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1 EPIDEMIOLOGIA




Preparacdo e Resposta a Introducéo do Virus Chikungunya no Brasil

O CHIKYV ¢ um virus RNA que pertence ao género Alphavirus da familia Togaviridae.
O nome chikungunya deriva de uma palavra em Makonde que significa aproximadamente
“aqueles que se dobram”, descrevendo a aparéncia encurvada de pacientes que sofrem de
artralgia intensa.

Casos humanos com febre, exantema e artrite aparentando ser CHIKV foram relatados
no inicio de 1770. Porém, o virus nio foi isolado do soro humano ou de mosquitos até a
epidemia na Tanzania de 1952-53. Outros surtos ocorreram subsequentemente na Africa e
na Asia. Muitos ocorreram em pequenas comunidades ou comunidades rurais. No entanto,
na Asia, cepas de CHIKV foram isoladas durante grandes surtos urbanos em Bangkok e

Tailandia em 1960 e em Calcuta e Vellore, na India, durante as décadas de 60 e 70.

1.1 Surtos recentes

Apds a identificagdo inicial do CHIKYV, surtos ocorreram esporadicamente, e uma
pequena transmissao foi relatada apos metade dos anos 80. Todavia, em 2004, um surto
originario da costa do Quénia, espalhou-se pelas Ilhas Comoros, Réunion e muitas outras
ilhas do Oceano Indico durante os dois anos seguintes. Da primavera de 2004 ao verdo de
2006, ocorreu um numero estimado em 500 mil casos.

A epidemia propagou-se do Oceano Indico a India, onde grandes eventos emergiram em
2006. Uma vez introduzido, o CHIKV alastrou-se em 17 dos 28 estados da India e infectou
mais de 1,39 milhdo de pessoas antes do final do ano. O surto da India continuou em
2010 com novos casos aparecendo em dreas niao envolvidas no inicio da fase epidémica.
Os casos também tém sido propagados da India para as Ilhas de Andaman e Nicobar,
Sri Lanka, Ilhas Maldivas, Singapura, Malasia, Indonésia e numerosos outros paises
por meio de viajantes virémicos. A preocupagdo com a propaga¢do do CHIKV atingiu
um pico em 2007, quando o virus foi encontrado em transmissdo autdctone (humano-
-para-mosquito-para-humano) no norte da Itélia ap6s ser introduzido por um viajante
com o virus advindo da India. As taxas de ataque em comunidades afetadas em recentes
epidemias variaram de 38% a 63% e, embora em niveis reduzidos, muitos casos destes
paises continuam sendo relatados. Em 2010, o virus continua a causar doenga na India,
na Indonésia, em Myanmar, na Tailandia, nas Maldivas e reapareceu na Ilha Réunion.
Casos importados também foram identificados no ano de 2010 em Taiwan, na Franca,
nos Estados Unidos e no Brasil, trazidos por viajantes advindos, respectivamente, da
Indonésia, da Ilha Réunion, da India e do sudoeste asitico.
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Durante os recentes surtos, individuos virémicos com CHIKV foram encontrados no
Caribe (Martinica), nos Estados Unidos e na Guiana Francesa. Todos esses individuos
estavam retornando de dreas com endemia ou epidemia de CHIKV e, portanto, a
transmissdo ndo ocorreu de forma autdctone. Porém, todas essas areas tém mosquitos
vetores competentes e hospedeiros suscetiveis aumentando o risco da transmissao
endémica do CHIKV nas Américas. Diante desses fatores, o CHIKV tem a capacidade
de emergir, reemergir e propagar-se rapidamente em novas areas, dessa forma, torna-se

necessario a implantagdo e o aprimoramento das agdes de vigilancia do virus no Brasil.

1.2 Dinamica de transmissao

Vetores
Existem dois vetores principais do CHIKV, Ae. aegypti e Ae. albopictus. Ambos os

mosquitos sdo amplamente distribuidos por todos os tropicos com Ae. Albopictus, sendo
também presentes em latitudes mais temperadas. Dada a distribui¢ao dos vetores pelas as

Américas, toda a regido é suscetivel a introdugdo e a propagacgao do virus.

Reservatorios

Humanos servem como o principal reservatério do CHIKV durante periodos de
epidemia. Durante periodos interepidémicos, um nimero de vertebrados tem sido
implicados como potenciais reservatorios, incluindo primatas nao humanos, roedores,

passaros e outros pequenos mamiferos.

Periodos de incubacao

Os mosquitos adquirem o virus de um hospedeiro virémico. Ap6és um periodo de
incubacio médio de dez dias, 0 mosquito torna-se capaz de transmitir o virus a um
hospedeiro suscetivel, tal como um humano. Em humanos picados por um mosquito
infectado, os sintomas da doenga tipicamente aparecem apds um periodo de incubagédo

intrinseco médio de 3-7 dias (intervalo 1-12 dias) (Figura 1).
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Figura 1 — Periodos de incubacao extrinseca e intrinseca para o virus Chikungunya
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Fonte: Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizacao Pan-Americana da Saude.

Suscetibilidade e imunidade

Todos os individuos ndo previamente expostos ao CHIKV (individuos suscetiveis) estdo
sob o risco de adquirir infec¢do e desenvolver a doenca. Acredita-se que, uma vez exposto
ao CHIKYV, individuos desenvolverao uma imunidade duradoura que os protegera contra

uma nova infecgio.



2 CLINICA
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2.1 Apresentacao clinica da doenca

A partir da picada por mosquito infectado com o CHIKYV, a maioria dos individuos
apresenta doenga sintomdtica ap6s um periodo de incubagdo de dez dias. Porém, nem
todos os individuos infectados com o virus desenvolvem sintomas. Anélises soroldgicas
indicam que 3% a 28% das pessoas com anticorpos antiCHIKV apresentam infec¢do
assintomatica. Individuos agudamente infectados por CHIKYV, seja clinicamente
aparentes ou assintomaticos, podem contribuir para a propagacdo da doenga se os vetores

que transmitem o virus estiverem presentes e ativos na mesma localidade.

