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E preciso n&o ter medo, é preciso ter a coragem de dizer.

Ha os que tém vocacao para escravo, mas ha os escravos que se revoltam contra
a escravidao.

Nao ficar de joelhos, que néo é racional renunciar a ser livre.

Mesmo 0s escravos por vocacao devem ser obrigados a ser livres quando as
algemas forem quebradas.

E preciso n&o ter medo, é preciso ter a coragem de dizer.

O homem deve ser livre...

O amor € que nao se detém ante nenhum obstaculo, e pode mesmo existir
guando nao se € livre.

E, no entanto, ele € em si mesmo a expressado mais elevada do que houver de
mais livre em todas as gamas do humano sentimento.

E preciso n&o ter medo, é preciso ter a coragem de dizer.

Rondo da Liberdade
Carlos Marighella, 1939.
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RESUMO

O presente relatorio refere-se as atividades desenvolvidas pelo autor
durante a realizacdo de estagio supervisionado do curso de graduacdo em
Medicina Veterinaria, realizado nas dependéncias do Laboratério de
Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia (LADTV) do Instituto Oswaldo Cruz —
IOC Fiocruz, Rio de Janeiro. O LADTV destina-se ao desenvolvimento e aplicacao
de novas metodologias em diagndstico, epidemiologia e patogénese das hepatites
virais de transmissao entérica, com foco nos Virus da Hepatite A (HAV) e Virus da
Hepatite E (HEV). Também desenvolve pesquisas relacionadas as areas de
desenvolvimento de metodologias para diagnostico e vigilancia epidemiologica das
hepatites virais em geral, estudos imunologicos das hepatites fulminantes, estudos
soroepidemiologicos e de biologia molecular do HAV e HEV, além do
desenvolvimento de modelos experimentais para estudo da patogénese das
hepatites e de outras infec¢des virais relacionadas, testes pré-clinicos de vacinas e
de drogas antivirais (PINTO e OLIVEIRA, 2018). O estagio teve a duracao de trés
meses e visava contribuir para uma experiencia complementar ao agente,
proporcionando contato direto com a realidade de um laboratério de referéncia
nacional, suas tecnologias e ambiente profissional de trabalho. As principais
técnicas de PCR serdo abordadas, evidenciando sua aplicabilidade durante a rotina
do LADTV.

Palavras-chave: Virologia; Técnicas Moleculares; PCR; RT-PCR.
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ABSTRACT

This report refers to the activities developed by the author during the
supervised internship of the undergraduate course in Veterinary Medicine, held at
the Laboratory of Technological Development (LADTV) of the Oswaldo Cruz
Institute - IOC Fiocruz, Rio de Janeiro. LADTYV is intended for the development and
application of new methodologies in the diagnosis, epidemiology and pathogenesis
of enteric viral hepatitis, focusing on Hepatitis A Virus (HAV) and Hepatitis E Virus
(HEV). He also develops research related to the development of methodologies for
diagnosis and epidemiological surveillance of viral hepatitis in general,
immunological studies of fulminant hepatitis, seroepidemiological and molecular
biology studies of HAV and HEV, as well as the development of experimental
models for the study of the pathogenesis of hepatitis and other related viral
infections, pre-clinical tests of vaccines and antiviral drugs (PINTO e OLIVEIRA,
2018). The internship lasted three months and aimed to contribute to a
complementary experience to the agent, providing direct contact with the reality of
a national reference laboratory, its technologies and professional work environment.
The main PCR techniques will be addressed, evidencing their applicability during
the LADTYV routine.

Keywords: Virologia; Técnicas Moleculares; PCR; RT-PCR.



1. INTRODUCAO

O presente trabalho é parte da avaliacdo da disciplina Estagio
Supervisionado do curso de Medicina Veterindria e requisito para a obtencdo do
grau de Médico Veterinario. Tal disciplina constitui-se em um estagio de 480 horas,
qgue deve ser realizado em local previamente acordado com o orientador. O estagio
foi realizado no Laboratério de Desenvolvimento Tecnologico em Virologia
(LADTYV), vinculado ao Instituto Oswaldo Cruz — I0C, Fundagéao Oswaldo Cruz —
Fiocruz, localizado no campus de Manguinhos na cidade do Rio de Janeiro.

O LADTV destina-se a pesquisa e diagnostico das Hepatites Virais A
(HAV) e E (HEV), provenientes principalmente de amostras ambientais, além do
desenvolvimento de novas tecnologias de analise e vigilancia ambiental.

O HAV é de ocorréncia mundial e a causa mais comum quando se
trata de hepatites virais agudas na grande maioria dos paises. Mesmo com a alta
taxa de subnotificacdo, é comunicado cerca de 1,5 milh&o de casos clinicos / ano.
Seu genoma € constituido por RNA positivo, e sua transmissdo se da
principalmente pela via fecal-oral, consumo de agua e alimentos contaminados
(OLIVEIRA, 2013; KRONEMAN, SOUSA, et al., 2018; ROBERTSON, JANSEN, et
al., 1992; COSTA, CRISTINA, et al., 2002; QUEIROZ, CARDOSO, et al., 1995;
LEMON, JANSEN e BROWN, 1992; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO - HEPATITES
VIRAIS, 2018). A maioria das amostras recebidas no LADTV sao provenientes de
suspeitas de surto pelo HAV, maiormente agua possivelmente contaminada.

O Virus da Hepatite E (HEV) apresenta-se também como causa
comum de hepatite aguda, sendo o segundo virus de transmisséao fecal-oral apos
o HAV. Existem estudos epidemioldgicos demonstrando que ele esta circulante a
pelo menos 2 séculos. Composto por RNA, possui hepatropismo confirmado, e em
se tratando de meios de contaminacédo, destaca-se a propagacgao atraves de agua
contaminada (OLIVEIRA, 2013; FERREIRA, 2016; FERRARI, SAVAZZI, et al.,
2012; SAUDE, 2002; FERREIRA e SILVEIRA, 2004; PARANA e SCHINONI, 2002;
SRIDHAR, TENG, et al., 2017; HOFMEISTER, FOSTER e TESHALE, 2018). O
primeiro caso no brasil foi relatado no artigo First report of a human autochthonous
hepatitis E virus infection (SANTOS, LEWIS XIMENEZ, et al., 2010), detectado pelo



LADTV em 2010.

Para a deteccdo de ambos os virus, o LADTV utiliza técnicas
moleculares, em especial as diferentes técnicas de Reacdo em cadeia da
Polimerase (PCR), a saber: PCR convencional, Nested PCR (nPCR) e PCR em
Tempo Real (QPCR). A apresentacao de tais técnicas é o principal objetivo deste
relatorio, além de exemplificacdo pratica através de um relato de caso de surto por
Hepatite A, na comunidade do Vidigal, bairro da zona sul da cidade do Rio de
Janeiro, onde o HAV foi detectado no LADTV em 2017.

2. Relatorio de Estagio

2.1. Apresentacéao geral e estrutura do Laboratério

O estégio referente a esse trabalho foi realizado no LADTV, entre agosto
e outubro de 2018, totalizando 30 horas semanais, conforme Lei Federal n® 11788
de 2008. As atividades desenvolvidas correspondem a principal linha de pesquisa
do LADTV, o desenvolvimento e a aplicagdo de novas metodologias para o
diagnéstico das hepatites virais de transmisséo entérica, consistindo basicamente
no recebimento, acompanhamento e diagndstico de amostras ambientais com
suspeita de contaminagcao por HAV, provenientes de diversas partes do Brasil.
Foram atividades realizadas: receber e concentrar a amostra, analisar por meio de
técnicas moleculares e elaborar um laudo. O estagio foi supervisionado pelo Dr.
Marcelo Alves Pinto, Médico Veterinario e Diretor de Ensino do Instituto Oswaldo
Cruz (10C) e pela Dra. Jaqueline Mendes, chefe do LADTV, ambos Pesquisadores
Titulares em Saude Publica.

