, em
Mocambique entre 2014 a 2018.

Caracteristicas N = 327 %
Sexo

Masculino 191 58,4

Feminino 136 41,6
Idade (meses)

0-11 160 48,9

12-23 115 35,2

24-59 52 15,9
Provincia

Maputo 106 32,4

Sofala 29 8,9

Zambézia 64 19,6

Nampula 128 39,1
Tipo de alimentagéo

Leite materno 16 4,9

Leite artificial 8 2,4

Misto (leite materno + artificial) 11 3,4

Diversificado 292 89,3
Consumo de agua potavel

Nao 49 15,0

Sim 278 85,0
Estado de HIV*

Negativo 203 62,1

Positivo 27 8,3
Febre*

Nao 194 59,3

Sim 129 39,4
Vomito *

Nao 115 35,2

Sim 204 62,4
Olhos encovados*

Nao 69 21,1

Sim 212 64,8
Letargia*

Nao 236 72,2

Sim 33 10,1
Prega cutanea*

Nao 186 56,9

Sim 75 22,9
Desidratacao*

Nenhuma 7 2,1

Moderada 163 49,8

Severa 58 17,7



Hospitalizacéo (dias)
<5
>=5
Idade do cuidador (anos)*
15-24
25-34
>=35
Estado civil do cuidador*
Solteira
Casada
Divorciadas/viavas
Educacéo formal do cuidador
Nao
Sim
Tipo de casa*
Casas precarias (barro ou cani¢o)
Casas de alvenaria
Membros do agregado familiar*
<5
>=5
Epoca do ano
Chuvosa
Seca
Outros patdgenos entéricos
Negativo
Positivo
Periodo vacinal (meses)
Pre
Pos
Vacinacédo contra Rotavirus*
Sim
N&o
Diagndéstico de Rotavirus
Negativo
Positivo

180
105

145
124
37

77
239
10

31
296

158
164

142
177

148
179

189
138

49
278

168
130

259
68

55,0
32,1

44,3
37,9
11,3

23,5
73,1
3,1

9,5
90,5

48,3
50,2

43,4
54,1

45,3
54,7

57,8
42,2

15,0
85,0

51,4
39,8

79,2
20,8

*ndo havia informacéo de todas as criancas.
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4.1.2. Deteccédo de enterovirus e sua associagao a caracteristicas sociodemogréficas e
clinicas dos participantes do estudo
A frequéncia de enterovirus em casos de diarreia foi de 15,9 % (52/327). Os anos de
2017 e 2018 apresentaram o menor (14,9%) e maior (21,7%) percentual de deteccdo e nao
houve amostra positiva em 2014 (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Deteccéo de enterovirus em criancas, segundo o ano de coleta em Mocambique,
entre 2014 — 2018.

As associacoes entre as caracteristicas sociodemograficas e clinicas e a presenca de
enterovirus na analise bivariada, encontram-se descritas na Tabela 4.2.

N&o houve diferencas significativas entre os sexos. A faixa etaria significativamente
mais afetada foi a de 12 a 23 meses, apresentou maior prevaléncia (20,9%) e 95% maior
chance, sendo estatisticamente significativo. A faixa etaria 24 a 59 meses, apresentou uma
prevaléncia de 17.3% e 55% de maior chance que a faixa dos 0 a 11 meses apesar de nao
ser estatisticamente significativo.

As criancas que vivem nas provincias de Sofala e Zambézia apresentaram maior
prevalencia dos enterovirus 20,7% e 20,3 % respectivamente, apresentando 25% e 20% de
maior chance de infeccdo que as criancas da provincia de Maputo, porém nao foi
estatisticamente significativo (Tabela 4.2).

As criancas que ndo tém acesso a agua potavel apresentaram maior prevaléncia de
infeccdo por enterovirus (18,4%) e 25% maior chance de infec¢cdo, apesar de nao ser

estasticamente significativa (Tabela 4.2).
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As criancgas cuidadas por maes com idade abaixo dos 35 anos apresentaram menor
prevaléncia de infeccdo por enterovirus (14,5 e 16,1%, respectivamente), e menor chance
de infeccéo 48% (15 a 24 anos) e 41% ( 25 a 35 anos), ainda assim nao foi estatisticamente
significativo.

As criangas cuidadas por maes sem educacao formal tiveram um maior prevaléncia de
infecc@o por enterovirus (22,6%) e maoir chance de infec¢do (62%) quando comparado ao
grupo de maes com educacao formal, apesar de nao ter sido estatisticamente significativo.

As criancas HIV positivas tiveram maior prevaléncia de infecdo pelo enterovirus
(22,2%) e 58% maior chance de infeccdo em relacéo as criancas HIV negativas, todavia ndo
foi estatisticamente significativo.

Criancas cujas suas amostras foram coletadas apés a introducdo da vacina contra o
rotavirus (setembro de 2015) apresentaram maior prevaléncia de infeccdo pelo enterovirus
(16,9%) e 79% maior chance de infeccdo, no entanto ndo sendo estatisticamente

significativo.

Tabela 4.2 Caracteristicas sociodemograficas, analise bivariada para infec¢ao por
enterovirus em casos de diarreia em Mocambique, entre 2014 a 2018.

Caracteristicas N =327 EVPositivon (%) OR simples (95% CI)
Sexo

Masculino 191 30 (15,7) Ref

Feminino 136 22 (16,2) 1,036 (0,568 - 1,887)
Idade (meses)

0-11 160 19 (11,9) Ref

12-23 115 24 (20,9) 1,957 (1,015 - 3,776)?

24-59 52 9 (17,3) 1,553 (0,655 - 3,683)
Provincia

Maputo 106 11 (10,4) Ref

Sofala 29 6 (20,7) 2,253 (0,754 - 6,728)

Zambézia 64 13 (20,3) 2,201 (0,920 - 5,265)

Nampula 128 22 (17,2) 1,792 (0,826 - 3,890)
Tipo de alimentacé&o

Leite materno 16 2 (12,5) Ref

Leite artificial 8 0 (0,0) NA

Misto (leite materno + artificial) 11 0 (0,0) NA

Diversificado 292 50 (17,1) 1,446 (0,319 - 6,564)
Consumo de 4gua potavel

N&o 49 9 (18,4) 1,230 (0,557 - 2,717)

Sim 278 43 (15,5) Ref

42



Epoca do ano

Chuvosa 148 26 (17,6) 1,254 (0,693 - 2,270)

Seca 179 26 (14,5) Ref
Tipo de casaP®
Casas precarias (barro ou canico) 158 28 (17,7) 1,256 (0,693 - 2,278)
Casas de alvenaria 164 24 (14,6) Ref
Membros do agregado familiar ®

<5 142 24 (16,9) 1,130 (0,620 - 2,060)

>=5 177 27 (15,3) Ref
Estado do HIV

Negativo 203 31 (15,3) Ref

Positivo 27 6 (22,2) 1,585 (0,592 - 4,243)
Vacinagdo contra RotavirusP®

Nao 168 27 (16.1) 1.191 (0.625 - 2.273)

Sim 130 18 (13.8) Ref
Periodo vacinal (meses)

Pré 49 5 (10,2) Ref

Pés 278 47 (16,9) 1,790 (0,674 - 4,755)
Estado do HIV

Negativo 203 31 (15,3) Ref

Positivo 27 6 (22,2) 1,585 (0,592 - 4,243)
Vacinagdo contra RotavirusP®

Nao 168 27 (16.1) 1.191 (0.625 - 2.273)

Sim 130 18 (13.8) Ref
Periodo vacinal (meses)

Pré 49 5(10,2) Ref

Pés 278 47 (16,9) 1,790 (0,674 - 4,755)
Idade do cuidador (anos)®

15-24 145 21 (14,5) 0,527 (0,218 - 1,273)

25-34 124 20 (16,1) 0,598 (0,246 - 1,458)

>=35 37 9 (24,3) Ref
Educacao formal

Nao 31 7 (22,6) 1,627 (0,662 - 4,000)

Sim 296 45 (15,2) Ref
Estado civil®

Solteira 77 9 (11,7) Ref

Casada 239 40 (16,7) 1,519 (0,701 - 3,292)

Divorciadas/vilvas 10 2 (20,0) 1,889 (0,346 - 10,322)

2p < 0,045; e ® ndo havia informacao para todas as criancas.

No que diz respeito as carateristicas clinicas, os resultados demonstraram uma
relacdo inversa entre deteccdo de enterovirus e deteccdo de rotavirus (p=0,011) e outros

agentes etiolégicos (p=0,001) (Tabela 4.3). Co-deteccdo enterovirus e rotavirus e outros
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patdgenos entéricos foram encontradas em 5,9% e 6,5% das amostras, respectivamente,

ilustrando possivel associacao destes virus com a doenca diarreica.

Tabela 4.3 Associagdes entre caracteristicas clinicas e presenca de enterovirus em criangas
de Mocambique entre 2014 a 2018.

Caracteristicas N =327 EV positivo n (%)  p-valor
Febre* 0,983
Nao 194 31 (16,0)
Sim 129 21 (16,3)
Vomito* 0,452
Nao 115 15 (13,0)
Sim 204 33 (16,2)
Olhos encovados* 0,579
Nao 69 12 (17,4)
Sim 212 31 (14,6)
Administracdo de SRO 0,426
Sim 152 27 (17,8)
Nao 133 19 (14,3)
Letargia * @ 0,596
Nao 236 33 (14,0)
Sim 33 6 (18,2)
Prega cutanea * 0,675
Nao 186 26 (14,0)
Sim 75 12 (16,0)
Desidratacao * @ 0,676
Nenhuma 7 1(14,3)
Moderada 163 23 (14,1)
Severa 58 11 (19,0)
Hospitalizacéo (dias)* 0,577
<5 180 28 (15,6)
>=5 105 19 (18,1)
Outros patdégenos entéricos* 0,001
Negativo 189 43 (22,8)
Positivo 138 9 (6,5)
Diagndstico de rotavirus 0,011
Negativo 259 48 (18,5)
Positivo 68 4 (5,9)

"né&o havia informagéo para todas as criancas; ®Teste exato de Fisher.

Analises realizadas em relacdo ao Cr ndo foram detectadas diferencas
significativas nas médias das variaveis seguintes: sexo, faixa etaria, temperatura corporal,

estado do HIV, membros do agregado familiar, consumo de &agua potavel, periodo de
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hospitalizacéo, infeccdo prévia por rotavirus ou outros agentes entéricos, com excecao do
periodo vacinal. Houve diferenga significativa entre as médias de Ct para os periodos pre-

vacinal (média=15,25) e pds-vacinal (média=21,23) com o valor de p=0,04 (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Valores meédios dos CT dos enterovirus detectados por qRT-PCR no

periodo pré e pos introducdo da vacina contra rotavirus.