O CHIKYV pode causar doenca aguda, subaguda e cronica.

Fase aguda

o A doen¢a aguda é mais comumente caracterizada por febre de inicio subito
(tipicamente maior que 39°C) e dor articular intensa. Outros sinais e sintomas podem
incluir cefaleia, dor difusa nas costas, mialgia, ndusea, vomito, poliartrite, erupgao
cutanea e conjuntivite (Tabela 1). A fase aguda do CHIKV dura de 3-10 dias.

Tabela 1 — Frequéncia de sintomas agudos da infeccao por CHIKV

Faixa de frequéncia

Sinal ou sintoma . . s
(% de pacientes sintomaticos)

Febre 76-100
Poliartralgia 71-100
Cefaleia 17-74
Mialgia 46-72
Dor nas costas 34-50
Nausea 50-69
Voémito 4-59
Exantema 28-77
Poliartrite 12-32
Conjuntivite 3-56

Fonte: (BORGHERIN et al., 2007; STAIKOWSKY et al., 2008; STAIKOWSKY et al., 2009; REZZA et al., 2007).
Nota: Tabela compilada de uma série de estudos.

1
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A febre dura de poucos dias até uma semana. Pode ser continua ou intermitente;
porém, a queda de temperatura ndo ¢ associada a piora dos sintomas. Ocasionalmente,

pode ser associada a uma bradicardia relativa.

Sintomas articulares sdo comumente simétricos e ocorrem frequentemente nas mios e
nos pés, mas podem afetar articulagdes mais proximais. Edema também pode ser visto e
é frequentemente associado com tenossinovite. Os pacientes podem ficar incapacitados
devido a dor, a fragilidade, ao edema e a rigidez, sendo incapazes de executar tarefas
normais ou ir ao trabalho, e podem ficar confinados devido a esses sintomas.

Exantemas normalmente ocorrem de dois a cinco dias apds o inicio da febre
em aproximadamente metade dos pacientes. As erupgdes sdo tipicamente
maculopapulares, envolvendo o tronco e as extremidades, mas também podem incluir
as regides palmar, plantar e a facial. Também podem se apresentar como eritema
difuso que cede sob pressio. Em criangas, as lesdes do tipo vesiculo-bolhosas sio as

manifestacdes cutineas mais comuns.

Nio ha achados hematolégicos patognomonicos significativos observados em
infecgdes por CHIKV. Achados laboratoriais anormais podem incluir trombocitopenia
leve (>100.000/mm?), leucopenia e testes de funcdo hepatica elevados. A taxa de

sedimentacdo de eritrdcitos e a proteina C-reativa estdo frequentemente elevadas.

Raramente formas graves da doenga podem ocorrer com manifestagdes atipicas.
Mortes relacionadas a infecgdo por CHIKV sdo incomuns. Entretanto, um aumento
na taxa de dbito absoluto foi relatado durante as epidemias de 2004-2008 na India e

na ITha Mauricio.

Doenca subaguda e cronica

Apos os primeiros dez dias, a maioria dos pacientes sentird uma melhora na saude
geral e na dor articular. Porém, apds este periodo, uma recaida dos sinais pode
ocorrer com alguns pacientes reclamando de varios sintomas reumaticos, incluindo
poliartrite distal, exacerba¢io da dor em articulagdes e ossos previamente feridos e
tenossinovite hipertréfica subaguda nos punhos e tornozelos. Isso é muito comum
entre dois e trés meses apos o inicio da doenga. Alguns pacientes também podem
desenvolver disturbios vasculares periféricos, como a sindrome de Raynaud. Além
dos sintomas fisicos, a maioria dos pacientes reclama de sintomas depressivos,

cansaco geral e fraqueza.

12



Preparacdo e Resposta a Introducéo do Virus Chikungunya no Brasil

A doenga cronica é definida por sintomas que persistem mais de trés meses. A
frequéncia de pessoas relatando sintomas persistentes varia substancialmente por
estudo e pela quantidade de tempo decorrido entre o seu inicio e o tratamento.
Estudos da Africa do Sul mostraram que 12%-18% dos pacientes terdo sintomas
persistentes de 18 meses a 3 anos. Em estudos mais recentes na India, a proporgio de
pacientes com sintomas persistentes dez meses apds o inicio da doenga foi de 49%.
Dados da Ilha Réunion demonstraram que 80%-93% dos pacientes se queixam de
sintomas persistentes trés meses apos o inicio da doenga; o que diminui para 57% aos
15 meses e 47% aos dois anos. (F. Simone, Departamento de Doengas Infecciosas e
Medicina Tropical, Hospital Militar de Laveran, Paris, Franga, comunicagio pessoal).

O sintoma persistente mais comum ¢ artralgia inflamatéria nas mesmas articulacoes
afetadas durante os estagios agudos. Geralmente, ndo ha mudanca significante em
testes laboratoriais e nas radiografias das areas afetadas. Porém, alguns individuos
desenvolvem artropatia/artrite semelhante a artrite reumatoide ou artrite psoriatica.
Outros sintomas da fase crénica da doenga podem incluir cansago e depressao®
Fatores de risco para a ndo recuperagdo sio: idade avancada (maiores de 65 anos),
problemas de articulagdo preexistentes e doencas agudas mais graves.

13
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2.2 Manifestacoes atipicas

Embora a maioria das infecgoes por CHIKV resultem em febre e artralgias, manifestacoes
atipicas podem ocorrer decorrentes dos efeitos diretos do virus, resposta imunoldgica
e/ou toxicidade dos medicamentos (Quadro 1).

Quadro 1 — Manifestacoes atipicas da infeccdo por CHIKV

Sistema Manifestacoes Clinicas

Neurolégico Meningoencefalite, encefalopatia, convulsées, sindrome
de Guillain-Barré, sindrome cerebelar, paresia, paralisia,
neuropatia.

Ocular Neurite éptica, iridociclite, episclerite, retinite, uveite.