Além do acompanhamento da rotina, também foi permitida ciéncia das
linhas de pesquisa com maior importancia e relevancia desenvolvidas no
laboratorio. Deteccdo e o estudo do hepacivirus equino (linha de pesquisa
desenvolvida pela Dra. Andreza Soriano e auxiliares) e o Projeto zika, no qual o

virus da zika é inoculado em fémeas de macaco-rhesus (Macaca mulatta) prenhas



analisando a acéo do antiviral sofosbuvir na infeccéo pelo virus zika em um modelo
experimental objetivando um tratamento contra zika, desenvolvido pela Dra. Noemi
Rovaris, trabalho premiado com a honraria maxima, o prémio Oswaldo Cruz em
2018.

O laboratdrio conta com 7 funcionarios pesquisadores, 3 alunos de pos-
doutorado, 2 alunos de doutorado, 2 alunos de mestrado, 8 alunos de iniciacdo
cientifica e 4 estagiarios.

O LADTYV esté localizado no segundo andar do Pavilhdo Hélio e Peggy
Pereira — HPP, na unidade principal da Fiocruz, em Manguinhos, Rio de Janeiro,
RJ. E organizado de maneira que as salas administrativas, salas de pesquisadores
e salas destinadas ao trabalho burocratico (determinadas pelo prefixo “B” antes do
ndmero das salas) ndo tenham nenhum contato com as salas destinadas a analises
(determinadas pelo prefixo “C”). O esquema do laboratério pode ser conferida na
Figura 1 - Esquema salas do LADTV destinadas a analises de amostras.

As salas “C” correspondem ao laboratoério propriamente dito, 0 acesso a
essa area so6 € permitido a funcionarios, pesquisadores e estagiarios da instituicdo
gue devem estar, obrigatoriamente, paramentados com EPIs. Nenhuma amostra,
meio ou reagente sai desse ambiente sem estar devidamente armazenada em
caixa de transporte identificada e lacrada, obedecendo regulamento de
biosseguranca proprio da Fiocruz.

A principal aplicabilidade de métodos moleculares utilizados no LADTV
esta relacionada ao diagndéstico de hepatites virais, principalmente referentes ao
HAV. No decorrer do estagio, técnicas de rotina do referido laboratério foram
realizadas, a saber: concentrac@o de agua por meio de POP adaptado do préprio
laboratério, extracdo de genoma viral através de kit de extracdo de RNA
(Quiagen®), reacdo de transcriptase reversa através da transcriptase reversa para
preparo de c-DNA, PCR convencional, Nested PCR e PCR em tempo real, preparo
e aplicacéo de produtos de PCR em gel de agarose, interpretacao e leitura dos
resultados obtidos por meio da visualizacéo do gel ou das curvas de quantificacéo
no caso da PCR em tempo real. Tais atividades permitiram um maior
aprofundamento de técnicas ja conhecidas na graduagdo e um incremento de
diferentes protocolos que permitiram expandir o dominio nessas metodologias

biomoleculares.



C209c¢ C209d — €208 ¢ (212 - Biologia Molecular, Reagentes
livres de Acidos Nucleicos
C 209 | 207
C209b C209a » (210 - Extragdo de Acidos Nucleicos
C210b ¢ (€210 b - Extragdo de AN do LADTV
C210a 200 + (2011 - Freezers
¢ (€209 - Biologia Molecular, Analise de
. i Acidos Nucleicos
|- C 205 e C209 b~ Salade Corrida Gel

¢ (209 d- Fotodocumentagao

C212 — . = ilizacs
L 204 c 207 Esterlllzaga9 )
* (208 — Descontaminagao
C213 -

| c203 e (€204 - Concentragaode agua recebida

* (C205e C206 - Projeto Zica
C214 -
— C202

— C201

C
Figura 1 - Esquema salas do LADTV destinadas a analises de amostras.

As salas C 205, C 206, C 209 b, C 210 b, e C 212 pertencem
exclusivamente ao LADTV. J& as salas C 204, C 207, C 208, C 209 d e C 211 séo
salas compartilhadas com o Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental —
LAVCA /10C Fiocruz, localizado no mesmo andar. As demais salas pertencem ao
LVCA.

Encontra-se estabelecida uma rotina de verificagdo, onde todas as salas
sdo aferidas 1 vez ao dia, confirmando-se a presenca de ponteiras, pipetas,
reagentes, materiais de protecao individual — EPIs para reposicao, além de apurar
a temperatura de todas as geladeiras, havendo registro das informacdes para caso
necessite uma posterior conferéncia.

Disp&e de rigorosa classificacdo de salas contaminadas e salas limpas,
atendendo a determinacdo da Fiocruz para um laboratério com Nivel de
Biosseguranca 2, adequado ao LADTV. A sala C 212 é considerada a mais limpa,
onde somente € preparado 0 mix da reacdo em cabine asséptica (Figura 10), sem
a adicdo de amostras. Nada que saia dessa sala pode voltar a ela, inclusive
pesquisadores que ja tenham estado em salas contaminadas como a C 209 ou C
210 néo poderéo entrar na C 212 no mesmo dia.

A estrutura do laboratério é tida como uma das mais modernas do pais.

Simples e eficaz para o trabalho desenvolvido, contando com aparelhos e



profissionais de ponta, aptos a realizarem encargos em um laboratério de referéncia

nacional.

3. Biossegurancal!

O Instituto Oswaldo Cruz, juntamente com a Escola Nacional de Saude
Plblica Sérgio Arouca — ENSP, oferece um curso on-line sobre a Sensibilizac&o
em Gestdo da Qualidade, Biosseguranca e Ambiente laboratorial — QBA. No
Quadro 1 confere-se exemplos de agentes de risco em ambientes de trabalho,
expostos na aula numero Il do QBA.

O autor realizou referido curso, sem o qual ndo poderia desempenhar as

atividades laboratoriais, com aproveitamento superior a 70%, conforme Figura 2.

Ruidos Nevoas Virus Esforco Fisico  Arranjo Fisico
intenso Inadequado
Vibracbes Fumos Bactérias Levantamento Maquinas e
e transporte equipamentos
manual de sem protecéao
peso
excessivo
Radiacfes Poeiras Protozoarios =~ Monotonia e Ferramentas
ionizantes acoes inadequadas ou
repetitivas defeituosas
Radiacgéao Neblinas Fungos Jornada de lluminacéao

1 “Entende-se por Biosseguranga o conjunto de medidas voltadas para a prevencéo, a minimizagéo
ou a eliminacéo de riscos inerentes as atividades de pesquisa, producao, ensino, desenvolvimento
tecnoldgico e prestacdo de servigos, que podem comprometer a saude do homem, dos animais, do
meio ambiente ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos". (Comissdo de Biosseguranca da
Fundacdo Oswaldo Cruz, 1998)



ionizantes trabalho inadequada

prolongadas

Frio Gases Parasitas Dupla jornada Eletricidade
de trabalho
(diurno e
noturno
Calor Vapores Bacilos Imposicéo de Probabilidade
ritmos de incéndio ou
excessivos exploséo
Pressoes Substancias Prions Exigéncia de Armazenamento
anormais e compostos postura inadequado e
umidade ou produtos inadequada e animais
guimicos em controle rigido  peconhentos
geral de
produtividade

Quadro 1 - Exemplo de agentes de risco em ambientes de trabalho capazes de causar danos a
salde do trabalhador (Fiocruz, 2018) com adaptacoes.