4.1.3. Gravidade da doenca diarreica na infec¢cao por enterovirus

O quadro da infeccdo por enterovirus nos participantes foi considerada grave nas
diferentes faixas etarias segundo a escala de Ruuska e Vesikari (Tabela 4.4).

A infeccdo por enterovirus foi mais frequente na faixa etaria dos 12-23 meses
(p=0.045). Nesta faixa etaria, também foi observada maior duracdo da diarreia e
hospitalizacdo em dias, apesar de ndo ser estatisticamente significativa.

Por outro lado, a infec¢do por rotavirus foi maior na faixa etaria dos 0-11 meses, cujas
criancas apresentaram maior nimero de episodios de diarreia em 24 horas e maior periodo

de hospitalizacéo (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Gravidade da doenga em criangas positivas para enterovirus em criangcas com
diarreia entre 2014 a 2018, em Mogambique.

Faixas Parametros EV RV Co-deteccdo  Co- deteccao
etarias positivo  Positivo EVvs. RV EV e Outros?
N° de criancas 15 46 2,0 2,0
Média da diarreia (dias) 3,5 2,8 2,0 15
Média de episédios (24hr) 4,5 51 4,5 2,5
0-11 Média de vémitos (dias) 2,8 2,8 1,0 15
(meses) Média de episédios (24hr) 2,7 4,0 4,0 2,0
Temperatura corporal (°C) 37,3 37,1 37,1 36,8
Escala de Ruuska e Vesikari 12 12 9,0 9,0
Hospitalizacao (dias) 4.8 54 6,5 2,0
N° de criancas 20 14 2,0 2,0
Média da diarreia (dias) 3,4 1,8 1,0 1,0
Média de episédios (24hr) 4,6 5,4 4,0 3,5
12-23  Média de vomitos (dias) 1,9 2,0 1,0 1,0
(meses) Média de episédios (24hr) 3,0 2,3 4,5 2,5
Temperatura corporal (°C) 37,2 37,0 36,9 38,0
Escala de Ruuska e Vesikari 11 11 10 10
Hospitalizacao (dias) 5,5 4,2 2,0 5,5
N° de criancas 8,0 4,0 0,0 1,0
Média da diarreia (dias) 3,0 2,0 NA 1,0
Média de episodios (24hr) 4.3 43 NA 4,0
24-59 Média de vémitos (dias) 1,3 1,0 NA NA
(meses) Meédia de episodios (24hr) 5,6 3,0 NA NA
Temperatura corporal (°C) 37,1 37,5 NA 38,7
Escala de Ruuska e Vesikari® 12 11 NA 9,0
Hospitalizacéo (dias) 5,9 5,8 NA 6,0

EV = enterovirus; RV = rotavirus; ® Outros agentes excluindo o rotavirus; ® Em todos os grupo foi

considerado com desidratagdo moderada e quanto ao tratamento como tendo requerido internamento

(considerando 2 pontos). Ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre os

grupos.
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4.1.4. Distribuicdo geogréfica e associacéo a fatores ambientais

Foi encontrada uma relagdo significativa entre temperatura e prevaléncia de
enterovirus (RHO=0,44, p=0,004) para o banco geral, usando a Lag de 1 e 2 meses. Usando
a correlacdo de Persorn sem Lag verificou-se uma correlacdo positiva estatisticamente
significativa entre a deteccdo de EV e temperatura (p=0,006). Entretanto, os resultados
variaram de acordo com a provincia estudada (Tabela 4.5).

Table 4.5. Correlacéo entre fatores climéaticos e infec¢cédo por enterovirus, entre 2014 a 2018
em Mocambique

Maputo Nampula Sofala Zambézia Global

Parametros r p r p r p r p r p
Precipitacdo

(mm) 0.395 0.028 0.133 0.468 -0.425 0.130 0.416 0.060 0.252 0.108
Temperatura

(°C) 0.353 0.051 0.151 0.410 -0.414 0.159 0.625 0.002 0.416 0.006
Umidade

(%) 0.387 0.031 0.212 0.245 -0.072 0.806 0.111 0.631 0.127 0.425

r = Correlacéo de Pearson; p = p-value.

Na provincia de Maputo, verificou-se uma correlacdo positiva estatisticamente
significativa entre deteccdo de enterovirus, umidade (p=0,031) e precipitacdo (p=0,028)
(Figura 4.3).

Para a provincia de Nampula, constatou-se que o aumento dos parametros (umidade,
precipitacdo e temperatura) a maior frequéncia da infeccdo por enterovirus, apesar de nao
ser estatisticamente significativo (Figura 4.4).

Para Sofala, observou-se uma relacdo inversa enquanto os parametros diminuiam
(umidade, precipitacdo e temperatura), o0 nimero de casos positivos aumentava, porém nao
foi estatisticamente significativa (Figura 4.5). Para Zambézia, houve correlagédo positiva entre

deteccédo de enterovirus e temperatura (p=0,002) (Figura 4.6).
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30
PO ..., P & ®...., - "
CITrTeY " R
24 - . L -
PO PR - (Y -
P
18 - R
12 - q
87 9]
L
NS asrass TR AN SS I s
ﬁ w Ly w w wn un [p] uw (o] (o) [{e] [{e] [{e] [{e] [{e] w w ()
FHN H N AN H T PO A VSR AN PR PR I PR (PR AT B TI BNTH TE RN BT Y
| &6 ® S|3|8| W53 £/l T 8 £ 3 | B|S5
=< = 35 2w o2 S L= 252 =3 °> 2 0|0
Chuv 14/15 Seca 15 Chuvosa 15/16 Seca 16
Epoca/ano
mm Amostras (N) = BV Positivo «e- Temperatura (°C)

Jan-17

Chuvosa 16/17

Fev-17

Mai-17

—o— Precipitagdo (mm)

Jun-17 ¢

w
(]
o
]
—
~

J

Set-17

@
“

c
=S

Nov-17
Dez-17

Chuvosa 17/18

—+— Umidade (%)

Figura 4.4. Distribuicdo temporal dos enterovirus e fatores ambientais na provincia de Nampula.
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4.1.5. Enterovirus identificados e co-detec¢cdo em criangas com doenca diarreica

A caracterizacdo molecular dos enterovirus revelou a presenca de trés espécies de
Enterovirus (A, B e C). A espécie Enterovirus B foi a mais prevalente (40,4%, 21/52), seguida
de Enterovirus C (32,7%, 17/52) e Enterovirus A (26,9%, 14/52). O sequenciamento parcial
do gene VP1 demonstrou a presenca de 26 tipos de enterovirus.

Estes tipos virais na sua maioria foram identificados a partir da linhagem celular RD
com 44,2% (23/52), seguida por identificacdo direta da amostra com 34,6% (18/52) e por
ultimo a linhagem celular HEp2C com 21,2% (11/52), respetivamente.

Na espécie Enterovirus A, foram caracterizados cinco tipos virais, sendo o EV-A119 o
mais prevalente (64,3%, [9/14]), seguido do CVA16 (14,4%, [2/14]), conforme demonstrado
na Figura 4.7. Trés tipos foram identificados apenas uma vez (7,1%) durante o periodo de
estudo: CVA19, EV-A76 e CVALO.

Na espécie Enterovirus B (Figura 4.7), 14 tipos virais foram caracterizados. Os tipos
mais frequentes foram E13 e EV-B75 (14,15%, [3/21]), detectados em isolados de 2016 e
2017, sequidas de E7, E11 e E14 (9,5%, [2/21] para cada), detectados durante o periodo de
2015 a 2018. Os demais nove tipos (CVB3, CVB5, E1, E14, E20, E21, E30, EV-B74 e EV-
B97) foram detectados apenas uma vez (4,8%, [1/21]).

Para a espécie Enterovirus C (Figura 4.7), foram identificados sete tipos diferentes. O
tipo mais frequente desta espécie foi o EV-C99 (47%, [8/17]), detectado durante o periodo de
2015 a 2017, seguido do CVA13 (23,5%, [4/17]), de isolados coletados em 2016. Os isolados
CVA1l, CVA1ll, CVA20, CVA24 e EV-C113, respetivamente foram detectados apenas uma
vez (5,9%, [1/17]).
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Figura 4.7. Diagrama ilustrando a percentagem de tipos por espécie de enterovirus
detectados nas amostras clinicas.

Os enterovirus foram detectados durante os anos de 2015 a 2018, sendo as espécies
Enterovirus A e B identificadas durante os quatro anos, e as amostras positivas ha sua

maioria foram detectados nos anos de 2016 e 2017 (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Espécies dos enterovirus identificados por ano.
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A provincia de Nampula apresentou maior diversidade (14 tipos), seguida de Maputo e

Zambeézia com 10 cada. Em Maputo e Nampula foram detectadas amostras positivas durante

todos os anos e o EV-A119 foi identificado em todos os anos (Quadro 4.1).

Quadro 4.1 Distribuicdo temporal por provincia e espécies dos isolados

Espécies e tipos
Ano Provincia Enterovirus A Enterovirus B Enterovirus C
2014 - - - -
Maputo - E20 -
Nampula CVAl6 E7, E25, E30 EV-C99(2)
2015 Sofala EV-A119 - -
Zambézia CVA19, CVB3 - -
Maputo - CVB5, E14, E21, -
EV-B74, EV-B75
2016 Nampula - E7, EV-B75, EV-B97 | EV-C99(2), CVA13(2), CVA24
Sofala EV-A119 - EV-C99, EV-C113, CVA13
Zambézia EV-A76, CVAl6 E13(2) -
Maputo EV-A119 EV-C99, CVAll
Nampula EV-A119 E11, E13 EV-C99, CVA1, CVA20
2017 Zambézia | EV-119(2), CVA10 E14, EV-B75 CVA13
Sofala - - -
Maputo EV-A119 El -
Nampula EV-A119 E1ll -
2018 Sofala EV-A119 - -
Zambézia - - -

Legenda: E= echovirus, EV = enterovirus, CV = coxsackievirus.
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A co-deteccdo entre enterovirus e outros agentes foi verificada em 17,3% (09/52), com
maior frequéncia na espécie Enterovirus B (66,6%, 6/9) (Figura 4.9). Cerca de 44,4% (4/9)
dos casos apresentaram gravidade severa e foram resultantes da combinacdo com rotavirus,
E. coli e Vibrio cholerae. A maioria das co-deteccéo foi detectada em criancas na faixa etéria
dos 10 a 36 meses (66,7%).