Cardiovascular Miocardite, pericardite, insuficiéncia cardiaca, arritmias,

instabilidade hemodinamica.

Dermatolégico Hiperpigmentacao fotossensivel, Ulcera aftosa
intertriginosa, dermatose vesiculo-bolhosa.

Renal Nefrite, insuficiéncia renal aguda.

Outro Discrasias hemorragicas, pneumonia, insuficiéncia
respiratéria, hepatite, pancreatite, SSIHA,
hipoadrenalismo.

Fonte: Adaptado por Rajapakse et al.

Certas manifestagoes atipicas sdo mais comuns em certos grupos. Por exemplo,
meningoencefalite e dermatose vesiculo-bolhosa sdo mais observadas em criangas e

bebés, respectivamente.

14
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2.3 Grupos de risco

CHIKV pode afetar individuos de todas as idades e ambos os sexos. Entretanto, a
apresentagdo clinica é conhecida por variar de acordo com a idade, sendo a muito jovem
(neonatal) e a idade avancada os periodos considerados como fator de risco para as
doengas mais graves. Além da idade, as comorbidades (doengas subjacentes) também

vém sendo identificadas como fator de risco para pior evolu¢io da doenga.

A maioria das infecgdes por CHIKV que ocorre durante a gravidez ndo resulta na
transmissdo do virus para o feto. Existem, porém, raros relatos de abortos espontaneos
apos a infecgdo maternal por CHIKV. O risco maior de transmissdo parece ser quando
mulheres sdo infectadas durante o periodo de intraparto. Bebés sdo tipicamente
assintomaticos ao nascimento e entdo desenvolvem febre, dor, erup¢do cutinea e edema
periférico. Aqueles infectados durante o periodo intraparto podem também desenvolver
doencas neuroldgicas (por exemplo, meningoencefalite, lesdes de substancia branca,
edema cerebral e hemorragia intracraniana), sintomas hemorragicos e doenga do
miocardio. Anormalidades laboratoriais incluiram testes de fungdo hepatica aumentados,
plaquetas e contagem de linfdcitos reduzidos e niveis de protrombina diminuidos.
Neonatos que sofrem de doenga neuroldgica geralmente desenvolvem incapacidades em

longo prazo. Nao ha evidéncia de que o virus seja transmitido através do leite materno.

Individuos maiores de 65 anos tiveram uma taxa de mortalidade 50 vezes superior
quando comparados ao adulto jovem (menores de 45 anos de idade). Apesar de ndo ser
claro por que os adultos mais velhos tém um risco aumentado para doenga mais grave,
pode ser devido a frequéncia de comorbidades ou resposta imunologica diminuida.

15
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2.4 Diagnostico diferencial

Febre com ou sem artralgia é uma manifestacao muito comum em vdrias outras doengas.

CHIKV pode ndo ter manifestagdes tipicas ou pode coexistir com outras doencas

infecciosas como a dengue ou a malaria (Quadro 2).

Quadro 2 — Doencas ou agentes no diagndstico diferencial de CHIKV

Agente ou doenca Apresentacao

Malaria

Dengue

Leptospirose

Infeccoes alphavirais (virus Mayaro, virus
Ross River, virus Floresta de Barmah, virus
O’nyong nyong e virus Sindbis)

Artrite pds-infecciosa (inclusive febre
reumatica)

Artrite reumatoide juvenil

Periodicidade da febre e alteracdo de
consciéncia.

Febre e dois ou mais dos seguintes:

dor retro-orbital ou ocular, cefaleia,
exantema, mialgia, artralgia, leucopenia
ou manifestagdes hemorragicas.

Mialgia severa localizada na panturrilha
com congestao/hemorragia conjuntival
ou subconjuntival com ou sem ictericia ou
oliguria. Considerar histéria de contato
com agua contaminada.

Apresentacao clinica semelhante ao
CHIKV; use histéria de viagem e areas
sabidamente afetadas pelo virus Mayaro
nas Américas.

Artrite de uma ou mais, tipicamente
grandes articulacoes devido a doencgas
infecciosas tais como clamidia, shigella,
gonorreia, entre outras. Febre reumatica
(FR) é vista mais frequentemente em
criangas como poliartrite migratoria
predominantemente afetando grandes
articulacoes. Considerar titulo de ASO

e histéria de amigdalite com critério de
Jones para FR.

Febre de inicio subito e envolvimento
articular subsequente em criancas.

Fonte: Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizacdo Pan-Americana da Saude.
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Sobreposicao e confusao com a dengue

CHIKYV deve ser diferenciada da dengue, a qual tem um potencial para resultados muito
piores, incluindo a morte. As duas doen¢as podem ocorrer juntas no mesmo paciente.
Observacdes de surtos prévios na Tailandia e na India tém demonstrado as principais
caracteristicas que distinguem o CHIKV de dengue. Em CHIKYV, choque ou hemorragia
grave é raramente observado; o inicio é mais agudo e a duragdo da febre é muito mais
curta. Também em CHIKYV, exantema maculopapular é mais frequente que na dengue
(Tabela 2). Embora as pessoas possam se queixar de dor corporal difusa, a dor é muito
mais pronunciada e localizada nas articulagdes e tenddes em CHIKV, quando comparadas

a dengue.

Tabela 2 — Comparacao das caracteristicas clinicas e laboratoriais de infeccdes do virus de

Chikungunya e da dengue*
Caracteristicas Clinicas Infeccao pelo virus Infeccao pelo virus
e Laboratoriais de Chikungunya da dengue
Febre (>102°F ou 39°C) AFaFar HFar
Mialgias + ++
Artralgias FAFar +/-
Cefaleia ++ +4+**
Erupcdo cutanea ++ +
Discrasias hemorragicas +/- ++
Choques - 4
Leucopenia ++ +++
Neutropenia 4 A
Linfopenia +++ ++
Hematécrito elevado - 4 aF
Trombocitopenia + +++

Fonte: Tabela modificada a partir de Staples; Breiman; Powers, 2009.