De acordo com o préprio site do QBA on-line, consultado em outubro de
2018, o curso visa oferecer as recomendac¢des minimas necessarias para o seu
ingresso nos laboratérios de pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz, dentro das
normas de gestao da biosseguranca, qualidade e de protecdo ambiental, para que
0 estagiario possa desenvolver um trabalho com seguranca e confiabilidade nos
resultados.
Os temas abordados pelo QBA séo:
I.  Condutas Laboratoriais;
Il.  Agentes de Riscos;
lll.  Desinfecgéo e Esterilizagcdo em Ambientes Laboratoriais;
IV. Contengdo em Biosseguranca: Barreiras Priméarias e
Secundarias;
V. Gestdo de Biossegurancga;
VI.  Transporte de Material Biologico;

VII. Bioética e Biosseguranca;



VIII.

XI.

Atendimento, Notificacdo e Investigacdo de Acidentes na Fiocruz;
Gestéo da Qualidade em Servicos de Saude;

Gestdo de Residuos, Gerenciamento em Laboratérios e Servigcos
de Saude;

Agenda Ambiental na Administracéo Publica (A3P).

Cada aula é composta por textos teéricos, elaborados por profissionais

com conhecida expertise na area, e posterior prova, contendo 30 questdes de

multipla escolha, que deve ser respondida no tempo méaximo de 60 minutos e o

interessado deve obter aproveitamento igual ou superior a 70% sob o risco de ndo

ser autorizado a entrar nos laboratorios.

Declaro que BRYAM AMORIM
“QBA/On-line - Sensibilizagao ¢
que contém instrugdes técnicas
desenvolvimento de atividad
dentro das diretrizes da Gestao
Informo ainda que estou

Figura 2 - Declaracéo QBA on-line. Somente fornecida para resultados iguais ou superiores a 70% de

aproveitamento.

4. Técnicas Moleculares

O DNA foi descoberto em 1944 pelo classico trabalho de Oswald

Theodore Avery (1877-1955) e colaboradores, comprovadas por Hershey em 1953.

No mesmo ano, Watson e Crick propuseram a existéncia da estrutura em dupla-



hélice, sugerindo também as bases de como essa molécula poderia ser duplicada
(ZAHA e FERREIRA, 2014; BATISTETI, ARAUJO e CALUZI, 2008);

A biologia molecular € um campo de estudo amplo, que promoveu o
desenvolvimento de projetos genomas e que deriva e depende de outras areas de
conhecimento como a Microbiologia, a Imunologia, a Genética, Biologia e Quimicas
gerais (VERZOLA, 2017; ZAHA e FERREIRA, 2014; OSADA e COSTA, 2006). De
acordo com MICHAELIS (2018), o estudo do desenvolvimento dos seres vivos a
nivel molecular, com foco no estudo da composicao, funcéo e estrutura do material
genético deve ser definida como biologia molecular, isso quer dizer, o estudo das
proteinas. Um dos passos mais importantes da biologia foi a descoberta da funcéo
dos Acidos Nucleicos (AN) como substancias controladoras da atividade celular. A
partir da decada de 70, diversos pesquisadores dedicaram-se a desenvolver e
aperfeicoar técnicas de deteccdo e diferenciacdo de Acidos Nucléicos, que
consistem basicamente na variagcdo de temperatura e pH do meio, e iSso esta
relacionado a capacidade do DNA em fazer, desfazer e refazer pontes de H",
considerando que essa é a base fundamental, e muito simplista, da maioria das
técnicas moleculares, como a PCR (VERZOLA, 2017; BARTLET e STIRLING,
2003; BOTTINO, 2015; FERREIRA e SILVEIRA, 2004).

Detectar 0 agente etiolégico de forma rapida e eficaz € o que faz do
diagnéstico molecular uma ferramenta importante (YANG e ROTHMAN, 2004;
BOLLELA, SATO e FONSECA, 1997; SILVA, CASTRO, et al., 2017). Os testes
moleculares ndo séo absolutos ou ndo passiveis de falhas, e como qualquer outro
teste laboratorial, esta sujeito a erros, principalmente no periodo pré-analitico. A
quantidade e qualidade dos AN extraidos estdo intimamente ligados a forma de
coleta da amostra, seu manuseio e transporte para o laboratério, assim como o
método de extracao determinado (SBPC/ML, 2014).

5. Virus

O LADTYV trata-se de um laboratorio de referéncia em diagndésticos de
hepatites virais de transmissdo entérica, especificamente o HAV e HEV, e pela
incidéncia maior do virus da hepatite A, foram facultados trabalhos de maior

frequéncia com o HAV, sobre os quais se dissertara adiante.



5.1. Caracteristicas gerais do virus

O HAV é um virus da familia Picornaviridae, género Hepatovirus, ndo
envelopado que possui capsideo icosaédrico envolvendo o RNA fita simples
positiva (INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2018;
PEREIRA e GONCALVES, 2003).

A infeccdo pelo HAV é adquirida principalmente pela via fecal-oral,
apesar de estudos demostrarem que agua e alimentos contaminados sdo fontes
frequentes de disseminacdo (OLIVEIRA, 2013; SILVA, VITRA, et al.,, 2007;
FERREIRA e SILVEIRA, 2004; BRASIL, 2018).

O Brasil é o maior pais da América do sul, com um territério de
85.142.153 km?, e com uma populacdo estimada de 208.494.900 pessoas,
apresentando grande concentracao de individuos em area urbana (IBGE, 2018). O
pais apresenta um quadro grave de problemas de saneamento em grande parte do
seu territdrio, cenario que propicia a alta prevaléncia de doencas associadas a falta
de saneamento veiculadas pela 4gua contaminada, como a Hepatite A, cujo agente
esta presente tanto em cidades grandes ou pequenas e na area rural do Brasil
(OLIVEIRA, 2013; RAZZOLINI e GUNTHER, 2007; MENDONCA e MOTTA, 2005;
NERI, MELO, et al., 2009; BRASIL, 2018)

Tais situacdes indicam a importancia do trabalho de vigilancia ambiental
e deteccao do HAV principalmente na investigacdo de surtos associados a aguas

contaminadas.

5.2. Diagnéstico Molecular de Virus

As técnicas moleculares sdo empregadas no diagndstico viral do HAV, a
partir de amostras de agua (ambientais). Como se pode aferir na Figura 3, as
amostras sao encaminhadas ao LADTV, oriundas de coletas realizadas pela
Vigilancia Sanitaria do Municipio do Rio de Janeiro, vinculada a Secretaria
Municipal de Saude do Rio de Janeiro (SMS), sao testadas pelo método da PCR

convencional para deteccdo de HAV e fazem parte da rotina do laboratorio.
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Extragdo do
Genoma
Viral

Amostras
Ambientais

Processo de
Concentragao

Eletroforese em

PCR cDNA
gel

Figura 3 - Fluxograma do Processamento de Amostras Ambientais pela técnica de PCR para diagndstico
viral.

As amostras sao coletadas conforme orientacdes do LADTV, em frascos

ambar e refrigeradas a 4°C até que seja realizado o processo de concentracao.

5.3. Concentragéo

O processo de concentracdo de amostras ambientais / 4gua é feito
através do protocolo 1ISO-15216-12, com adaptacdes do LADTV.

Utiliza-se uma membrana em éster de celulose, com 0,45 UM de poro,
142 MM de diametro da marca Millipore. Tal membrana captura as impurezas
presentes na agua, inclusive o HAV caso esteja presente. O volume total das
amostras encaminhadas ao LADTV é de 2 litros, em frasco ambar, que apés a

purificacdo é reduzida a 2 ml.