B.17% Legenda:

= Coxsackievirus A13 & Vibrio cholerae

= Echovirus 13 & Rotavirus

<«—— A.50% Echovirus 14 & Rotavirus & E. coli

= Echovirus 25 & Norovirus

= Enterovirus A119 & E.coli & Cryptosporidium spp.
Enterovirus A119 &Vibrio cholerae ogawa

= Enterovirus B75 & Rotavirus

m Enterovirus B75 & E. coli

C, 100%

Figura 4.9. Co-deteccéo entre enterovirus e outros agentes patogénicos. O diagrama
ilustra trés niveis correspondentes as trés espécies de enterovirus: Enterovirus A (linha
interna, duas co-detecc¢des), Enterovirus B (linha intermediaria, cinco co-deteccbes) e

Enterovirus C (linha externa, uma co-deteccéo).

4.1.6. Analise filogenética dos enterovirus isolados nas amostras fecais
As andlises filogenéticas das sequéncias nucleotidicas parciais da VP1 de isolados de
enterovirus pertencentes as espécies Enterovirus A, B e C detectados em casos de doenca
diarreia estdo apresentados nas Figuras 4.10, 4.11 e 4.12, respetivamente.
A andlise filogenética da espécie Enterovirus A (Figura 4.10) sugeriu que os isolados
EV-A119 estiveram geneticamente relacionados as sequéncias dos tipos identificados na
Africa do Sul em 2015 em amostras ambientais. Em relacdo ao CVA10, a analise filogenética

indicou claras relacbes genéticas com tipos isolados na Georgia entre 2002 e 2003.
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O tipo CVA16 mostrou-se relagdes filogenéticas com isolados reportados na Franca entre 2012 a 2014.

MNB12128/GHAZDIZEV-AT12
MME1 2190/ GHAZD1 2EV-AT19
MHO24 2084/ SEN2013EV-A110
MNE12127/GHAZD1 1/EV-ATID
KT235372/CIVI201 HEV-A112
KCTET153/CMRI2008/EV-AT19
KY433TEEMNIGI20AEV-A110
MH933850/ CMR204/EV-AT1D
MED28317/FRAZD14-15EV-AT19
! MKDEE318FRADI4-15EV-ATIR
KYBS1217/ZAF2015EV-A110
MTE221T4MOZNP2HBEV-A110
KY861213ZAF 20 5EV-A119
p  KYBE1Z14/ZAF2015EV-A110
KYBS121B/ZAFA015EV-A110
KYBE1215ZAF201SEV-A110
F MTE22173M0Z" |

MTE22
MTa22
MTaZ2160/M
T— MTEZ2167MOZISF208EV-A118
KY861216ZAF 2 SEV-A118
KCETOSE0KGZ201 1/EV-ATE
EU48151/FIN/2D00-07/EV-ATE
JNOTLLBIINDI2MMDEV-ATE
JNZD40ETIND2007-09/EV-AT8
K'Y 386626 HL2D15/EV-ATE
AYBIT4S8/ FRAZDISEV-ATE
JXI0TESNCMRZ00EEV-ATE
t MTEZZ1E3/M: i
MK310E20/RDCZ00NEV-ATE

LTEIT 108 FRAZ01ZICVALG
LTSIT7EFRAZ012CVALE
MTE221GEMICZZE20168/CVATE
LTET7EMFRAZINA/ICVATE
LTSTTE1AFRARD4ICVAIG
MFERI00ETHR2018/CVATS
LTE1 7084 HUN200B/CVATE
MHT11070AUSIZ18/CVATG
UDSaTa/ZAF 1004/CVA1S
EUB12514/CHN/2008/CVA1S

HCETR4ERTIK2004/CVATD

i GQA2141TECHNZDDCVATD
MM451251/CHN2018/CVATD

KF412813ND2005/CVA1D
MTE221 7 MOZZB 201 TICWATD

KICETB4ATIGEOR2D0CVAID
KCETE42T/RUS2006/CVATD
AFDB1300/USAMEEICVALD

T MH118066AMD2011/CVAID

MI12107/USANDBEPVZ

20
T T T T 1
2012 2014 2018 2018

2010

Figura 4.10. Reconstrucéo filogenética de enterovirus espécie A. Com base na sequéncia parcial de VP1 (pb) de isolados

de Mocambique, no periodo 2014-2018. A cor vermelha mostra os tipos virais deste estudo.
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Na analise filogenética da espécie Enterovirus B (Figura 4.11), o EV-B75 revelou-se
filogeneticamente similar aos isolado de amostra ambiental de Mocambique e isolado de
casos de PFA de Filandia entre 2000-2008.

O isolado E11 mostrou-se geneticamente relacionado a cepas descritas na RDC
(2013), e outros isolados de amostras ambientais de Mogambique (2018).

O tipo EV-B97 evidenciou relacdes filogenéticas a isolados que circularam em 1999
no Bangaladesh e China em 2010 respetivamente.

Em relagdo ao E14 este isolado revelou-se similar a outros que circularam na RDC
(2008), enquanto o CV-B5 foi filogeneticamente similar ao reportado na Italia e Australia, em
2017.

O E1 mostrou-se filogenticamente similar ao isoaldo de 2010 da RDC. Por seu turno o
E13 foi geneticmante similar ao tipo que circulou entre 1999-200em 2014 no Senegal. Por
seu turno, o E20 foi similar ao tipo viral que circulou entre 1997 a 2006 na Republica Centro
Africana.

Analises do tipo E21 evidenciou-se geneticamente similar ao virus que circulou entre
1999-2002 nos Estados Unidos. O E25 foi similar ao isolado de China (2005) e Japéao (2013).

O isolado E30 mostrou-se semelhante ao tipo viral que ciruclou em 2017 no Brasil.

55



o007
AFOSVIBASAN TN

ABAZS0T 1PN D€ VB9

KEATTORADR0IBE 4

U ssmackiaorves
AF11EEILSAGIO0LVES

w

DUSASIURRDISE:

W8 TSCET 7

MASITIALSARIAEN)
w

WEWD
AFOSTHISAN HIEN
0
10

T2 01 3
AYISIEHLIO0LEN Y

AYITEIREHLEDOLEN

AIITIAESFROOEN

IO 1ENOANEE

EOSETENDD 0

BOUEAID 00T 200E20

QSN HCAF1957-D0GE:

MTETB3%Y

ZEnnISEn
AP0 ITWISAN SHEN
TTiAUSNSASEN
MKCOOZIGHALTBEID
FOAOBOOCANIN 020

BIGHIMOZIP AN B7S
MTETEHBMOZIZEA0ITE
PEBETUAGZ 01 EE VTS

1 acoétormeaonr cosE 867

2

Figura 4.11. Reconstrucéo filogenética de enterovirus espécie B. Com base na sequéncia parcial de VP1 (pb) de isolados

de Mocambique, no periodo 2014 - 2018. A cor azul mostram os tipos virais de casos de diarreia e cor vermelha agua de

esgoto.
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Pela andlise filogenética da espécie Enterovirus C (Figura 4.12), o tipo CVA13
mostrou a existéncia de trés grupos distintos relacionados aos isolados identificados na
Republica Centro Africano (1997-2006), Malaui (2004), segundo grupo com isolados da RDC
(2013) e Malaui (2004), e terceiro grupo composto por isolados da Africa do Sul em 2015.

Os isolados de EV-C99 mostraram uma similaridade genética com os isolados de
2004 de Malaui. O EV-C113 revelou uma relacdo genética proxima com isolados relatados
em Gana em 2012.

O isolado CVAl mostrou relacdes genéticas com isolados relatados em Holanda
(2014). O CVA24 deste estudo evidenciou-se similar a isolado da Russia (2001). O tipo viral
CVA19 foi filogeneticamente similar ao isolado da Franca (2014).
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Figura 4.12. Reconstrucdo filogenética de enterovirus espécie C. Com base na
sequéncia parcial de VP1 (pb) de isolados de Mocambique, no periodo 2014 -2018. A cor

vermelha ilustra as amostras deste estudo.
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4.2. Estudo Ambiental

Sessenta e trés amostras de esgoto foram coletadas entre janeiro e novembro de
2018 em trés pontos da cidade de Maputo (ETAR e Avenidas Marginal e 10 de Novembro.
Destas, 39,7% (25/63) apresentaram efeito citopatico, 24 somente na linhagem RD e 1 nas
duas linhagens (RD e L20B), como mostra a tabela 4.6. Foi realizada uma testagem direta a
partir da amostra concentrada por qRT-PCR, onde apenas uma amostra mostrou-se positiva
(1,6%; [1/63]) posteriormente identificada como CVB5.

Tabela 4.6. Isolamento viral de amostras ambientais

Linhagens celulares N°. de amostras isoladas/ N° de amostras testadas (%)
RD 24/63 (38,1)
RD + L20B 1/63 (1,6)
Total 25/63 (39,7)

A caracterizacdo molecular por sequenciamento demonstrou a circulacdo de duas
espécies de enterovirus: Enterovirus B e C. Na espécie B, foi possivel identificar os
seguintes tipos: CVB3 (36%; [9/25]), E11 (28%; [7/25]), CVB5 (12%; [3/25]), E7 (12%; [3/25]),
E6 (4%; [1/25]) e EV-B75 (4%; [1/25]).

Na espécie C, somente um PV1 vacinal foi identificado (4%, 1/25). O virus apresentou
uma troca de base ao longo do gene VP1, no residuo A316 (A — G).

Com relacao a distribuicdo pelos pontos de coleta das amostras, todos os pontos
apresentaram amostras positivas (Tabela 4.6). O local que apresentou o maior niamero de
isolados foi a ETAR [13 isolados], seguido da Avenida Marginal [9 isolados] e Avenida 10 de
Novembro [3 isolados].

Os enterovirus foram detectados em todos de meses da coleta. O més de marco foi o

gue apresentou maior numero de isolados (n=3) (Tabela 4.7).
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Tabela 4.7. Enterovirus identificados por local de coleta nas amostras ambientais

Local de coleta

Més Av. 10 de Novembro  Av Marginal ETAR
Janeiro CVB5 CVBS5, E7
Fevereiro PV1
Marco CvB5 EV-B75 E1ll
Abril E1l E7
Maio E1ll, E11 E1ll
Junho CvB3
Julho CVB3, E6
Agosto E11 CVvB3
Setembro CvB3 CVB3, E27
Outubro CVB3, CvB3 E1ll
Novembro CVB3 CVB3

ETAR= Estacdo de Tratamento de Aguas de Residuais do Influente, CVB5= Coxsackievirus
B5, CVB3= Coxsackievirus B3, EV-B75= Enterovirus B75, E7= Echovirus 7, E11= Echovirus
11, E6= Echovirus 6, PV1= Poliovirusl.