“Frequéncia média dos sintomas de estudos, onde as duas doencas foram diretamente comparadas entre pacientes que
procuravam ajuda; +++ = 70%-100% dos pacientes; ++ = 40%-69%; + = 10%-39%; +/- = <10%; - = 0%.
“Geralmente retro-orbital.
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3.1 Tipos de exames laboratoriais disponiveis e amostras exigidas

Trés tipos principais de testes de laboratério sdo utilizados para diagnosticar CHIKV:
isolamento do virus, reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR) e sorologia. As amostras
colhidas durante a primeira semana apds o inicio dos sintomas devem ser testadas por
dois métodos: sorolégico (IgM e IgG ELISA) e virolégico (RT-PCR e isolamento). As
amostras sao geralmente sangue ou soro, mas nos casos neuroldgicos com caracteristicas
meningoencefaliticas, liquido cérebro-espinhal também podem ser coletados. Para
a detecgdo do virus por isolamento e por RT-PCR a partir de tecidos e/ou dérgaos a
informagéo ¢ limitada. Na suspeita de casos fatais, a detecgao de virus pode ser testada

nas amostras disponiveis.

A selecio do teste laboratorial adequado baseia-se na origem da amostra (humana ou

coleta de mosquitos) e na data de inicio dos sintomas, no caso de seres humanos.

0 isolamento do virus

O isolamento do virus pode ser realizado em mosquitos coletados no campo ou em
amostras de soro na fase aguda (<8 dias). O soro obtido de sangue total colhido durante
a primeira semana de doenca deve ser transportado refrigerado (entre 2°C-8°C ou gelo
seco) o mais rapidamente possivel (dentro de 48 horas) para o laboratorio, para ser
inoculado em uma linhagem de células sensiveis ou uso de camundongos. CHIKV
produzird efeitos citopaticos tipicos dentro de trés dias apds a inoculagdo em uma
variedade de linhagens de células, incluindo células Vero, BHK-21, e as células HeLa.
O isolamento do virus pode ser realizado em frascos T-25 ou frascos estéreis (veja
Apéndice A). No entanto, dados recentes sugerem que o isolamento em frascos estéreis
¢ mais sensivel e produz efeitos citopaticos (CPE) antes de isolamento comparado com
frascos tradicionais. O isolamento de CHIKV deve ser confirmado por IFI utilizando
antissoro CHIKV especifico ou por RT-PCR do sobrenadante de cultura ou de suspenséo
de cérebro de rato. O isolamento do virus sé pode ser realizado em laboratérios BSL-3

para reduzir o risco de transmisséo viral.
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RT-PCR

Diversos ensaios de RT-PCR para a detecgdo de RNA CHIKV foram publicados na
literatura. PCR em tempo real com ensaios fechados devem ser utilizados devido a sua
major sensibilidade e menor risco de contaminagdo. O Laboratério de Diagndstico no
Center for Disease Control and Prevention (CDC), Division of Vector-borne Diseases
(DVBD), rotineiramente utiliza o ensaio publicado no Apéndice B que demonstra uma
sensibilidade de menos de 1 PFU ou 50 c6pias do genoma. Soro de sangue total é utilizado

para os testes de PCR, assim como o isolamento do virus.

Testes sorologicos

Para o diagnoéstico soroldgico, o soro obtido a partir de sangue total é utilizado em
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e o teste de neutraliza¢do por reducdo de
placas (PRNT). A amostra de soro (ou sangue) deve ser transportada entre 2°C-8°C, sem
congelamento. O diagndstico soroldgico pode ser feito pela demonstragdo de anticorpos
IgM especificos para CHIKV ou por um aumento de quatro vezes no titulo de PRNT em
amostras da fases aguda e convalescente. Anticorpos IgM especificos para CHIKV sédo
demonstrados pela utilizagdo de técnicas que detectam o anticorpo imunoglobulina M
(IgM) como o ELISA de captura (MAC-ELISA) seguida do PRNT (protocolos detalhados
para IgM e IgG ELISA estdo apresentados no Apéndice C). O PRNT ¢é necessario para
confirmar os resultados do MAC-ELISA pelo fato de reatividade cruzada no MAC-
-ELISA entre alguns membros do sorogrupo do virus da Floresta Semliki (SFV) ter sido
observado. Testes de PRNT, utilizado para confirmar o MAC-ELISA ou demonstrar um
aumento de quatro vezes em amostras nas fases aguda e convalescente, deve sempre
incluir outros virus dentro do sorogrupo SFV (como por exemplo, o virus Mayaro) para
validar a especificidade da reatividade. Em situacdes em que o ensaio PRNT ndo estiver
disponivel, outros testes sorologicos (por exemplo, inibi¢ao da hemaglutinagdo) podem
ser usados para identificar uma infec¢éo recente com alfavirus, porém PRNT ¢ necessario

para confirmar uma infecgdo recente com CHIKV.
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O soro da fase aguda deve ser coletado imediatamente apds o inicio da doenga e o soro
na fase convalescente entre 10 e 14 dias apds. O IgM especifico do CHIKV e anticorpos
neutralizantes normalmente se desenvolvem no final da primeira semana de doenga.
Portanto, para excluir definitivamente o diagndstico, as amostras na fase convalescente

devem ser obtidas em pacientes cujas amostras na fase aguda testem negativas.

Coleta, armazenamento e transporte de amostras

Coleta apropriada, tratamento, armazenamento e transporte das amostras sao aspectos
essenciais do diagnostico laboratorial.

Coleta de amostras para sorologia, isolamento e diagndstico molecular
Amostra: Soro
Tempo de coleta

Fase aguda: dentro dos primeiros oito dias de doenca; fase convalescente: entre 10 e 14
dias apds a coleta da amostra em fase aguda.

Para a coleta de soro:
o Coletar assepticamente 4-5 ml de sangue venoso em um tubo ou um frasco.

o Deixar o sangue coagular em temperatura ambiente e centrifugar a 2.000 rpm para

separagdo do soro. Coletar o soro em um frasco limpo e seco.

o Todas as amostras clinicas devem ser acompanhadas das informagdes clinicas e

epidemiologicas dos individuos.