22|50-15216-1. Microbiology of the food chain horizontal method for determination of
hepatitis A virus and norovirus using real time PCR - Part 1: method for quantification.
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Figura 4 - Equipamento de filtragao/purificacdo de agua (LADTV, 2018) — Arquivo pessoal.

5.4. Extragéo

A extracdo do genoma do HAV a partir de amostras ambientais no
LADTYV é feita através de kits comerciais (Figura 5) seguindo as recomendacdes do
fabricante (Figura 6). No caso das amostras ambientais de agua, foi utilizado o kit

QIAamp Viral RNA Mini Kit, da marca Quiagen® (Figura 5).

Figura 5 — Kit QIAamp Viral RNA Mini Kit, da marca Quiagen® (Gentech Bio, 2018).

O processo é feito com utilizagdo de mini colunas, que sédo centrifugadas

diversas vezes ap6s a adicao de cada tampédo. O RNA é eluido, proporcionando
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um volume final de 60ul, que sao entédo divididos em 2 eppendorfs, cada um com
30ul, um para analise e outro que deve ser guardado como amostra de seguranca,

ambos estocados a -70°C.

Extracko de RNA com celunas

<=

1. Aliguata da smastra

&

2 Lise com o tampip de lise

3 Adigio da solugiio i coluna

1= 4 Trnas lavagens com tampdes
= delavagem

& al) L)

y IR

5. Eluigio do RMA da coluna

Figura 6 — Imagem?® do artigo Desafios da extracdo do RNA do Virus da Dengue - ligacdo e extracdo ao DNA:
Métodos, AplicacBes e Limitacdes (DETTOGNI e LOURO, 2017).

A extragcdo também pode ser feita através de robd de extracdo - Figura
7, onde o processo de extracdo é totalmente automatizado. A maquina do LADTV
é a QlAcube, da Quiagen®, e possui capacidade de até 12 amostras por processo,
cada processo leva o tempo total de 1 hora e 20 minutos. O uso de tais maquinas
€ benéfico pois além de otimizar o tempo do pesquisador, reduz o risco de
contaminacgdo durante o processo de extracdo. O comparativo entre as técnicas

manual e automatizadas consta na Figura 8.

3 Principais etapas da extracdo de RNA com uso de colunas. 1 - Uma pequena quantidade da amostra é
adicionada a um microtubo. 2 - A amostra é incubada com uma solucao de lise para que ocorra a lise das
membranas celulares e digestéo proteica. 3 - A solugao resultante é adicionada a coluna e esta é centrifugada.
O RNA permanecera ligado a coluna. 4 - Um tampéao de lavagem é adicionado a coluna e que é centrifugada.
O processo é repetido e, assim, a coluna é lavada duas vezes para retirada de moléculas, diferentes do RNA,
gue possam a ela estar aderidas. A lavagem dupla permite que apenas o RNA permanega ligado a coluna. 5 -
Um tampao de eluicdo (ou agua livre de RNAses) é adicionado a coluna que é centrifugada. Ao final do
processo, 0 RNA é eluido da coluna e encontra-se dissolvido no tamp&o (DETTOGNI e LOURO, 2017).
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Figura 7 — Robd QlAcube de extracéo e purificagdo de DNA/RNA viral em funcionamento usando o Mini Kit
de RNA viral QlAamp. (LADTV, 2018) — Arquivo pessoal.

Comparativo entre técnicas Manuais e Automatizadas de

Extragao

90
X
S 70
AT
O
S
8 50
>
(S}
(O]
o

30

10

100 bp 500 bp 1000 bp

Tamanho do Fragmento de DNA

B Manual B QlAcube

Figura 8 — Gréfico de recuperacio de produtos de PCR pelos métodos Manual e Automatizado* QIAgem®
com modificacBes (QIAGEN, 2018)

6. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A polymerase chain reaction (PCR), ou reacdo em cadeia da polimerase,
no portugués, foi desenvolvida por Kary B. Mullis em 1985, sendo uma técnica

4 “QOs produtos de PCR (2 pg num volume de 100 pl) foram purificados utilizando o kit de purificacdo de
PCR QIAquick com o procedimento manual ou automatizado no QIAcube. A recuperacdo percentual foi

determinada espectrofotometricamente. A recuperacao de produtos de PCR usando o QlAcube foi comparavel
ao procedimento manual” (QIAGEN, 2018).
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altamente sensivel, onde, através de uma reacdo enzimatica, sao obtidas milhdes
de copias de sequencias de AN, a partir de sequencias significativamente pequenas
de DNA ou RNA especificas (GANDRA, GANDRA, et al., 2008; BOTTINO, 2015;
VIEIRA, 2018; ZAHA e FERREIRA, 2014). A amplificacdo de um determinado
segmento de DNA, através da extensdo de oligonucleotideos (os chamados
primers) que se ligam com as fitas complementares de uma sequéncia alvo, é feito
por meio de um termociclador (Figura 11), que, através de repetidos ciclos com
sucessivas variagc0es de temperatura, permite a desnaturagédo, hibridizacdo e
extensdo pela acdo da DNA polimerase (VERZOLA, 2017; BOLLELA, SATO e
FONSECA, 1997; GANDRA, GANDRA, et al., 2008; JOTHIKUMAR, CROMEANS,
et al., 2006).

Durante os primeiros experimentos de PCR, a cada passo de
desnaturacdo a enzima era desativada pela temperatura, e mais enzima deveria
ser incorporada. Posteriormente, a polimerase de Thermus aquaticus (Tag DNA
polimerase) foi descoberta e passou a ser utilizada por possuir uma caracteristica
termoestavel, suprimindo a necessidade de adicao de mais enzima ap0ds cada ciclo
de desnaturacdo ndo fosse mais necessaria (PASSAGLIA e ZAHA, 2001).

Partindo de uma unica molécula de DNA molde, proporcionando
condicBes ideais, depois de uma meédia de 30 ciclos no termociclador que
proporciona a desnaturacdo, hibridizacdo e extensdo, obtemos cerca de
1.400.000.000 de copias da regido limitada pelos oligonucleotideos (TANG e
PERSING, 1999; VIEIRA, 2018; VERZOLA, 2017; BOTTINO, 2015; FRITSCH e
MANIATIS, 1989).

6.1. Componentes da PCR

De acordo com o classico trabalho de Oswald Theodore Avery (1877-
1955) e colaboradores, compreendido por MONTIJO, 2018; VIEIRA, 2018
BOTINO, 2015, sédo apresentados 0s componentes essenciais para que ocorra a
PCR (Figura 9):



VI.

VII.
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DNA polimerase, que deve ser termoestavel, conhecida como
Taq polimerase isolada do eubacterium termofilico Termus
aguaticus. Atua como catalizadora da extensao dos primers;
DNA molde, podendo ser fita simples ou fita dupla;
Oligonucleotideos, um par de primers que funcionam como ponto
de partida para a polimerizacdo. Sdo a chave para uma boa
reacdo e sao desenhados para serem complementares a
sequéncia alvo, podem ser utilizadas sequencias ja disponiveis
na literatura ou desenhados pelo proprio pesquisador através de
programas especificos para isso;

Deoxinucleotideos, dNTPs, s&o os “tijolos” da reagdo, devem
possuir quantidades iguais de dATP, dCTP, dTTP e dGTP. Estao
disponiveis no mercado com marcadores nédo-radioativos ou
radioativos, facilitando um posterior sequenciamento caso seja de
interesse. O dNTP reduz o Mg? livre, o que proporciona uma
interferéncia na atividade da enzima polimerase, causando uma
diminuicdo de anelamento do primer;

MgCI?, cations divalentes que atua como doador muito estavel de
Mg?*, cofatores indispensaveis para a atividade enzimatica.
Tampao, atuando na manutencao do pH, geralmente entre 8,3 e
9 a temperatura ambiente que com o aumento da temperatura no
termociclador o pH diminui para 7,4, que € considerado um valor
O0timo para a atividade da Taq polimerase na temperatura de
72°C. o tampao mais utilizado em técnicas de PCR é o Tris 10mM;

Agua.
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Componentes da PCR

Taq Polimerase

Forward/Reverse

= H.o Milli-Q
i 3 o ‘ Iniciadores:
)

Figura 9 - Componentes da PCR (Montijo, 2018).