Nao foi observado padrdo sazonal para épocas chuvosa e seca (Figura 4.13).
Entretanto, verificou-se um aumento do numero de isolados com o aumento da precipitacdo
(p=0.737) e da temperatura (p=0.770), porém ndo foi estatisticamente significativo.
Entretanto, o nimero de isolados de enterovirus aumentou quando a umidade (p=0.516)

diminuiu, apesar de néo ser estatisticamente significativo.
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Figura 4.13. Distribuicdo temporal dos enterovirus isolados em amostras ambientais,
segundo variacdes meteoroldgicas, na cidade de Maputo em 2018.

Analises filogenéticas baseadas na sequéncia parcial do gene que codifica para a VP1
dos isolados de esgoto Mocambique revelaram diversidade genética entre os tipos (Figura
4.14). O isolado CVB3 mostrou grande similaridade genética com isolados reportados no
Japéo em 2015.

Os isolados de E11 formaram dois grupos distintos com isolados da RDC e Africa do
Sul, entre isoaldos de 2010 a 2015 e o CVB5 identificado mostrou-se geneticamente
relacionado com o reportado China em 2018.

O E7 apresentou grupos distintos, primeiro relacionado a isolados do Senegal de
2013, segundo mostrou relacdes filogenéticas com tipos virais de Nigeria (2014) e o terceiro
grupo com isolados da Republica da Africa do Sul (2016).

O EV-B75 apresentou relacdes filogenéticas proximas a isolados reportados na
Filandia em 2008. Enquanto que o E6 mostrou-se geneticamente similar a isolados da
Russia (2012).
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Figura 4.14. Analise filogenética dos Enterovirus B isolados em amostras de agua de
esgoto da cidade de Maputo em Mocambique. Esta analise envolveu 66 sequéncias
nucleotidicas de 291pb do gene que codifica a proteina. VP1. O numero de acesso ao
GenBank, pais de origem, tipo de amostra/isolado, e ano de coleta estédo indicados em cada

sequéncia referida. A cor vermelha mostra os tipos virais isolados neste estudo.

Quando se comparou os tipos virais detectados nas amostras de esgoto de 2018 e os
isolados de amostras clinicas na cidade de Maputo, constatou-se que sao tipos diferentes,
apesar de alguns tipos virais terem sido isolados em periodo anterior a 2018 tenham sido

identificados em amostras ambientais como é o caso do CVB5 e EV-B75.
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5. DISCUSSAO

5.1 Estudo de casos de diarreia

O estudo global multicéntrico de diarreia (GEMS) identificou o rotavirus como principal
agente etiologico da doenca diarreica na Africa Subsaariana e no Sudoeste Asiatico (87). Em
Mocambique, abordagem dos trabalhos tem sido o rotavirus como principal agente etiolégico
da GA (79,87,99).

A ocorréncia de enterovirus ja foi relatada em doencas diarreicas em alguns paises,
incluindo Brasil, Estados Unidos de Ameérica, Gana, India, Suica e Vietnd (13,14,23—
25,61,83,100). No entanto, na Africa Subsaariana os dados sdo escassos, tendo sido
constatado apenas um estudo em Gana de 2008 (24).

A diferenca do presente estudo consiste na descricdo da epidemiologia e clinica da
infeccdo por enterovirus em amostras previamente testadas para rotavirus e outros agentes,
mostrando que 0s enterovirus sao detectados em uma proporgdo significativa em criancas
com diarreia.

A frequéncia de enterovirus no estudo foi de 15,9%, percentual aproximado aos 14 a
16,6% obtidos em estudos conduzidos entre 2004 e 2012 na india (14,23,25).

A prevaléncia de casos positivos de enterovirus foram maiores em criancas do sexo
feminino como reportado previamente por Dechkum (1998) na Tailandia e Phan (2005) e no
Vietnam (43,83). Contudo, isto pode ocorrer devido a resposta imunoldgica perante a
exposicado a um determinado agente bioldgico como descrito por Klein (2010) e Torcia (2012)
(44,45).

Em relacéo a faixa etéria, verificou-se maior nimero de criancas positivas entre 12 a
23 meses de idade, similar ao reportado por Coutinho (2019) no Brasil (101). A maior
deteccdo nesta faixa etaria pode estar associada ao comportamento caracteristico dessa
idade, como levar objetos a boca e possuir alimentacao diversificada, o que proporciona uma
maior exposicdo ao patdgeno, como sugerido por Coutinho (2019) (101).

O grupo de participantes que consumia agua nao potavel apresentou maior frequéncia
de deteccdo de enterovirus, o que pode estar associado a forma de transmissao fecal-oral
desses agentes. Casos de infeccdo por EV de veiculacdo hidrica foram relatados em
Equador e Nepal (102,103).

A idade das cuidadoras mais novas apresentou-se como um fator protetor, quando
comparado com as de idade igual ou superior aos 35 anos. Muitas méaes nesta faixa etaria
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prestam pouca aten¢do e cuidados as criangas quando comparadas as maes mais novas,
como reportado por Bachrach (2002), Kang (2009), Levy (2012) e Okour (2012) (103-106).

O estado civil casado foi um fator de risco maior de infeccdo para as criangas,
segundo Thiam (2017) e Mekonnen (2018), isto pode dever-se a pouca atencédo ou atencao
dividida com outras atividades domésticas (107,108).

As criangas cuidadas por maes sem educacgéao formal apresentaram um risco maior de
infeccdo, 0 que pode estar associado ao baixo conhecimento de medidas de prevencéo,
tratamento de dgua ou manuseio em casos de diarreia, como previamente reportado na
india, Jamaica e Senegal (106,107,109).

As criancas que moram em condicdes de habitacdo precéarias apresentaram maior
risco de infeccdo, pois instalacdes de habitacdo, com saneamento basico precario podem
contribuir para maior transmissao de patdgenos entéricos de transmissao fecal-oral, como
descrito por Powell (1984), CDC (2018) e MISAU (2018) (9,40,46).

Nos nossos achados, ndo verificamos associacdo entre deteccdo e o numero de
componentes familiares, como reportados no Equador, india e Jordania (103-105).
Condicdes de saneamento basico, falta de agua potavel e de habitacdo precaria podem
propiciar maior risco de infeccao (9,40,104,105).

As criancas HIV positivas apresentaram maior prevaléncia de infeccdo por
enterovirus, o que pode estar associado a diversos fatores, como resposta imune
comprometida, um fator de risco crucial para o desenvolvimento de diarreia moderada a
severa em criangcas, como previamente reportado por Souzinho (2018) no distrito de
Manhica, na regido sul de Mocambique (110).

O facto do numero de casos de enterovirus ter aumentado apos a introducdo da
vacina contra o rotavirus no pais, pode ser justificado pela presséo vacinal na reducao da
frequéncia do rotavirus, como reportado em Mocambique por de Deus (2018) (79).

Os achados deste estudo revelaram uma relacdo inversa entre positividade do
enterovirus em amostras de fezes negativas para rotavirus (18.5% vs. 5.9%) e outros
patégenos entéricos (22.8% vs. 6.5%) principalmente apds a introducdo da vacina contra
rotavirus. Vale ressaltar que, depois da sua introducdo em Mocambique verificou-se a
reducdo da frequéncia de infeccdo por rotavirus, como verificado por de Deus (2018) (79).

Dados semelhantes também foram relatados por Patil na india (2014) em surtos de
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gastroenterite aguda, reforcando a associagdo dos enterovirus com a doenca diarreica e sua
relevancia nesse cenario pés-vacinal (23).

No que diz respeito ao Ct das amostras positivas aos enterovirus, entre os periodos
pré e poés-vacinal, constatou-se que na fase pré um valor baixo, sugerindo uma maior
guantidade de particulas virais libertos em infectados quando comparado a fase pds vacinal.

O quadro de doenca diarreica nos casos positivos para enterovirus apresentou-se
como grave segundo escala e Ruuska e Vesikari, em contraste ao reportado em estudo
conduzido na india por Patil (2014), onde a gravidade foi moderada. Isto pode estar
relacionado ao estado imunolégico das criangas (23).

A infeccdo por enterovirus foi mais frequente e grave na faixa etaria dos 12-23 meses,
ao passo que na infeccdo por rotavirus foi faixa etaria dos 0-11 meses, foi a mais afetada
conforme reportado na literatura por Kotloff (2013) e de Deus (2018) (79,87).

Os parametros clinicos como febre, vomito, olhos encovados, letargia e prega cutanea
nao mostraram associacdo com a deteccdo dos enterovirus em criancas participantes do
estudo. O mesmo foi observado em estudo realizado na india por Patil (2014), com excec¢&o
da desidratacdo. Isto pode ter ocorrido pelo fato de todas as criancas do estudo terem se
apresentado no hospital com um quadro grave. Neste estudo, foi observada co-deteccao
entre enterovirus e outros agentes entéricos, conforme ja descrito na india por Patil (2014)
Rao (2013) e Suica por Gosert (2018) (14,23,61).

Apesar de néo existir diferenca estatisticamente significativa entre as épocas do ano,
observou-se maior frequéncia de casos de enterovirus positivos na época chuvosa, 0 que
pode ser devido a inundagdes ou cheias, aglomeracédo, confinamento das pessoas devido a
chuva. Este padrdo néo evidente é caracteristico de paises que possuem um clima tropical
como € o caso de Mocambique, assim como foi descrito previamente por Ndiaye (2014) e
Delogu (2018) (39,48).

Em relacédo aos fatores climaticos, observou-se correlagdo positiva entre temperatura
e deteccédo viral. Isto pode estar associado ao fato da temperatura facilitar a dispersdo e
propagacdo do virus, como demostrado antes na China e Estados Unidos de América
(47,111). Por outro lado, o padrdo de distribuicdo dos virus pelas provincias nas trés regiées
do pais foi diferente, apresentando maior risco para Sofala e Zambézia, o que sugere que a

distribuicdo geogréfica associada a fatores climaticos, pode ter um papel na ocorréncia de
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enterovirus como previamente ilustrado (39,88,112). Entretanto, h4 necessidade de realizar
mais estudos para avaliar estes parametros.