21



Secretaria de Vigildncia em Satde

Outros tipos de amostras para investigacao laboratorial

Espécimes: Liquido cérebro-espinhal em casos de meningoencefalite
O liquido sinovial na artrite com derrame

Autopsia material - soro ou tecidos disponiveis

[Nota: Os mosquitos coletados em campo também serdo tratados usando as mesmas

técnicas descritas aqui].

Transporte das amostras:

o O transporte das amostras para o laboratdrio deve ser a 2°C-8°C (caixa com gelo), o
mais rapidamente possivel.

o Nao congelar o sangue total, pois a hemdlise pode interferir no resultado do teste

de sorologia.

o Se mais de 24 horas de atraso ocorre antes de amostras serem enviadas para o

laboratdrio, o soro deve ser separado e armazenado em temperatura refrigerada.

o As amostras de soro para isolamento viral e o diagndstico molecular devem ser
armazenados congelados (ou a -20°C para armazenamento de curto prazo oua -70°C
para armazenamento de longo prazo).
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3.2 Vigilancia laboratorial

O Quadro 3, a seguir, descreve os testes ideais a serem realizados em diversos contextos

epidemiologicos.

Quadro 3 — Vigilancia laboratorial de virus Chikungunya em um cendrio epidemioldgico

Cenario Epidemiologico Testes a serem realizados =~ Amostras para testar

Nenhum sinal de IgM ELISA, IgG ELISA — Todas as amostras de

transmissao pacientes apresentando
doenca clinicamente
compativel.

— Protocolo Unidades
Sentinelas que utilizam o
teste Ns1 para dengue.

Doenca CHIKV suspeita IgM ELISA, IgG ELISA, RT-PCR - Todas as amostras de
em tempo real, isolamento pacientes apresentando
de virus, PRNT doenca clinicamente

compativel.

— Protocolo Unidades
Sentinelas que utilizam o
teste Ns1 para dengue.

Transmissdo continuada IgM ELISA, IgG ELISA, RT-PCR - 10% de amostras de casos
em tempo real; isolamento classicos de CHIKV.
de virus limitada — Amostras de todos os

casos atipicos e/ou graves.

— Grupos de risco: maiores
de 65 anos, menores de 15
anos, gestantes e pacientes
com comorbidades.

Epidemias periddicas (uma IgM ELISA, IgG ELISA, RT-PCR - 10% de amostras de casos

vez que CHIKV foi detectado  em tempo real; isolamento classicos de CHIKV.
em uma area) ou vigilancia limitado de virus _ Amostras de todos os
ativa em areas proximas a casos atipicos e/ou graves.

transmissao de CHIKV . .
— Grupos de risco: maiores

de 65 anos, menores de 15
anos, gestantes e pacientes
com comorbidades.

Fonte: Adaptado de Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizacdo Pan-Americana da Saude.
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3.3 Interpretacao e comunicacao dos resultados

Viremia e resposta de anticorpos tipicos de seres humanos sao ilustradas na Figura 2,
e a Tabela 3 descreve os resultados tipicos de amostras de teste em vérios intervalos
de tempo.

Tabela 3 — Resultados tipicos das amostras testadas em varios intervalos de tempo
apos infeccao

Dias apos o inicio Teste de virus Teste de anticorpos
da doenca
RT-PCR = Positivo IgM = Negativo
Dia 1-3
Isolamento = Positivo PRNT = Negativo
RT-PCR = Positivo IgM = Positivo
Dia 4-8 ) )
Isolamento = Negativo PRNT = Negativo
; RT-PCR = Negativo IgM = Positivo
>Dia 8 . .
Isolamento = Negativo PRNT = Positivo

Fonte: Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizacao Pan-Americana da Salde.
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Figura 2 — Viremia e resposta imune seguida de infeccdo por virus Chikungunya
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Fonte: Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizacdo Pan-Americana da Saude.

Os resultados dos seguintes testes laboratoriais confirmariam uma infec¢ao recente com
CHIKYV:

o Isolamento da CHIKYV, incluindo a identificacio e confirmagdo (IFA, RT-PCR

ou sequenciamento).
o Deteccdo de RNA de CHIKV por RT-PCR em tempo real.

o Identificagio de um resultado positivo de IgM em um paciente com sintomas
agudos de CHIKY, seguido da demonstracdo de anticorpos especificos para CHIKV
determinado pelo PRNT com virus nos sorogrupo SFV.

o Demonstragdo de soro conversio ou um aumento de quatro vezes no PRNT, HI,
ou titulos de ELISA (novamente usando outros virus do sorogrupo SFV) entre as

amostras nas fases aguda e convalescente.

A comunicag¢io de casos autoctones para a OMS deve ser relatada de acordo com o

Regulamento Sanitario Internacional (ver Se¢do 6F).
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4.1 Tratamento

Néao hd tratamento antiviral especifico para CHIKV. Tratamento sintomatico ¢é
recomendado ap6s a exclusdo de condigdes mais graves tais como maldria, dengue e
infec¢des bacterianas.

Doenca aguda

O tratamento é sintomatico ou de suporte, consistindo de repouso e uso de acetaminofeno
ou paracetamol para aliviar a febre, e ibuprofeno, naproxeno ou outro anti-inflamatério
ndo hormonal para aliviar o componente artritico da doenga. Uso de aspirina ndo ¢
recomendado devido ao risco de hemorragia em um baixo nimero de pacientes e risco
de desenvolvimento de sindrome de Reye em criancas menores de 12 anos de idade. Em
pacientes com dor articular severa que niao cede com anti-inflamatérios ndo hormonais,
o uso de narcoticos (morfina) ou corticosteroides de curto prazo podem ser indicados
apos avaliar o risco-beneficio desses tratamentos. Pacientes devem ser orientados a
ingerir liquidos em abundéncia a fim de recuperar fluido perdido por sudorese, vomitos

e outras perdas imensuraveis.