6.2. Tipos de reacéao de PCR

6.2.1. RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR)

O HAV é um virus de genoma RNA. A sintese do DNA complementar —
cDNA, consiste na composi¢cao de uma molécula de fita simples, complementar ao
RNA do virus que é produzida a partir da enzima Transcriptase Reversa (RT). Esse
cDNA é o que sera utilizado como molde na PCR, onde serda amplificado
(BOTTINO, 2015).

Figura 10 - Cabine asséptica para PCR — DNA Workstation, LOCCUS® (LADTV, 2018) — Arquivo pessoal.

Tal reacdo € composta de 2 etapas, a transcricdo reversa, que consiste
na biossintese de uma fita simples de DNA utilizando como template uma fita de
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RNA, onde a transcriptase reversa atua como catalizadora da reacdo (VIEIRA,
2018; JOTHIKUMAR, CROMEANS, et al., 2006).

Nessa etapa, o0s primers utilizados costumam possuir menor
especificidade, e possuem sequencias longas de timinas (6 a 35), que se anelam a
regides Poly-a do RNA, regido onde se encontram muitas adeninas,
proporcionando como resultado de tal reacdo o cDNA que sera amplificado na PCR
(ZAHA e FERREIRA, 2014; BOTTINO, 2015).

A técnica do RT-PCR possui uma importante aplicacdo para o estudo de
RNAs virais, como o caso do HAV. Também pode ser utilizada na analise de
expressao génicas, de viruléncia ou de producédo de toxinas em alimentos (TANG
e PERSING, 1999; VIEIRA, 2018; BARTLET e STIRLING, 2003; DETTOGNI e
LOURO, 2017; GANDRA, GANDRA, et al., 2008).

Para obtencao do cDNA adicionou-se 25uL do ssRNA a 25uL da mistura
de reacao contendo 5x First-Strand buffer, 3,5 mM DTT, 0,2 mM de cada dNTP, 0,6
mM de Random Primer C1181 (Promega®), 0,6 mM de RNAse Out e Superscript
[lI-RT (Invitrogen® Life Technologies), totalizando um volume final de 50uL. A
mistura foi disposta em termociclador, acatando protocolo descrito na literatura,
conforme é utilizado na rotina do LADTV. O cDNA obtido é estocado a —20°C.

Os Oligonucleotideos (primers) utilizados no LADTV (Quadro 2) na RT-
PCR para deteccao do genoma do HAV ja sdo descritos na literatura, e amplificam
0 segmento que codifica a proteina estrutural VP1 (SILVA, 2010).

HAVF6 (2897) CTATTG AGATTG CAA ATT AYA AT 391
HAVF7 (3288) AAY TTC ATY ATTTCATGC TCC T 391

Quadro 2 — Sequéncia de primers utilizados na RT-PCR para detec¢cdo do genoma HAV e

tamanho de pares de base (pb). Y=Cou T.

6.2.2. Nested PCR

A técnica de Nested é uma PCR convencional modificada. Os Primers
utilizados nessa etapa sao evidenciados no Quadro 3. A técnica é utilizada em

todos os diagnosticos de amostras ambientais encaminhadas ao LADTV. Consiste
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em utilizar o amplicon resultado da PCR convencional como amostra no novo mix
para uma segunda PCR, o que caracteriza Nested. De acordo com Bartlet e Stirling

(2003), esse meétodo promove uma melhoria da especificidade e sensibilidade.

HAVF8 (2949) TATTTG TCT GTY ACAGAACAATCAG 243
H AVF9 (3192) AGG RGG TGG AAG YAC TTC ATT TGA 243

Quadro 3 — Sequéncia de primers utilizados na Nested-PCR para detec¢do do genoma HAV e
tamanho de pares de base (pb). Y=CouT/ R=AouG.

No LADTYV, para o preparo do Mix utilizado para o Nested-PCR, s&o
empregados os seguintes reagentes: 1,04x PCR Buffer; 3,125 uM de MgCl2; 0,208
UM de dNTP; 0,5pM de cada um dos iniciadores HAVF6/HAVF7 (Quadro 2); 0,104
U/uL de Platinum Taq DNA Pol 22 (Invitrogen®) e agua DNAse/RNAse free. Apds
a adicdo de 5uL do cDNA em 20uL da mistura da reacédo, a PCR é realizada em
termociclador automatico (Figura 11) com o protocolo de desnaturacao inicial a
94°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C/1 minuto, 55°C/1 minuto e
72°C/3minutos, conforme pragmatica estabelecida no laboratério. Uma aliquota de
agua destilada UltraPure™ DNase/RNase free (Gibco®) é usada como controle
negativo e a diluicdo 1:1000 do HAV isolado de cultura de células do préprio LADTV
€ aplicado como controle positivo. Utiliza-se 2uL do produto da primeira reacao
incorporado a 23 yL da mistura de PCR com os iniciadores HAVF8/HAVF9 (Quadro
3) procedendo a amplificagdo com as mesmas condi¢cdes utilizadas na primeira
PCR.
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Figura 11 - Termociclador Mastercycler® pro - Cyclers, Eppendorf em funcionamento. Capacidade para
placas PCR, tubos PCR 0,2 ml, tubos PCR 0,5 ml e tubos PCR 1,5 ml. (LADTV, 2018) — Arquivo pessoal.

6.2.3. Multiplex PCR

A técnica do multiplex PCR utiliza mais de um par de primers na mesma
reacao, o que possibilita a amplificacdo concomitante de mais de uma sequéncia
de DNA. Tal técnica, por facultar a amplificacdo simultanea de patdgenos diferentes
na mesma reacao economiza tempo e custos além de possuir um crescente
potencial para ser utilizada na rotina clinica (TANG e PERSING, 1999; RAMOS,
2012; PASSAGLIA e ZAHA, 2001).

6.2.4. Real Time PCR

A PCR em tempo real (Figura 12 e Figura 13) é uma técnica
quantitativa, que no LADTV esta sendo utilizada, durante o periodo do estagio
supervisionado, para a deteccédo do genoma do HEV. Portanto tal técnica pbde ser
acompanhada durante a realizagéo de protocolos de alguns pesquisadores que a
utilizavam.

A metodologia empregada consistiu na realizacdo da PCR quantitativa
precedida pela transcricdo reversa (g-RT-PCR) one step, cujos reagentes da
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mistura da reacédo sao utilizados diretamente na amplificacdo do RNA presente nas
amostras. Desta forma o Mix da reacdo contém agua RNAse free; 2x RT PCR
Buffer; 25x RT-PCR enzyme mix (enzima transcriptase reversa (M-MLV RT®) +
enzima DNA polimerase (Tag polimerase®) e os iniciadores JHEVF/ JHEVR (0,25
uM) e JHEVP (0,25 pM). Tais primers foram descritos em literatura e amplificam
um fragmento de 69 pb (JOTHIKUMAR, CROMEANS, ROBERTSON, MENG, &
HILL, 2006).

Figura 12 - PCR em tempo Real. Durante analise (LADTV, 2018) — Arquivo pessoal.