Um dado importante neste estudo foi a identificacdo de tipos ndo comuns de
enterovirus em casos de doenca diarreica, como: EV-B75, EV-B97, EV-C113, EV-A119. A
espécie Enterovirus B foi a mais identificada, assim como observado na india e Tailandia.
Isto pode ter ocorrido pelo uso da linhagem celular RD utilizada, uma vez esta espécie
replica facilmente nesta célula (11,22,23).

Os isolados foram pertencentes as espécies Enterovirus A a C. A espécie Enterovirus
D néo foi identificada, que pode ser justificado pela falta da proteina de codificagdo na regido
5' NC o genoma (UORF) do virus que € importante na infec¢cdo das células epiteliais do
intestino (31).

A maior frequéncia de EV-C99 e EV-A119, séo diferentes dos achados dos autores
em quadros de diarreia (14,23), o que pode ser devido ao uso de metodologias diferentes
para a deteccao e identificacao viral (23).

O presente estudo mostrou alta diversidade de enterovirus em Mogcambique, muitos
sorotipos circulantes a cada ano e diferentes sorotipos predominantes em anos diferentes.
Entretanto, os fatores de suas dinamicas geografica e temporal ainda ndo sé&o
compreendidos, o que demonstra a capacidade dos enterovirus se espalharem por grandes
areas geograficas e destaca a importancia o monitoramento continuo dos enterovirus em
todo o mundo incluindo em Mocambique (47,113).

Estes achados constituem primeiro passo para uma melhor compreenséo dos fatores
determinantes de sua dinamica de transmisséo, padrdoes epidémicos espaciais e temporais
associados a fatores climaticos em casos de GA.

As relacdes filogenéticas dos varios tipos de enterovirus identificados em Mogcambique
com outros de regides geograficas, demonstra a capacidade das linhagens de enterovirus se
espalharem por grandes areas geograficas e destaca a importancia da vigilancia de
enterovirus em todo o mundo. No entanto, devido a lacunas substanciais na vigilancia
atualmente existente em alguns paises e a natureza assintomatica da infeccdo por
enterovirus é dificil identificar as origens geogréficas precisas dos tipos virais (113).

Com relacdo a analise filogenética, para a espécie Enterovirus A, os isolados EV-
A119 de Mocambique indicaram a existéncia de dois grupos diferentes. Ambos 0s grupos

estdo intimamente relacionados a tipos isolados em amostra de esgotos de 2015 na Africa
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do Sul, o que sugere que estes virus tenham sido importados destes paises vizinho, uma vez
gue estes paises compartilham fronteira.

A andlise filogenética do CVA16 isolado de Mocambigque em 2015 mostrou que era
geneticamente semelhante isolados de boca e garganta na Franca entre 2012 e 2014, o que
sugere que a globalizacdo ou viagens internacionais pode permitir a disseminacao do virus
em varias partes do mundo em curto espago de tempo (38,112).

O isolado CVA10 de Mocambique de 2017 apresentou-se geneticamente relacionados
a outros isolados detectados na india entre 2005 em casos de gastroenterite aguda,
sugerindo a circulacdo mundial desses virus, tendo iniciado no sudoeste asiatico, seguido da
deteccdo na india e em época similar do isolado na amostra deste estudo (23).

O tipo EV-A76 isolado em Mocambique, foi filogeneticamente similar ao sorotipo que
circulou entre 2008 e 2009 na Republica Centro Africana (114).

Dos 21 tipos da espécie Enterovirus B, os isolados do E11 mostraram-se
geneticamente relacionados aos descritos em amostras ambientais em Mogambique em
2018, e isolados descritos em circulagcdo na Republica Democratica do Congo (RDC) entre
os anos 2010 e 2013, 2008-2009 respectivamente.

O isolado E14 reportado no estudo esteve geneticamente relacionado a isolado
descritos em isolado da Romenia (de 1979) recentemente sequenciado no Instituto Pasteur
de Paris (2019) no projeto cujo objetivo visa sequenciar todo 0 genoma de enterovirus
humanos presentes em amostras contendo uma mistura de virus (Accession:
PRJEB26958 ID: 512706).

O EV-B97 identificado no estudo revelou-se geneticamente similar a isolado do Japéo
individuos saudaveis vindos de outros paises asiaticos (115). Sugerindo de que estes virus
podem ser facilmente disseminados em outras areas geograficas.

Por sua vez o CV-B5 isolado mostrou-se geneticamente relacionado a um tipo que foi
relacionado a menigites em varios paises como Poldnia, Australia, Estados Unidos (entre
2017 e 2019) e que teria tido origem na China em 2007, sugerindo que pode ter evoluido e
causado outro tipo de infeccdo nos outros locais, e isolado em amostras ambientais na Italia
em 2017 (116).

Os isolados E21 do estudo, mostraram-se geneticamente relacionados ao isolado dos
Estados Unidos, porveniente de casos suspeitos de PFA provenientes do Bangladesh entre
0s anos 1999 a 2002 (117).
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O tipo viral E13 foi filogeneticamente similar ao reportado na Republica Centro
Africana (2014), sugerindo que este virus esteja a circular no oeste do continente Africano
(118).

Um achado de destaque da tese foi a deteccdo do EV-B75, raramente isolado em
amostras de fezes e esta similar ao isolado em amostras do ambiente. Este tipo mostrou-se
presente nas trés regides do pais, 0 que pressupde sua circulacdo entre as comunidades, e
esta filogeneticamente relacionado a tipos associados a doencas neurotrGpicas, como
encefalites (Filandia) e em amostras ambientais no Egito em 2008 (119).

A analise filogenética da espécie Enterovirus C, evidenciou que o EV-C99 apresentou
similaridade genotipica a trés grupos distintos. A relacdo filogenética foi observada entre
isolados do estudo com dois grupos relacionados aos casos de PFA de 1975 a 2012 em
diferentes paises (114,120-122).

No que se refere ao EV-C99, os isolados de Mocambique estavam intimamente
relacionados com tipo de amostras de PFA coletadas no pais vizinho (Malaui) em 2004
(123).

A analise filogenética do CV-A13 mostrou trés agrupamentos com estreitas relacoes
com tipos isolados a partir de amostras fecais no Malaui e RDC (2004 e 2013), Africa do Sul
(2015) e Republica Centro Africana e Malaui entre 1997 a 2006 (123,124).

O isolado do estudo EV-C113 relatado apenas uma vez, mostrou-se intimamente
relacionado a isolados de Gana, em individuos HIV negativos e positivos (125). Os isolados
mocambicanos CVAl e CVA24 apresentaram geneticamente semelhantes a isolados de
amostras ambientais da Holanda e RUssia, respetivamente (122,126).

O estudo teve algumas limitagcbes aconteceram durante o estudo. Como todas as
criancas participantes encontravam-se internadas em hospital de referéncia, uma vez que
apresentava uma condicdo de doenca grave, isso hdo permitiu a avaliacdo da presenca de
enterovirus em casos leves ou moderados da doenca. Além disso, a maior cobertura dos
postos sentinelas utilizados foi em areas urbanas em detrimento de areas rurais, o que pode
subestimar a doenca nestes locais.

Em resumo, os enterovirus sdo um agente etioldgico a considerar e com uma
proporcao significativa na doenca diarreica, especialmente quando os resultados mostram-se
negativos para outros agentes que causam diarreia. Tipos raros de enterovirus foram
isolados neste estudo e a gravidade da doenca € semelhante a outros patégenos entéricos.
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5.2. Estudo ambiental

Este é o primeiro estudo de vigilancia ambiental de enterovirus conduzido em
Mogambique. A vigilancia ambiental de poliovirus faz parte no Plano Estratégico da Iniciativa
Global de Erradicagdo da Poliomielite, como um complemento a vigilancia da Paralisia
Flacida Aguda (PFA) (48,63). A VA é uma abordagem sensivel para detectar diferentes tipos
de PVs e ajuda a entender os padrdes de circulacdo dos enterovirus em diferentes paises
(22,63), particularmente naqueles que apresentam um sistema de vigilancia clinica fragil.

Como método de concentracdo, utilizou-se o dioxido de silica que apresenta uma
Otima capacidade de recuperacdo (70). A pesquisa dos enterovirus nas amostras de esgoto
foi realizada através do isolamento em cultura de células usando linhagens RD e L20B, como
recomendado pela OMS (22).

Durante este estudo, das 63 amostras rastreadas, a frequéncia dos enterovirus
identificados foi de 39,7% (25/63) mostraram-se positivas. Resultados semelhantes foram
obtidos em outras regiées, como Nigéria, india e Africa do Sul, que reportaram 34,6%, 40,4%
e 42,5% (118,127,128), respetivamente. Percentuais superiores (70%) foram observados no
como Brasil e Senegal (70%) (70,129).

Nossos achados mostraram que a maioria dos isolados pertencia a espécie
Enterovirus B, dados que corroboram os estudos de Khetsuriani e colaboradores na Georgia
(130) e Odoom e colaboradores em Gana (129).

N&o foi isolado nenhum tipo da espécie Enterovirus C além do PV1 vacinal. Isto se
justifica pela auséncia do uso da linha celular HEp-2C no procedimento laboratorial. N&o
obstante, alguns estudos demonstraram que o uso de células HEp-2C aumentou o niumero
de isolados de espécie C, revelando que a auséncia dessa linhagem na rotina de isolamento
pode levar a uma subestimacédo do isolamento (124,131).

Apenas o PV1 tipo Sabin, foi isolado e identificado no ambiente. Este poliovirus
provavelmente foi excretado por individuos imunizados com a vacina oral contra o poliovirus,
uma vez que Mocambique ainda usa a vacina oral no esquema de imunizacdo. O baixo grau
de mutacéo encontrado neste isolado do tipo Sabin sugere uma circulacédo limitada dos virus
na comunidade (39). Deve-se notar que nossas amostras foram coletadas antes do surto de
VDPV que estad em curso no continente africano (49).

Os fatores climaticos ndo mostraram correlacdo estatisticamente significativa com a

positividade dos enterovirus. Estes foram isolados em todos os meses de coleta e nenhum
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pico de distribuicéo foi evidente durante esse periodo, corroborando com o achado de que os
padrbées de sazonalidade sdo menos evidentes em areas tropicais (15,48).