Doenca subaguda e cronica

Se por um lado a recuperagdo da febre do Chikungunya é o resultado esperado, a
convalescéncia pode ser prolongada (algumas vezes até um ano ou mais) e dor articular
persistente pode exigir gerenciamento, incluindo terapia anti-inflamatdria prolongada.
Embora um estudo mais antigo tenha sugerido que fosfato de cloroquina ofereca algum
beneficio, um estudo recente duplo-cego controlado por placebo e randomizado concluiu
que este agente nio apresenta beneficio no tratamento de sintomas articulares. Artrite
periférica debilitante com tendéncia a persistir por meses, se refratéria a outros agentes,
pode ocasionalmente responder a corticosteroides de curto prazo. A fim de limitar o uso
de corticosteroides orais, inje¢des locais (intra-articulares) de corticosteroides ou anti-
inflamatorios ndo hormonais topicos podem ser usados. Em pacientes com sintomas
articulares refratdrios, terapias alternativas tais como metotrexate podem ser avaliadas.
Além de farmacoterapia, casos de artralgia prolongada e rigidez articular podem
se beneficiar de um programa de fisioterapia graduada. Movimentagdo e exercicio
leve tendem a melhorar a rigidez articular matinal e dor, mas exercicio intenso pode
exacerbar os sintomas.
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4.2 Capacidade assistencial e hospitalar a surtos epidémicos

No pico de um surto epidémico recente, 47 mil casos suspeitos foram identificados,
em apenas uma semana, em uma populacdo de 766 mil habitantes. Adicionalmente,
pode haver uma acumulagdo de pacientes com sintomas buscando assisténcia de longo
prazo. Com tal volume potencial de casos por semana, enormes demandas sobre o
sistema de satde sdo esperadas durante surtos da doenca. Sistemas de triagem devem
ser considerados em vérios niveis de assisténcia a fim de facilitar o fluxo de pacientes
durante um surto.

Antes da introdu¢ao do CHIKYV, os seguintes itens devem ser considerados (adaptados
do Plano de Pandemia por Influenza da Organizagdo Pan-americana da Saude e do Health
and Human Services (HHS), nos Estados Unidos):

o Desenvolver e implementar métodos para identificar e investigar a introdu¢iao do
CHIKYV utilizando sistemas de vigilancia existentes (Unidades Sentinelas, Ambulatério
de Viajantes e Sociedades Médicas).

o Informar profissionais de saude e oficiais de satide ptiblica sobre a ameaca potencial do
CHIKYV e capacita-los sobre a apresentagio clinica, o diagndstico e o gerenciamento
dos casos em unidades de assisténcia médica.

o Desenvolver estruturas de planejamento e tomada de decisdes em unidades de saude

para responder a um potencial surto.

o Desenvolver planos institucionais para abordar vigildncia, comunicagdes hospitalares,
capacitagdes, triagem e avaliacdo clinica, acesso a unidades de saude, a saude
ocupacional, a capacidade para surto (a leitos e acesso a assisténcia médica), a cadeia
de suprimentos e acesso a necessidades criticas de inventario.
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Ap6s a introdugdo do CHIKV em uma édrea, unidades de satde devem:

Ativar planos de contingéncia com assisténcia do Ministério da Saude.

Garantir comunica¢do rdpida e frequente dentro de unidades de saude e entre
unidades de satde e secretarias de satde.

Implementar planos de capacidade em surto que abordem for¢a de trabalho,
capacidade de leitos, suprimentos duraveis e pereciveis e continuagdo de servigos de
saude essenciais (ver se¢do sobre Planejamento em Satude no Plano de Pandemia por
Influenza da Opas e do HHS para maiores detalhes).

Principios de orientagdo para o manuseio do estdgio agudo da doenga foram previamente

descritos, em detalhes, na publicagio da Organizagdo Mundial da Satde (OMS)

Guidelines on Clinical Management of Chikungunya Fever. Informagdes-chave, incluindo

consideracdes sobre triagem desse documento, sdo sumarizadas a seguir.

Quem deve procurar assisténcia hospitalar?

Qualquer pessoa com sinais neuroldgicos ou sintomas incluindo irritabilidade,
sonoléncia, cefaleia severa ou fotofobia.

Qualquer pessoa com dor tordcica, falta de ar ou vomitos persistentes.

Qualquer pessoa com febre persistindo por mais de cinco dias (indicativo de outra
doenga como a dengue).

Qualquer pessoa que desenvolva qualquer um dos seguintes sintomas, especialmente

uma vez encerrada a febre:

» Dor severa intratavel

» Tontura, fraqueza extrema ou irritabilidade

» Extremidades frias, cianose

» Fluxo urindrio diminuido

» Qualquer sangramento sob a pele ou através de algum orificio

Mulheres gravidas no tltimo trimestre, recém-nascidos e pessoas com comorbidades,

pois essas pessoas ou seus recém-nascidos possuem maior risco de doenga severa.
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Triagem no primeiro ponto de contato (Atencao primaria ou ambulatério/
unidade de urgéncia)

Afastar a possibilidade de outras doengas por histdrico, exame fisico e investigacio
laboratorial incluindo, mas nao limitado, o hemograma, os testes de fungao hepatica e
os eletrdlitos. Deve-se avaliar com cuidado a presenca de sinais de alerta para dengue
grave ou maldria. Se presente, referir o paciente imediatamente a assisténcia hospitalar.

Avaliar estado de hidratagio e fornecer reidratacao adequada, conforme necessario.

Avaliar estado hemodinamico e estabilizar o paciente. Referir imediatamente
pacientes com repercussao capilar defasada, pulso fino, hipotensao, oliguria, sensdrio

alterado ou manifestagoes hemorragicas.
Tratar sintomaticamente (paracetamol/acetaminofeno).

Para aqueles com dor articular prolongada (trés dias apds tratamento sintomatico)
considerar gerenciamento mais agressivo da dor, com agentes tais como morfina e

corticosteroides de curto prazo.