Quanto a interpretagdo dos resultados, no LADTV, os desfechos séo
esclarecidos através do padréo linear. Juntamente com os efeitos, analisa-se
também, a curva padrao, cujo principal objetivo é determinar a concentracao inicial
de uma amostra (copias de DNA ou de RNA) de concentragdo desconhecida a

partir de uma curva padréo de concentragdo conhecida.

Figura 13 - PCR em tempo Real (LADTV, 2018) — Arquivo pessoal.
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6.3. Visualizacao

A eletroforese em gel® de agarose a 1,5% é o método utilizado para
visualizacdo dos amplicons, que sdo os produtos da PCR e Nested-PCR . Tal

procedimento ocorre nas dependéncias da sala C 209 (Figura 14).

Figura 14 - Sala C 209 b, Sala para Eletroforese em Gel (LADTV, 2018) — Arquivo pessoal.

As amostras séo aplicadas individualmente nos poc¢os presentes no gel
de agarose submerso em um tampéo TAE 1%. Sob influéncia de uma corrente
elétrica de 70 a 100V. Os fragmentos de DNA, que sdo carregados negativamente,
migram em direcdo ao polo positivo da eletroforese. No LADTV adiciona-se
brometo de etidio no gel de agarose a 0,25 pl a cada 50 ml de gel para a
visualizacdo de bandas formadas pelos fragmentos de DNA quando submetidos a
luz ultravioleta no transiluminador (Figura 15). Em todos os géis também é aplicado
um marcador de peso molecular de 100bp (Invitrogen®), que possui varios
fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos, que permite inferir o tamanho dos

fragmentos presentes na amostra.

5“0 processo de eletroforese consiste na separacédo de fragmentos de DNA por enzimas de
restricdo” (FRITSCH e MANIATIS, 1989).



Figura 15 - Sala C 209 d, sala de Fotodocumentacéo (LADTV, 2018) — Arquivo pessoal.

22



23

7. Referéncias

BARTLET, J. M. S.; STIRLING, D. PCR Protocols. [S.l.]: Totowa Humana
Press, 2003.

BATISTETI, C. B.; ARAUJO, E. S. N. D.; CALUZI, J. J. The interpretations of
MacCarty, MacLoed and Avery’s studies on the chemical nature of the
“transforming factor” in bacteria. Filosofia e Histéria da Biologia, p. 71-94,
2008.

BOLLELA, V. R.; SATO, D. N.; FONSECA, B. A. L. Problemas na padronizacéo
da reacdo em cadeia da polimerase para diagndstico da tuberculose pulmonar.
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo.
Ribeirdo Preto, SP. Salvador, BA. 1997. (Apresentado nos Anais do VIl
Congresso Panamericano e X Congresso Brasileiro de Infectologia).

BOTTINO, F. D. O. Relatério de estagio supervisionado. Universidade Federal
Fluminense. Niteroi, p. 43. 2015.

BRASIL. Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude -Boletim
Epidemioldgico - Hepatites Virais. Brasilia. 2018.

CLEMENS, S. A. C. et al. Hepatitis A and hepatitis B seroprevalence in Brazil.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical , p. 1-10, 2000.

COSTA, M. M. et al. Molecular evolution of hepatitis A virus: a new
classification based on the complete VP1 protein. PubMed, p. 9516-9525,
2002.

DETTOGNI, R. S.; LOURO, I. D. Desafios da Extracdo do RNA do Virus da
Dengue (ligacao e extracdo ao DNA: Métodos Aplicacfes e Limitacdes). In:
REZENDE, R. R. Biotecnologia Aplicada a Agro&Industria - Vol. 4. [S.1.]: Blucher,
2017. p. 937-966.

FERRARI, C. K. B. et al. Conhecimentos sobre hepatites virais numa amostra
de estudantes brasileiros do Vale do Araguaia, Amaz6nia Legal. Acta
Gastroenteroldgica Latinoamericana, p. 120-126, 2012.

FERREIRA, A. C. Pesquisa de marcadores sorolégicos e moleculares da infec¢ao
pelo Virus da Hepatite E (HEV) em individuos portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Sdo Paulo. 2016.

FERREIRA, C. T.; SILVEIRA, T. R. D. Hepatites virais: aspectos da
epidemiologia e da prevencao. Revista Brasileira de Epidemiologia , 2004.



24

FIOCRUZ. Agentes de Risco Relacionados as Atividades Desenvolvidas no.
QBA - Online Fiocruz, Rio de Janeiro, 11 Setembro 2018. Disponivel em:
<http://moodle.ead.fiocruz.br/course/view.php?id=147>. Acesso em: 11
setembro 2018.

FRITSCH, F. E.; MANIATIS, T. Molecular cloning - a laboratory manual. U.S.A.:
green and sambrook, 1989.

GANDRA, E. A. et al. Técnicas moleculares aplicadas & microbiologia de
alimentos. Red de Revistas Cientificas de America Latina y el Caribe, Espafia y
Portugal, p. 109-118, 2008.

GENTECH Bio. Gentech Bio Quiagen, 12 outubro 2018. Disponivel em:
<https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&gq=&esrc=s&source=imagesé&cd
=&ved=&url=http%3A%2F%2Fwww.gentechbio.com%2Finicio%2F48-
giaamp-viral-rna-mini.html&psig=AOvVaw1NBqyhTL3t6Kz7pPQFd--
H&ust=1539471938572150>.

HOFMEISTER, M. G.; FOSTER, M. A.; TESHALE, E. H. Epidemiology and
Transmission of Hepatitis A Virus and Hepatitis E Virus Infections in the
United States. Cold Spring Harbor Laboratory Press, p. 27, 2018.

IBGE. Censo 2010. IBGE GOV BR, 2010. Disponivel em:
<www.censo02010.ibge.gov.br/>.

IBGE. ESTIMATIVAS DA POPULACAO RESIDENTE NO BRASIL E UNIDADES
DA FEDERACAO. IBGE. Brasilia , p. 119. 2018.

INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES. International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). General Rules - 3. Rules of
Classification and Nomenclature — The universal scheme, 2018. Disponivel em:
<https://talk.ictvonline.org/information/w/ictv-information/383/ictv-code>.
Acesso em: 22 outubro 2018.

JOTHIKUMAR, N. et al. A broadly reactive one-step real-time RT-PCR assay
for rapid and sensitive detection of hepatitis E virus. Journal of Virological
Methods, p. 65-71, 2006.

KRONEMAN, A. et al. Usability of the international HAVNet hepatitis A virus
database for geographical annotation, backtracing and outbreak detection.
Euro Surveill, p. 23-37, 2018.

LEMON, S. M.; JANSEN, R. W.; BROWN, E. A. Genetic, antigenic and
biological differences between strains of hepatitis A virus. Elsevier, p. 40-44,
1992.



25

LISBOA, V. Agéncia Brasil. Agéncia Brasil, 8 Janeiro 2018. Disponivel em:
<http://agenciabrasil.ebc.com.br/geral/noticia/2018-01/prefeitura-do-rio-e-
fiocruz-investigam-causa-de-surto-de-hepatite-no-vidigal>.

MENDONCA, M. J. C. D.; MOTTA, R. S. D. Saude e saneamento no Brasil. IPEA.
Rio de Janeiro. 2005. (Repositério do conhecimento do IPEA 1081).

MICHAELIS. Dicionario Michaelis, 2018. Disponivel em:
<https://michaelis.uol.com.br/moderno-portugues/>.

MONTIJO, Y. Slideplayer. © 2018 SlidePlayer.com.br Inc., 14 outubro 2018.
Disponivel em: <https://slideplayer.com.br/slide/366864/#>.