O EV-B75 foi isolado apenas uma vez neste estudo no més de margo. Curiosamente,
a analise filogenética mostrou que esse isolado estava mais intimamente relacionado a
isolados de amostras de fezes coletadas de casos de PFA na Finlandia (119). Este tipo é
relatado e associado a casos de PFA e nao € encontrado frequentemente em amostras
ambientais (119,127). Este é um achado muito importante e também destaca a importancia
do sistema de saude publica para manter a VA ativa para detectar o surgimento de tipos nao
comuns com potencial neurotropico.

As andlises filogenéticas dos tipos EV mais frequentemente detectados mostraram
gue os isolados CVB3 de Mocambique foram geneticamente semelhantes entre si e 0
isolado mais similar foi o reportado no Japéo.

A analise dos isolados E7 de estudo indicou a existéncia de trés grupos diferentes.
Ambos associados a casos de PFA outros paises africanos no quais Mogambique mantém
estreitas lagos de contato entre os povos (118).

Os isolados CVB5, E6 e E11 apresentaram-se de um modo geral intimamente
relacionado a outros isolados em diferentes paises, sugerindo a circulagdo mundial desses
virus (132), o que pode dever-se ao comeércio e viagens internacionais, que podem facilitar a
introducdo de novos agentes infecciosos em regibes geograficamente distantes (38).
Mocambigue mantém estreitas relacfes e de cooperacdo com varios paises incluindo China,
RDC, india, Japdo, Nigéria, Senegal e Africa do Sul, o que pode facilmente permitir a
circulacao de virus entre esses paises apesar destes paises possuirem sistema de vigilancia
clinico e ambiental.

N&o ouve uma estreita relacdo entre os tipos de enterovirus liberados nas fezes e os
isolados do esgoto. Apenas dois tipos detectados em amostras de esgoto foram encontrados
em amostras clinicas e muitos detectados clinicamente ndo encontrados em esgotos, isto
pode ser pelo curto espaco de tempo de coleta simultdneo de amostras clinicas e ambientais
ou mesmo porgue alguns virus sao dificeis de recuperar e sequenciar a partir de amostras
de aguas (133).

Por outro lado, a deteccdo dos virus na agua de esgoto podem ser preditores de
alguns dos tipos de EV que serdo predominantes clinicamente nos proximos meses e reflete

0 que estar a circular na comunidade, torna a VA um método sensivel para detectar virus
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gue circulam silenciosamente (133). A detecgéo dos sorotipos CVB5 e EV-B75 em amostras
clinicas e esgoto, sugere que esses virus ja estao circulando amplamente no pais (130).

Em relacdo a vigilancia ambiental, o uso de apenas Unico método de concentracao foi
um limitante. Além disso, o tempo de coleta ndo cobriu 0 ano inteiro. O longo periodo de
armazenamento apés a coleta em relacdo a inoculacdo em linhagens celulares pode ter
influenciado na porcentagem de isolamento ou mesmo isolamento de outros tipos ou
espécies.

No geral, o presente trabalho fornece informacdes valiosas sobre a VA, revelando o
padréo de circulacdo de tipos de enterovirus com capacidade de infectar o sistema nervoso.
Além disso, sugere-se a implementacdo de um programa vigilancia ambiental em

Mogambique principalmente nas areas urbanas.
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6. PERSPECTIVAS

Estabelecer diagndéstico rotineiro de enterovirus, através da técnica Semi-nested PCR,
na rotina da Vigilancia Nacional de Diarreias no Instituto Nacional de Saude, em
Mocambique.

Realizar um estudo caso controle de base comunitaria numa é&rea rural, de modo a
aferir a ocorréncia dos enterovirus em casos de GA neste meio.

Advogar junto ao Comité Nacional de Peritos em Pdlio e o Programa Alargado de
Vacinacdo, 6rgdos do Ministério de Saude de Mocambique, para a implementacdo da

vigilancia ambiental no pais.
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7. CONCLUSOES

Este estudo ilustrou que enterovirus sdo agentes etiolégicos a considerar em uma

proporgéo significativa na doenga diarreica, especialmente quando os resultados mostram-se

negativos para outros agentes entéricos que causam diarreia e demonstrou o valor agregado

da vigilancia ambiental de enterovirus, particularmente em ambientes com vigilancia clinica

limitada.

Os enterovirus circulam em percentuais consideraveis em casos de diarreia
aguda em Mogambique

A faixa etaria dos 12 a 23 meses apresenta maior positividade, gravidade,
periodo de duracdo da diarreia e de hospitalizacdo nos casos de deteccao de
enterovirus.

Os fatores climaticos apresentam correlacdo positiva com a infeccdo por
enterovirus, nas diferentes regides do pais.

Raros tipos de enterovirus (EV-B75, EV-B97, EV-C113, EV-A119) foram
detectados em casos de doenca diarreica.

Os enterovirus foram detectados em elevada frequéncia em amostras de
esgoto da cidade e Maputo.

Os Enterovirus B foram excretados pela populacdo na cidade de Maputo e o
EV-B75 mostrou-se estreitamente ligado a casos de paralisia flacida aguda.
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ANEXO A. APROVACAO PELO COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A

SAUDE DE MOCAMBIQUE

REPUBLICA DE MOCAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE .
s COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRBO0002657

Exmo Senhor
Dr. Diocreciano Bero
INS

Ref: 154/CNBS/17 Data 12 de Maio de 2017

mmmwm«mmnW(M)Mom:'mm@
WWMWMWMMMQMMMwmw
Maputo, Mocambigue

omnuéummammmcmas)maswmmasmpmwodem
umm:‘&m.ﬂodcmmmgmammmm‘m
amostras amblentais na Cidade de Maputo, Mogambigue)”
RegimdomcnaSmmonmolmjmmms,mnmeqmdaowmdodeﬂdﬁnuﬁ.
fﬁohavmdonedmmImmdemdanéﬂaq:elmmamwudodosmdo,oCNBSdéasuadeﬁda
AprovacEo aos seguintes documentos:
* Protocolo de estudo versdo 1.1 de Abril de 2016
* Consentimento infarmado
* Instrumentos de recolha de dados versho 1.1 de Abnl da 2016
Todavia, o CNBS informa que:
1- wmamawimmm.mumosmmdeanM
CNBS para aprovacio.
2- A presente aprovacdo n3o substitui a autorizacio administrativa,
3-  N3o houve declaracio de confitos de nteresse por nenhum dos membros do CNES.
4. Aawaglouréanﬁdadedemam,mmwmalzdeMaiodezols.OsMwalgadota
deverﬁowhneteopedbd&demac&odamwdoummésarusdeu:mtnaropnm.
5 Reoommda-seaoshvmmummvnmoomsmmmdodeamdom
& Ammammmmmmasmmwmmudow

Cle: Comne Institucional de Biostica do INS

ENDERECD. Tekefones: 430814M42713148)
MINISTERIO DA SAUDE Tellex: 6-239 MISAU MO

C. POSTAL 264 FAX: 258 {1)426547

Av. Eduwdo Mondlane/Salvador Allende 258 (1) 35220

MAPUTO ~ MOCAMBIOUE
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ANEXO B. APROVACAO PELO COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A
SAUDE DE MOCAMBIQUE -VINADIA -

REPUBLICA DE MOCAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exma Senhora
Dr@ 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 correcgdes efectuadas no
protocolo intitulado: “Vigildncia Nacional de Diarreias Agudas em Criangas
(ViNaDIA)", conforme os requisitos da Declaragdo de Helsinquia,

N3o havendo nenhum inconveniente de ordem ética que impeca a realizagao do estudo, o

CNBS da a sua devida aprovacdo.

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

estudo, salientando que esta aprovacgao ética ndo substitui a autorizagdao administrativa.

Com as nossas mais cordiais saudagoes.

ENDERECO I'elefones 430814/427131(4)
MINISTERIO DA SAUDI Telex: 6-239 MISAU MO

C. POSTAL 264 FAX 258 (1) 426547

Av. Eduardo Mondlane/Salvador Allende 258 (1) 33320

MAPUTO - MOCAMBIQU
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REPUBLICA DE MOGCAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE
FORMULARIO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Titulo do estudo: “Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas em criangas”™ VINADIA
Nome da crian¢a: |__ || ||| ||| ||| | | ]

Numero do estudo da crianca: || || |- 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 decisao é importante que leia com atencao
esta folha de Informacéo e Consentimento, que Ihe 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 sdo 0s microrganismos que causam diarreia nas criancas.

2. INFORMACAO GERAL

A diarreia € um problema importante de salde publica em todo mundo porque faz com que a crian¢a
figue 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
guando 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 salde, esta informagéo é importante

para adopcéo de medidas adequadas para prevencdo bem como para o tratamento das diarreias.

N&o existe até a presente data estudos sobre as causas das diarreias agudas em criancas em

Mocambique. O conhecimento adequado das causas mais frequentes da diarreia aguda ajuda no uso
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correcto dos medicamentos, permite comecar cedo o tratamento, produz dados epidemiolégicos
correctos, providencia razbes para a tomada de medidas apropriadas para o isolamento dos
pacientes e fornece informacdo de forma a adequar uma resposta rapida para prevencdo de
doencas. Uma parte da testagem sera feita nos laboratérios dos hospitais onde as amostras serao
recolhidas e o resto da amostra sera enviada para os laboratérios centrais do Instituto Nacional de
Salde em Maputo, que possui condicdes para o resto dos processamentos.

3. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso o0 Senhor/a aceite que o seu filho participe no estudo, serdo recolhidas amostras de fezes da
crianca e serdo feitas perguntas pessoais e as respostas preenchidas num questionario preparado
para o efeito. Por exemplo, algumas das perguntas que ser-lhe-do feitas sdo: informacdo sobre a
data de nascimento da crianca, se mama, a quanto tempo a crianga tem diarreia, a zona onde vive, a
fonte de agua, se tem animais em casa etc.

Depois do questionario, iremos colher uma amostra de fezes que sera equivalente 1 colheres de sopa
(10 ml) e uma zaragatoa rectal, para pesquisar virus e parasitas e vamos colher também outra
amostra de fezes com zaragato (rectal) para pesquisa de bactérias. Serdo também colhidas duas
gotas de sangue para testagem de HIV. Considerando que a seropositividade da mae em relacdo ao
HIV possa ser um factor de risco, sera recolhida no cartdo da crianca, informacdo se a mae € HIV
positiva ou negativa. Depois de colhidas as amostras, serdo guardadas no congelador a -80°C e
serdo testadas para a deteccdo de bactérias, virus, parasitas e fungos mais importantes para a
doenca diarreica. Depois de processar as amostras no laboratério, as mesmas amostras serao

guardadas durante 5 anos e usadas para futuras analises.