Considerar referéncia para pacientes de maior risco a uma evolugdo insatisfatoria
(pessoas acima de 60 anos, aqueles com doenga crdnica, gestantes e criangas).

Coletar amostra de sangue para teste sorologico para CHIKV e outras doengas no
diagnostico diferencial (por exemplo, virus da dengue).

Triagem no nivel secundario (hospital local ou regional)

Tratar sintomaticamente (de acordo com os tratamentos acima mencionados).

Investigar o paciente para insuficiéncia renal, sinais e sintomas neurolégicos,

insuficiéncia hepdtica, doenca cardiaca, trombocitopenia e maldria.

Avaliar o estado hemodinidmico e de hidratagdo e fornecer suporte de cuidados
adequados e reidratac¢do, conforme necessario.

Considerar pungdo lombar em caso de suspeita de meningite.

Coletar amostra de sangue para teste sorologico para CHIKV e outras doengas no
diagnostico diferencial (por exemplo, virus da dengue).
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Revisar histdrico clinico e avaliar se o paciente tem sinais de alerta para dengue grave.
Se presentes, administrar suporte de cuidados em uma unidade que possa monitorar
sinais vitais de acordo com o protocolo de manejo de pacientes com suspeita de
dengue do MS.

Encaminhar para uma unidade assistencial avancada os seguintes caos: gravidez,
oliguria/anuria, hipotensdo refratdria, sangramento clinico significativo, sensoério
alterado, meningoencefalite, febre persistente de mais de uma semana de duragao e
sinais de descompensag¢ao de doengas de base.

Triagem no nivel terciario (centros avancados ou centros com especialistas
em doencas infecciosas)

Garantir que todos os procedimentos acima tenham sido seguidos e que uma equipe
médica extensa esteja disponivel para acompanhar o manuseio de pacientes com

doenga grave ou atipica.

Coletar amostra de sangue para sorologia e/ou reacdo em cadeia de polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR).

Considerar a possibilidade de outras doengas reumiticas (artrite reumatoide, gota,
febre reumatica) ou infecciosas (meningoencefalite viral ou bacteriana).

Tratar complicagoes graves (desordem hemorragica com componentes do sangue,

insuficiéncia renal com dialise).

Avaliar incapacidades e recomendar procedimentos de reabilitagao.
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Dada a severidade da dor e o potencial de longo prazo devido ao CHIKY, a assisténcia
psicolégica deve estar disponivel e considerada no desenvolvimento de protocolos,

equipes e centros de tratamento de dor cronica.

Autdpsias devem ser consideradas em todos os dbitos com o envolvimento de patologistas.

4.3 Seguranca de sangue, drgaos e tecidos

A transmissdo sanguinea ¢ possivel. Ha casos documentados de infec¢do em pessoal de
laboratdrio que manusearam sangue infectado e de um profissional de satide que retirou
amostra de sangue de um paciente infectado. Esses casos suportam a opinido de que o

CHIKYV é capaz de se transmitir por meio de componentes do sangue.

A fim de determinar o impacto do CHIKV na seguranca dos suprimentos de sangue,

considerar:

1. Incidéncia de viremia em doadores de sangue (a qual pode variar dependendo do

periodo do surto).
2. Impacto clinico em receptores de transfusdo que se tornem infectados.

3. Disponibilidade de medidas para reduzir transmissdo por transfusdo (por exemplo,
teste de amplificagdo de dcidos nucléicos (NAT) ou terapia fotodindmica de inativagao

de micro-organismos).
4. Disponibilidade de fornecimento alternativo de sangue (de areas nao afetadas).

5. Custos associados a estas medidas.
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Além de solicitar que a comunidade de assisténcia médica local promova o uso adequado
de componentes do sangue, possiveis consideragdes em relagdo a seguranca do sangue
em areas com CHIKV devem incluir:

o Continuar a obter doagdes de sangue de cidaddos locais até que se atinja uma
inaceitavel incidéncia ou prevaléncia* de infec¢cdo na comunidade.
o Realizar triagem de doadores de sangue para sintomas antes da doagao.

o Solicitar aos doadores que relatem qualquer doenca que ocorra apos a doagdo e
ao mesmo tempo manter guardado o sangue doado por varios dias (2-5), antes da
liberagao.

o Se possivel, interromper qualquer doagio sanguinea na area sabidamente afetada por
CHIKYV e obter componentes de sangue de dreas nao afetadas.

o Instituir triagem para CHIKV (por exemplo, NAT) no suprimento sanguineos. Este
procedimento requer uma plataforma preexistente e liberacido regulamentar, sendo
provavelmente indisponivel na maior parte das areas.

* A ser determinado por bancos de sangue e oficiais de satde publica do local.

Medidas semelhantes devem ser consideradas em transplantes de 6rgaos e tecidos (enxertos).
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O principal objetivo da vigilancia é detectar, em tempo adequado, casos de CHIKV nas
Américas. A deteccdo precoce permitird resposta adequada, caracterizagdo do surto e

identificagdo das cepas virais em circulagio.

5.1 Modos de vigilancia

1. Fase de preparacao

Reforgar centros sentinelas de vigilancia febril existentes com a habilidade de detectar
casos de CHIKV. Uma porcentagem de pacientes que se apresentam com febre e artralgia
de etiologia desconhecida (por exemplo, com teste negativo para malaria ou dengue),
deve ser testada para CHIKV nos laboratdrios de referéncia nacional (ver Sec¢do 4 para

mais detalhes em relagdo ao laboratdrio de vigilancia diagnostica proposto).

2. Fase de resposta

Introducao

Uma vez que um caso autdctone de CHIKV for detectado, uma profunda investigacao
epidemiologica deve ser conduzida a fim de:

o acompanhar a propagacao do virus;

o monitorar possivel introdugao em dreas circunjacentes;

o descrever caracteristicas epidemioldgicas e clinicas-chave;

o avaliar severidade clinica e impacto na sociedade (dias de trabalho perdidos,

fechamento de escolas etc.);
o identificar fatores de risco para infec¢io ou doenca severa;

o identificar linhagens circulantes de CHIKV.
Essas a¢Oes sdo a base para o desenvolvimento de medidas de controle efetivas.