NERI, M. C. et al. Trata Brasil: Impactos Sociais da Falta de Saneamento nas
Principais Cidades Brasileiras. Centro de Politicas Sociais / Instituto Brasileiro
de Economia/ Fundacéo Getulio Vargas. Rio de Janeiro, p. 120. 2009.

OLIVEIRA, J. M. D. Epidemiologia da Hepatite A no Brasil. In: FOCACCIA, R.
Tratado de Hepatites virais e Doencas Associadas 3 ed. [S.l.]: Atheneu, 2013. p.
237-967.

OSADA, N. M.; COSTA, M. C. D. Consnstrucao social de género na Biologia:
preconceitos e obstaculos na biologia molecular. Cadernus pagu, p. 279-299,
2006.

PARANA, R.; SCHINONI, M. I. Hepatite E - Artigo de Atualizag&o. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, p. 247-253, 2002.

PASSAGLIA, L. M. P.; ZAHA, A. Tecnicas de DNA recombinante. In: ZAHA, A.
Biologia Molecular Basica. Porto Alegre: Artmed, 2001. p. 307-331.

PEREIRA, F. E. L.; GONCALVES, C. S. Hepatite A. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, p. 387-400, 2003.

PINTO, M. A.; OLIVEIRA, J. M. Sobre os Laboratérios que fazem parte do
Instituto Oswaldo Cruz - IOC Fiocruz R.J. Site I0C, 27 novembro 2018.
Disponivel em:
<http://www.fiocruz.br/ioclabs/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=46>.

QIAGEN, Q. Automated solutions, 2018. Disponivel em:
<https://www.giagen.com/us/shop/automated-solutions/sample-
preparation/giacube/#productdetails>. Acesso em: 2 novembro 2018.

QUEIROZ, D. A. O. et al. Fatores de risco e prevaléncia de anticorpos contra
o virus da hepatite A (VHA) em criancas de creche em Goiania, Brasil.
Revista do Instuto de Medicina tropopical de Sao Paulo vol.37, p. n®5, 1995.



26

RAMOS, E. M. D. S. Sistemas Multiplex para a deteccao e caracterizacao
Molecular de Infec¢des. Universidade Fernando Pessoa. Porto, Portugal. 2012.

RAZZOLINI, M. T. P.; GUNTHER, W. M. R. Impactos na salide das
deficiéncias de acesso a agua. Saude e Sociedade, Sdo Paulo, maio 2007.

RJTV. G1. G1 Rio de Janeiro, 06 Janeiro 2018. Disponivel em:
<https://gl.globo.com/rj/rio-de-janeiro/noticia/vidigal-rio-tem-surto-de-
hepatite-a-alerta-associacao-de-moradores.ghtm|>.

ROBERTSON, B. et al. Genetic relatedness of hepatitis A virus strains
recovered from different geographical regions. PubMed, p. 1365-1367, 1992.

SALINES, M.; ANDRAUD, M.; ROSE, N. From the epidemiology of hepatitis E
virus (HEV) within the swine reservoir to public health risk mitigation
strategies: a comprehensive review. International Journal of Molecular Sciences
, p. 31-48, 2017.

SANTOS, L. D. D. R. et al. First report of a human autochthonous hepatitis E
virus infection in Brazil. PubMed, p. 276-279, 2010.

SAUDE, M. D. Hepatites Virais. O Brasil esta atento. Brasilia. 2002.

SBPC/ML, S. B. D. P. C. L.-. Recomendacdes da Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratérial (SBPC/ML): Coleta e Preparo da
Amostra Biologica. Barueri, SP: Manole Ltda, 2014.

SILVA, A. S. Ensaio imunoenziméatico para o diagndstico da Hepatite A utilizando
IgY anti-HAV. IOC - PGBP - Dissertagdes de Mestrado. Rio de Janeiro. 2010.

SILVA, E. R. D. et al. PERFIL LABORATORIAL E ANALISE MOLECULAR DE
CHIKUNGUNYA VIRUS. Centro Universitario de Varzea Grande. Mato Grosso.
2017. (ISSN 2594-6145).

SILVA, J. F. C. D. et al. Hepatites virais na terceira idade: casos do Rio
Grande do Norte, Brasil. Brazilian Journal Health review, p. Vol 1, n° 1, 2018.

SILVA, P. D. C. et al. Hepatitis A in the city of Rio de Janeiro, Brazil:
epidemiological pattern and socio-environmental variables. Cross-analysis
of SINAN and population census data. SciELO - Scientific Electronic Library
Online, Rio de Janeiro, fevereiro 2007.

SRIDHAR, S. et al. Hepatitis E Virus Genotypes and Evolution: Emergence of
Camel Hepatitis E Variants. International Journal of Molecular Sciences, p. 869,
2017.



27

TANG, Y.; PERSING, D. Molecular detection and identification of
microorganisms. In: MURRAY, P. R. E. A. Manual of clinical microbiology.
Washington, DC: ASM, 1999. p. 215-244.

VERZOLA, L. F. S. USP - Ribeirdo. Tecnicas em Biologia Molecular, 2017.
Disponivel em:
<http://www.rpm.fmrp.usp.br/kit/Artigos/APOSTILATECNICASDEBIOLOGIAM
OLECULAR2017.pdf>. Acesso em: 10 novembro 2018.

VIEIRA, D. P. IMT USP. Instituto de Medicina Tropical, 1 outubro 2018.
Disponivel em: <http://www.imt.usp.br/wp-
content/uploads/proto/protocolos/aulal.pdf>. Acesso em: 17 outubro 2018.

YANG, S.; ROTHMAN, R. E. PCR-based diagnostics for infectious diseases:
uses, limitations, and future applications in acute-care settings. PubMed, p.
337-48, 2004.

YATES, M. V. Microbiology of Waterborne Diseases (Second Edition). [S.l.]:
Academic Press, 2014.

ZAHA, A.; FERREIRA, H. B. Biologia Molecular Basica. Porto Alegre: Artmed,
2014. 36-63 p.



28

8. Relato de caso

DESCRICAO DE UM SURTO DE HEPATITE A NA COMUNIDADE DO VIDIGAL,
ZONA SUL DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO - BRASIL.

8.1. Resumo

Existem muitos patdégenos circulantes no ambiente, dentre eles o Virus
da Hepatite A - HAV (OLIVEIRA, 2013; FERRARI, SAVAZZI, et al., 2012). O cenério
contemporaneo do Virus da Hepatite A (HAV) no Brasil encontra-se em mudanca
nas ultimas décadas, havendo uma reducdo significativa da exposicdo ao HAV
durante a infancia devido a melhorias sanitarias e politicas de vacinacdo para
criancas de 15 meses a 5 anos incompletos (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO -
HEPATITES VIRAIS, 2018; LEMON, JANSEN e BROWN, 1992; MENDONCA e
MOTTA, 2005). Tal cenario propicia uma populacao de jovens-adultos que nunca
teve contato com o HAV, portanto susceptiveis. Nesse contexto, surtos epidémicos
nao sao dificeis de acontecer, classificando assim o HAV como um problema de
salde publica em expansio (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO - HEPATITES VIRAIS,
2018; SILVA, VITRA, et al., 2007; OLIVEIRA, 2013). O Surto de hepatite A relatado,
ocorreu na comunidade do Vidigal, bairro localizado na zona sul do Rio de Janeiro,
com aproximadamente 14 mil habitantes (IBGE, 2010), durante os meses de
fevereiro de 2017 a fevereiro de 2018. Foram notificados 184 casos clinicos de
Hepatite A, caracterizando assim um surto, amplamente divulgado em midias e
sites (Figura 16 e Figura 17) de comunicacdo. Os diagnosticos positivos foram
emitidos pelo LADTV depois de analise das amostras ambientais encaminhada pela

Secretaria Municipal de Saude (SMS).