4. VANTAGEM DE PARTICIPACAO NA VIGILANCIA

O seu filho/a ndo terd nenhuma vantagem especial por participar na vigilancia. 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 doenca da crianca
no futuro, e este estudo ira 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 sdo minimos, porque ndo 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 informagdes sobre a doenga com respeito e

sensibilidade.
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6. INFORMACAO ACERCA DA CONFIDENCIALIDADE

Toda a informacao colhida durante a participacao neste estudo sera tratada de forma confidencial. Os
investigadores comprometem-se a néo revelar a identidade do seu filho/a em qualquer publicacéo
resultante deste estudo.

7. DIREITOS DURANTE A PARTICIPACAO NESTE ESTUDO

Os registos relativos a participacéo do seu filho/a serdo usados para a monitoria clinica do mesmo.
Ser& atribuido um namero de identificacdo ao seu filho/a e este numero sera usado em todos o0s
formularios e amostras laboratoriais. Apenas os investigadores do estudo, membros do comité de
ética terdo acesso a informacao que liga nome da crianga com o seu numero do estudo.

Podera ter acesso a informacéo clinica e dos exames laboratoriais do seu filho em qualquer altura. A
participacdo na vigilancia € 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

gualquer 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 duavida relacionada a este protocolo deve contactar: Dra. Nilsa de Deus,
Investigadora Principal do projecto (Tel: 84-3697690), Dra. Judite Salénca, médica e clinica do estudo
(Tel:840514553), Dra. Jorfélia Chilaule, coordenadora geral (Tel: 824343470) e para questbes éticas
deve contactar o Comité Institucional de Bioética para Saude do Instituto Nacional de Saude (Tel:
21311038).

9. DECLARACAO 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 informacédo. Compreendo que a confidencialidade sera
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 ap6s o fim do estudo, e testadas no futuro para deteccdo de qualquer agente que 0s
investigadores julguem importante ou realizagdo de testes relevantes que possam melhorar o
conhecimento sobre a area das diarreias. Concordo com a participagdo do meu filho/a neste estudo

como sujeito voluntério e levarei uma copia desta folha de informacgéo para guardar.

Data e hora: Nome do pai ou tutor Legal Nome da testemunha
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Assinatura (ou impressao do polegar) do pai ou tutor Legal Assinatura da testemunha

10. DECLARACAO DO INVESTIGADOR:

Eu, abaixo-assinado, defini e expliquei ao pai/tutor Legal numa linguagem que ele compreende, 0s
procedimentos do estudo, os seus objectivos e 0 risco e beneficios associados com a sua
participacdo. 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 explica¢des o voluntario concorda participar no estudo.

Assinatura
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ANEXO D. FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

WRiamivine

Instituto Nacional de Saiade
Departamento de Pesquisa

ViNaDia

Rewvasdio: 0.4
. Formulario de Recolha de Dados CRE_VINATIA 0l
Pagina 1 de 4

2a NID do paciente: !

1 Data da entrevista: i

D DMM A A A A b Nomero deestodo: . . .

2c NIA: -

3 Nome do Hospital: 4 Noane da mbe/ciidador:

£ Contacto da mae/cindador: 6 Nome da crianga:
7 Apelido da crianga:

8 Provincia: 9 Cidade:

10 Distrito: 11 Local de residéncia;

12 Tratado na: | 1 | Enfermaria 2 | Banco de Socorros /1CD (com fluidos IV)

13 Data de admasso; (4 14 Hom aprocimada de adnusséo: @0

D D M M A 4 A A H H MM
15 Idade da crianga em meses: 16 Dara de pascimento da crianga: /¢
D D M MA A A A
17 Sexo: | M | Masewling | F | Feminino
18 A crianca & premiatira’ 1 | Sim 2 l Mo 19 Peso da ciianca a6 nascer (gramas):
: . Ouilogramas 21 Alnura | 21 Perimetro ______ centimetros
S48 e Ichst actual; Centimetros | braquial:
23 Tratamuento 1 | Oral | 2 | luravenose | 3 | Oral ¢ Intravenoso 4 Ouiros:;

24 Data de indciro da diarreaa: !

DD MM

A A A A

25a Se sim, Dwragio de diarreia: (Dias)

25 A cnanca tem diarena aguda? [ 1-5mm [ 2-Njo [ 99-Nio sabe

25b Nimero de episidios de diarreia em 24 horas?

26a Se sim, Drago de diarreia; (Dhas)

26 A crianca tem diarena erdndca? [ 1-5mm [ 2-Nio [ 99-Njo sabe

26h Nomero de episddios de diarreia em 24 horas?

27 A crianga tem diarreia com sangue? O 1-5im O 2-Nao O 99-Mio sabe

18 A crianca teve vomito? (Se Nio ou Nio
sabe saltar para P31) I|S5m |2 | Nao
29 (mantos dias antes da admissio a crianga comegoucom | gias (digite 99 se Nao sabe)
vonuios?
M) Niimero de episddios de védnuto em 24 horas? _ episddios (digite 99 se WNao sabe)
31 Antes de vir ao hospital crianga recebeu rexdratacio | 1 | Som 2 | Nao 99 | Nao sabe
oral (SRO)?
31 Ma chegada/admissio (ex: .
antes da reidratacho), Qual era E,;‘fL.L E;:;‘?‘ | |2 | mauieto,initivel (Moderado) | 3 Letirgica o | 99| Nao sabe
o estado geral da crianga? SIRb0m0, ieonscren
32 Na admissfio ou durante o intermmamento a crianga Sim . | WD Mo sabe
. 1 2 &0
teve olhos encovados?
33 Antes da admissao (ex: antes Bebia Sedente,
da rerdratagiio) qual € o estado | 1| normalmente, 2 | beben 3 | Belia mal, niio era capaz de beber 99 | Mo sabe
de hidratagio? sem sede avidamente
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34 Na chegada/admissdo (ex: Volta
antes da reidratacdo), rapidamente Volta lentamente . . .

- Volta muito lentamente (ex: mais -
descrever o turgor da pele 1| (ex: 2 (ex: 1-2 3 de 2 sequndos) 99 | Ndo sabe
quando beliscar o abdémen? imediatamen segundos) -

te)

35 Nivel de desidratacdo Severa/Grav .

> 1 . 2 | Moderada 3 | Choque 4 | Nenhum
36 A crianca teve histéria de febre? 1| Sim 2 |Nao 99 | Nio sabe
37 A temperatura mais alta que a crianga . ¢ Centigrados (digite 99 se Nao sabe)
apresentou?
38 A crianca recebeu antibidticos recentemente? | 1 | Sim 2 | Na 99 | Nao sabe
39 Por quanto tempo a crianca | 1 | Menosde 7 | 2 | Mais de 7 dias 99 | Nio sabe | 88 | Sem antibidticos
tomou antibidticos? dias
40 Se tomou antibidticos, especifique quais:
41 A crianca foi hospitalizada por diarreia anteriormente? . -

: pIte p ‘ 1| Sim 2 | Na 99

(sem contar como esta)?

42 Se Sim. quantas vezes 10s
tltimos 12 meses?

_ digite 88 se Nao foi hospitalizado: digite 99 se Nio sabe

43 A crianca apresenta
alguma condicio 1| Sim, especifique: 2 | Nao | 99 | Néo sabe
cronica?
44 A cnal‘l_ga_{ tem 1! sim 2 | Nio 99 | Ndo sabe
malnutricdo?
45 A C,H_.m,lga fem 1| Sim 2 | Nao 99 | Nao sabe
malaria?
46 A crianga Tjem 11 Sim 2 | Nao 99 | Nao sabe
pneumonia’?
47 A‘ amos?'n‘al de fezes 1| Sim 2 | Nio (passa para P49) 48Datadecolheita __ /____/
foi colhida? DD MM A A A A
49 CEIII‘E‘lCteII-ISUCElS 1 Aquos 561.111-. 3 | Pastoso | 4 Com 5 | Em forma de agua de arroz 6 | Mucosa
das fezes? a pastosa sangue

50 Data de envio da amostra ao laboratério:

Por favor veja o cartio de sande da crianca. Se o cartéo estiver disponivel, use-o para documentar a histéria de vacinagdo abaixo. Se o
cartdo de satide existe, mas nde estd disponivel/presente no momento da entrevista, solicitar o pai / cuidador para que traga o cartdo
para o hospital e completar o historico de vacinagdo mais tarde ou completar a historia de vacinagdo usando o registo de vacinagdo no

centre de saiide onde a crianga foi vacinada. Faga uma cépia do cartdo de sailde da crianga.

51 A crianca ja foi vacinada? 1 ‘ Sim 2 ‘ Nao (passe para P53) ‘ 929 ‘ Nio sabe
1 Centro de Saude ou Clinica
) Especifique (Nome do Centro, Vila. Distrito):
52 Onde a crianga recebeu a - — - - —
vacinacio (circule em TODOS que se | 2 Hospital: Especifique (Nome Hospital. Distrito):
apliquem e especifique o LOCAL 3 | Outro: Especifique:
onde a vacina foi recebida? N -
4 | Todas opgdes acima
99 | Ndo sabe / Desconhecido
53 Qual foi a fonte de informacdoda |1 | Cartdo de |2 | Registos 3 | Verbal 99 | Nao sabe
vacinagio? saude clinicos
54 Copia de cartao de vacinacio 1 | Sim 2 | Néao 99 | Nao sabe
feita?

06 de Setembro de 2018

93



55 A crianca recebeu as seguintes vacinas?
Datadaldose:  /  /
a. Rotarix / Rotavirus? 1 |Sim |2 |Nédo | 9 |Nao sabe DD MM A A A A
Datada2dose: [/ [ L
D D M M A A A A
b. Pélio oral (ao nascer)? 1 | Sim 2 |Ndo | 9 |Nao sabe Datadarecepgao: /[
D D M M A A A A
Datadaldose: _  /  /
D D M M A A A A
- . Data da 2 dose:
19 ~ = 5 B —
¢. Pélio oral? 1 |Sim |2 |Nado | 9 |Nao sabe DD MM A A A A
Datada 3 doge:  /  /
D D M M A A A A
Datadaldose:  /  /
D D M M A A A A
d. Pentavalente? | |sim |2 |Ndo |9 |Naosabe |DPatada2dose: __ __ /___ /_
D D M M A A A A
Datada3 dose: [/ /
D D M M A A A A
Datadal dose: /[  f
D D M M A A A A
. Pneumococo? 1 |Sim |2 |Nao |9 |Naosabe |Datada2dose: __ _ /___ /_
D D M M A A A A
Data da 3 dose: I Y
D D M M A A A A
f. Sarampo? | |sim |2 |Nao | 9 |Nao sabe | Data darecepcio: — —
D D I M A A A A
gV acma hluectada conra |y Igim | 2 |Nao | 9 |Naosabe |Datadarecepedo _____ /____ /_
a Poliomielite? DD MM A A A A
56 Qual € o estado de HIV | 1 | Positivo 2 |Negativo |3 |Indeterminado 99 | Nao sabe
da crianga? (Se a crianca
é HIV negativo, passe
para P57)
57 Estado de HIV da méae? | 1 | Positivo 2 | Negativo |3 |Indeterminado 99 | Nao sabe
58 Se Mae HIV positivo, 1 |Sim 2 | Na 3 | Néo sabe
fez PTV?