Palavras-chave: Virus da Hepatite A; HAV; Medidas sanitarias; Grupo suscetivel,

Saude publica; Vidigal; Rio de Janeiro.
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8.2. Abstract

It is known that HAV is circulating in the environment (OLIVEIRA, 2013;
FERRARI, SAVAZZI, et al., 2012). The contemporary scenario of the Hepatitis A
Virus (HAV) in Brazil has been changing in the last decades, with a significant
reduction in HAV exposure during childhood due to health improvements and
vaccination policies for children aged 15 months to 5 years incomplete (Mendeleo
and Motta, 2005; LEMON, JANSEN, and BROWN, 1992; EPIDEMIOLOGICAL
BULLETIN - HEPATITES VIRAL, 2018). Such scenario provides a population of
young adults who have never had contact with HAV, therefore susceptible. In this
context, epidemio- logical outbreaks are not difficult to happen, thus classifying HAV
as an expanding public health problem (OLIVEIRA, 2013; SILVA, VITRA, et al.,
2007). The reported hepatitis A outbreak occurred in the community of Vidigal, bairo
located in the southern zone of Rio de Janeiro, with approximately 14 thousand
inhabitants (IBGE, 2010), during the months of February 2017 to February 2018.
184 cases were reported Hepatitis A, thus characterizing an outbreak of national
effect, widely reported in media and sites (Figure 16 and Figure 17) of
communication. The positive diagnoses were issued by the LADTV after analysis of
the environmental samples forwarded by the Municipal Health Secretariat (SMS).

Keywords: Hepatitis A Virus; HAV; Sanitary measures; Susceptible group; Public

health; Vidigal; Rio de Janeiro.
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8.3. Introducéao

O HAV é de ocorréncia mundial e a causa mais comum quando se trata
de hepatites virais agudas na grande maioria dos paises. Mesmo com a alta taxa
de subnotificacdo, € notificado cerca de 1,5 milhdo de casos clinicos / ano. Seu
genoma é constituido por RNA positivo, e sua transmisséo se da principalmente
pela via fecal-oral, consumo de &gua e alimentos contaminados (OLIVEIRA, 2013;
KRONEMAN, SOUSA, et al., 2018; ROBERTSON, JANSEN, et al., 1992; COSTA,
CRISTINA, et al., 2002; QUEIROZ, CARDOSO, et al., 1995; LEMON, JANSEN e
BROWN, 1992; BRASIL, 2018).

=m0 (A RIO DE JANEIRO Q BuUscaR

Vidigal, Rio, tem surto de hepatite
A, alerta associacao de moradores

Sintomas sdo parecidos com os da gripe e transmissdo ocorre através de agua ou alimento
contaminado.

Por RITV

06/01/2018 12h09 - Atualizado h& 9 meses

Figura 16 - Noticia vinculada em site (RJTV, 2018).

O Brasil € o maior pais da América do Sul, com um territério de
85.142.153 km?, e com uma populacdo estimada de 208.494.900 pessoas,
apresentando grande concentragéo de individuos em area urbana (IBGE, 2018). O
pais apresenta um quadro grave de problemas de saneamento em grande parte do
seu territorio, cenario que propicia a alta prevaléncia de doencas associadas a falta
de saneamento veiculadas pela 4gua contaminada, como a Hepatite A, cujo agente
estd presente tanto em cidades grandes ou pequenas e na area rural do Brasil
(OLIVEIRA, 2013; RAZZOLINI e GUNTHER, 2007; MENDONCA e MOTTA, 2005;
NERI, MELO, et al., 2009; BRASIL, 2018).



31

Agéncia Brasil *specizis @ Fotos  Uttimas Noticias ¥ @ Por Q

Prefeitura do Rio e Fiocruz
investigam causa de surto
de hepatite A no Vidigal

Qo

Figura 17 - Noticia vinculada na midia (Lisboa, 2018).

8.4. Caso

Foram coletadas amostras de agua em pocos artesianos, nascentes,
tubulacdes da Companhia Estadual de Aguas e Esgoto (Cedae), fabricas de gelo,
distribuidoras de agua engarrafada, dgua mineral a venda, casas com casos
confirmados (Figura 19) e de chuveiros das praias dos bairros do Leblon e Ipanema,
num total de 20 amostras enviadas ao LADTV, conforme Figura 18.

As amostras de agua foram concentradas seguindo as recomendacfes
da 1SO-15216-15, de acordo com a rotina do laboratério. Segui-se a realizacédo das
PCRs e Nested PCR para todas as amostras, sendo HAV-RNA positivas 6 delas,
correspondentes a 2 amostras de poco, 1 amostra do chuveiro da praia e 2
amostras de agua mineral, locais evidenciados geograficamente na Figura 19

respectivamente.

61S0-15216-1. Microbiology of the food chain horizontal method for determination of
hepatitis A virus and norovirus using real time PCR - Part 1: method for quantification
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Figura 18 - Distribuicdo Semanal dos Casos de Hepatite A com a curva de tendéncia e a curva acumulada
dos casos (LADTV, 2018).

*  Hepatitis A cases

HAV Positive water samples

Figura 19 - Distribuicdo espacial dos casos de hepatite A confirmados (Amado, 2018, LADTV).

As amostras positivas marcaram o0 gel na altura de 218pb, como o

esperado. Foram ainda submetidas ao sequenciamento e posterior analise
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filogenética (Figura 20), evidenciando a presenca dos subgendtipos 1A e 1B co-

circulantes no Rio de Janeiro.

_Ciggang

Sub-genotype la

RHAV 18 taly MILA M‘N
V 1B ltaly KYKU 115 2015448
RHA%_RIB_H&_W_M?I@ sub.genotype b

0

014 215 2018 017 018 2018

Figura 20 - Andlise filogenética: amostras clinicas e ambientais. Arvore filogenética construida com inferéncia
Bayesiana (LADTV, 2018). Em vermelho: Amostras Clinicas. Em azul: Amostras Ambientais.

Foi evidenciado a relagédo entre contaminagdo ambiental e as infec¢des
humanas em pelo menos dois casos, um com gendtipo 1A e outro com 1B
(suporte estatistico relevante (bootstrap >80).

8.5. Discussao

O registro de resultados positivos de HAV em amostras ambientais
torna-se importante pela relevancia nacional. Tal caso trouxe visibilidade ao

LADTV, fazendo-o referéncia nacional em diagndsticos em hepatites virais
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entéricas ambientais.

Tais dados reforcam a mudanca no padrao epidemiolégico da hepatite
A no Brasil com deslocamento da infeccdo para a faixa etaria de individuos adultos,
cuja morbidade e mortalidade da doencga sdo maiores (BRASIL, 2018).

O caso explicitado ndo satisfaz critérios epidemiologicos adequados
para uma investigacao de surto. As amostras foram coletadas e enviadas ao longo
de somente uma semana (entre os dias 27 de dezembro 2017 e 05 de janeiro de
2018), fato que provavelmente propiciou uma detecc¢ao inferior aos casos reais de
infeccédo, visto que essa semana provavelmente corresponde somente ao pico de
infeccdo, ndo abrangendo a totalidade do ciclo.

Como recomendacéo, baseados nos resultados detectados, o LADTV
encaminhou a SMS recomendacao para que a vacinacao para HAV fosse estendida
a grupos potencialmente expostos, como jovens adultos residentes em
comunidades de baixa renda.

O estudo evidencia o papel da contaminacdo ambiental como fonte de
infeccdo viral em seres humanos, reforcando a importancia de uma vigilancia
abrangente da hepatite A, incluindo abordagens epidemioldgicas, sanitarias e

principalmente ambientais, bem como uma estratégia de prevencéo adequada.
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