59 Qual € a relacdo com a crianca? 1 | Mae 2 | Pai 3 | Outros familiares | 4 | Guardido
60 Quem cuida da crianga? 1 | Mae ‘ 2 ‘ Pai ‘ 3 ‘ Tio/Tia | 4| Avos 5 | Irmédo/Irma 6 | Baba

61 Sustento da familia:

aPaitrabalha |1 [Sim |2 |Nao |99 i?:; b Mae trabalha 1| Sim 2 | Nao 99 | Nao sabe
¢ Au‘ro- ~ |1 [Sim |2 |[Nao |99 Nao d Auto-emprego (mae) | 1 | Sim 2 | Nao 99 | Nao sabe
emprego (pai) sabe

e Agricultwra |1 [Sim |2 |[Nao |99 1;1?)06 f Avos trabalham 1| Sim 2 | Nao 99 | Nio sabe
g‘ To/Ta 1 |Sim |2 |[Nio |99 Nao h Outro 1| Sim 2 | Nao 99 | Nio sabe
trabalham sabe
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62 No total, quantas pessoas incluindo a crianca, regularmente dormem (vivem) na casa de noite na casa onde a crianca
morra?

63 CONTADO 0OS CASOS. quantas crian¢as abaixo dos 5 anos de idade (ex: permanecem pelo menos 4 noites por semana)
na residéncia?

64 Qual ¢ a idade (em anos) da mae ou acompanhante da crianca no momento da visita ao hospital? (digite 99 se Nao sabe)

65 Qual é o grau alto
de escolaridade da Nao L . . .
- ‘ 1 2 | Primario 3 | Secundario 4 | Técnico | 5 | Universitario/acima
mie ou estudou
acompanhante?
66 Estado marital da . . . . . N .
mie? ‘ 1| Casada | 2 | Solteira 3 | Divorciada | 4 | Uniao de facto 5 | Viavo
67 Qual é o grau alto -

L. Nao o L - . e
de escolaridade do 1 cstudon 2 | Primério 3 | Secundario 4 | Técnico 5 | Universitario/ acima
pai?

68 Tem electricidade na . . -
A 1 | Sim 2 | Na 99 | Ndo sabe
residéncia?
69 Tipo de habitacdo? 1 Casa de canico 2 | Casa de barro 3 | Casa de alvenaria
70 Qual € a Canali )
f_oute de zada TE)lll.EII‘fl Furo Poco Pogo aberto 6 | Rio/Lago/L | Agua : Niio
dguapara |1 |na 2| pablica/f | 3 4 § 5 = 7 | Mineral/ 99
. L . tapado agoa ) sabe
beber? casa/p ontenaria Engarrafada
atio
. ; Sim, . : =
71 A agua é Sim. 3 Sim. Nio
= 1 20 L . . 4 | Si \ specifi ' 5 | Nao 99
tratada? I;'ewm p Cloragzo Filtracdo Sim, outro, especifique: sabe

72 Quais dos seguintes itens tem na sua casa?

a. Radio 1 |Sim 2 |Na 99 | Nao sabe
b. Televisdo 1 |Sim 2 | Na 99 | Nao sabe
c. Geleira 1 |Sim 2 | Na 99 | Nio sabe
d. Colchao 1 | Sim 2 | Na 99 | Nao sabe
e. Bicicleta 1 |Sim 2 |Na 99 | Nao sabe
f. Motorizada 1 |Sim 2 | Na 99 | Nio sabe
g. Carro 1 | Sim 2 | Na 99 | Nao sabe
h. Celular 1 |Sim 2 | Na 99 | Nao sabe
i. Computador 1 |[Sim 2 | Na 99 | Nio sabe
73 Tipo de alimentacdo da crianca? 1 |Leite 2 | Leite artificial | 3 | Misto (Materno e 88 | Outro
materno Artificial)
74 Idade de desmame emmeses: _ (Se Nao sabe. digite 99).

S S a . ¥ - S N - . " T l') . . a
75 Na residéncia houve algum caso de diarreia nos dltimos 7 dias 1 | sim > | Nio |99 Nao
sabe
76 A crianca participou de alguma festa ou evento social nos tltimos 7 dias? ) Sim. 2 | N0 |99 Nio
Especifique qual: - sabe
77 A crianca tem contacto com animais? ‘ ~ Nao
; ‘ 1 |Sim 2 |Nio |99|
sabe
78 Se Sim. que animais? Outro.
1| Céo 2 |Gato |3 | Vaca 4 | Porco |5 | Cabrito 6 |Rato | 4 |Especifique:

06 de Setembro de 2018



79 Data da alta: Y Y S 85 Hora aproximada da alta:
DD MM A A A A H H M M
] Transterido
80 Desfecho: 1 | Melhorou 2 |Obito |3 |paraoutro |4 | Abandono | 99 | Nio sabe
hospital

81 Comentarios gerais:

82 Preenchido por: . Data /I

A
83 Revisto por: . Data /o
1 A




ANEXO E. ESCALA DE GRAVIDADE DA DIARREIA (RUUSKA E VESIKARI)

Sinais e sintomas Pontos
Duracéao da diarreia (dias)

1-4 1
5 2
>=6 3
NUumero méaximo de evacuacdes/ 24 h

1-3 1
4-5 2
>=6 3
Duracéao de vomitos (dias)

1 1
2 2
>=3 3
NUumero maximo de vomitos/ 24h

0 0
1 1
2-4 2
>=5 3
Febre

=< 37,0°C 0
37,1-38,4°C 1
38,5-38,9°C 2
>=40 °C 3
Desidratacéao

Nenhuma 0
1a5% 2
>=6 % 3
Tratamento

Nenhum 0
Reidratacao 1
Internamento 2
Total de pontos 20

Categoria dos niveis de gravidade
0 a 5 pontos Leve

6 a 10 pontos  Moderado
11 a 15 pontos Grave
16 a 20 pontos  Muito grave
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ANEXO F. AUTOR|ZAC}AO DO CONSELHO MUNICIPAL DA CIDADE DE
MAPUTO
N -
kkq 0\/“()(} YJ"‘_ XJLS

(ﬁJ 23570 )

MUNICIPIO DE MAPUTO
CONSELHO MUNICIPAL
DIRECCAO MUNICIPAL DE INFRA- ESTRUTURA
DEPARTAMENTO DE AGUA E SANEAMENTO

AO

INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

S/REF N/REF4 36 /DMUDAS-RAA/1T Data: 15 /08/2017

Assunto: ESTUDO SOBRE CARACTERIZACAO DE ENTEROVIRUS NAO-POLIO
EM CRIANCAS COM DIARREIA AGUDA E EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Acusamos a recepgdo da vossa nota n’ 839/052/33, datada 01 de Agosto do ano
corrente, através da qual V.Excia, solicita autorizagdo para o inicio do estudo

supracitado.

Assim, aproveitamos a ocasido de agradecer e informar que ndo existe nenhuma

objecgdo por parte desta unidade orgénica na realizagio do mesmo, devendo V.Excia
dar devido seguimento.

Com os nossos melhores cumprimentos,

Directora Adjunta

e 1502\ T

/Cirece Alice M. Chaly/

Av. Joaquim Chissano n.° 923, caixa Postal 28264258, Telefone: 2 1466637/8, Fax: 21466638
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APENDICE A. INICIADORES E CONDICOES UTILIZADAS NAS REACOES

Iniciadores  Orientacéo Sequéncias (5°— 3’)a Tamanho do
Amplicom (pb)
Iniciador 1 GGC CCC TGA ATG CGG CTA NA
Primer time Iniciador 2 AGG AAA CAC GGA CAC CCA AA NA
RT-gPCR Sonda 56-FAM/AAG TCY GTG/ZEN/GCG GAA CCG NA
ACT A/3IABKFQ
292 MI GCI GYI GAR CAN GG 357
222 CICCIGGIGGIAYRWACAT 762
224 GCI ATG YTI GGI ACI CAY RT 762
AN89 Senso TAC TGG ACC ACC TGG NGG NAY RWA CAT 348-393
ANB88 Reverso CCA GCA CTG ACA GCA GYN GAR AYN GG 348-393
Y7 Senso GGG TTT GTG TCA GCC TGT AAT GA 1100
Q8 Reverso ACY AAG AGG TCT CTATTC CAC 1100

a - R= A/G; M=A/C; W=A/T; I=A/CIGIT; K=G/T; Y=CIT (Cédigo IUPAC de bases degeneradas)

Condicdes de amplificacao

Tamanho do
Etapa 1 Etapa 2 Ciclos Extenséo final produto PCR
b
Método °C ® °C ® °C ® °C ® °C ® N°de | °C ® °C ® L)
ciclos
RT-gPCR 45 | 10:00 | 95 | 10:00 | 95 | 00:15 | 60 | 00:45 45
C-DNA 1 70 | 10:00 | 8 0
C-DNA 2 42 2 8 0
C-DNA 3 42 50 8 0
292/222 94 | 00:30 | 42 | 00:30 | 60 | 00:40 32 72 7 8 0 338
224/222 95 | 00:30 | 42 | 00:30 | 60 | 00:40 35 72 5 8 0 660
CDNA (RT) | 22 | 10:00 | 42 | 60:00 | 95 | 05:00 | 8 0
224/222 (1) 95 | 00:30 | 42 | 00:30 | 60 | 00:45 40 8 0 762
AB88/A89 (2) 95 | 05:00 | 95 | 00:30 | 60 | 00:20 | 72 | 00:15 40 8 0 348-393
Q8/Y7 94 | 00:40 | 55 | 00:40 | 72 | 02:00 32 72 7 8 0
Ciclo-Seq 96 | 00:30 | 42 | 00:30 | 60 | 03:00 25 8
Degen
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