Vigilancias ativa, passiva e laboratorial devem ser usadas para calcular e monitorar
indicadores tais como: incidéncia, taxa de propagacdo, taxa de hospitalizagdo (por
infec¢do), proporgdo de casos severos, taxa de mortalidade e taxa de incapacitagéo.

35



Secretaria de Vigildncia em Satde

Transmissao sustentada

Uma vez que o virus tenha sido identificado por todo um pais, a diminui¢ao dos niveis
de teste e de vigilancia ativa pode ser considerada (ou seja, testar apenas uma fragao de
casos suspeitos dependendo da capacidade laboratorial, casos atipicos ou severos, recém-
nascidos, casos em novas regioes), a fim de evitar custos desnecessarios em regiées com
recursos limitados. Porém, vigilancia continua deve ser persistida a fim de monitorar
mudangas na epidemiologia e na ecologia da transmissdo do CHIKV. Qualquer mudangca
na vigilancia a nivel nacional deve ser imediatamente comunicada aos demais parceiros
de vigilancia e de prevengao, tais como especialistas de controle de vetores, para assegurar
a qualidade e a uniformidade dos dados coletados.

5.2 Deteccao de casos

Profissionais de saude devem considerar CHIKV no diagndstico diferencial de individuos
que apresentem febre e artralgias ndo explicadas por outra etiologia ou com apresentagdo
atipica, por exemplo, uma dengue de apresentagdo atipica com dor articular mais severa
ou conjuntivite. O indice de suspeita deve ser maior no caso de viajantes ou aqueles que
entraram em contato com um viajante que tenha recentemente retornado de uma area
com infecgdes por CHIKV (para obter informagdes atualizadas sobre locais com surto
de infec¢des por CHIKYV visite <www.who.int/csr/don/en/index.html> ou <wwwnc.cdc.
gov/travel/default.aspx>.

Pessoal de laboratério deve considerar CHIKV, se houver uma baixa propor¢ao de
amostras soropositivas, para uma etiologia com quadro clinico semelhante, tal como a
dengue, ou se houver certo nimero de amostras de tecido sinovial que sejam estéreis em

cultura bacteriana.

Autoridades de saude publica devem ser alertadas em relacio a pequenos aciumulos
de doenga (febre e artralgia ou artrite) associado a um viajante de retorno de uma area
endémica ou a um aumento no niamero de hospitalizagdes por febre e artralgia ou artrite

em uma drea localizada em um curto periodo de tempo.
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5.3 Definicao de casos

Caso suspeito: um paciente com febre de inicio subito >38,5°C e artralgia ou artrite intensa
ndo explicados por outras condicoes e residindo ou tendo visitado dreas endémicas até

duas semanas antes do inicio dos sintomas.

Caso confirmado: um caso suspeito com um dos seguintes testes especificos para
diagndstico de CHIKV:

o Isolamento viral.
o Deteccdo de virus de RNA por RT-PCR.

o Detec¢do de IgM em uma tnica amostra de soro (coletada durante a fase aguda ou

convalescente).

o Aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos especificos antiCHIKV (amostras

coletadas com pelo menos 2-3 semanas de diferenca).
o Ciritério clinico epidemioldgico.

Uma avaliagdo da sensibilidade e da especificidade do critério clinico para infec¢do
por CHIKYV foi feita durante um grande surto da doenca. A combinagio de febre e
poliartralgia teve a melhor sensibilidade e especificidade de 84% e 89% respectivamente,
e permitiu a correta identificagdo de 87% dos individuos com confirmacio sorologica de
infec¢do por CHIKV.

5.4 Notificacao de casos

No Brasil, a febre do Chikungunya ¢ uma doenga de notificagdo imediata de acordo com
o anexo II, da Portaria MS/GM n° 2.472, de 31 de agosto de 2010. A ocorréncia de casos
suspeitos pode indicar um possivel surto, portanto as autoridades de satide publica mais
proximas devem ser imediatamente notificadas, de acordo com as recomendagdes do
Regulamento Sanitario Internacional. (Figura 3)
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Figura 3 — Esquema de notificacdo de uma suspeita de surto de CHIKV
Caso
suspeito
]
¢ Alertar controlde
Autoridade d yetores

de saude

Negativo

local Autoridade
de satde
nacional

Excluir e considerar Caso Confirmar surto,
outras etiologias confirmado investigar e controlar

Fonte: Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizacao Pan-Americana da Saude.

Epidemiolégicos

Idealmente, relatérios epidemioldgicos devem ser estabelecidos a nivel nacional com o
suporte de autoridades de saide publica locais e regionais. Apos a introdugao do CHIKV
em uma area, uma lista de casos suspeitos e laboratorialmente confirmados deve ser
mantida e atualizada diariamente. Os relatorios devem ser coordenados a nivel nacional
com o estabelecimento de uma lista baseada na web, se possivel, contendo algumas
variaveis obrigatdrias e variaveis adicionais, conforme necessario. Um formulario de
notificagdo padronizado, com dados demograficos e laboratoriais, deve ser desenvolvido
rapidamente e compartilhado com parceiros-chave a fim de facilitar a coleta de dados
(ver exemplo no Apéndice D). Uma vez que um pais tenha identificado transmissao
autdctone dentro de suas fronteiras, seu centro de operagdes de emergéncias deve ser
ativado (sala de situacdo) para servir como uma fonte de rdpida comunicagio e tomada

de decisoes.
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5.5 Regulamento Sanitario Internacional e medidas de fronteira

Regulamento Sanitario Internacional (RSI)

Um unico caso importado (ou seja, viajante) de CHIKV nas Ameéricas ndo deve
necessariamente constituir uma emergéncia de saude publica de importancia
internacional, de acordo com o Regulamento Sanitario Internacional; embora esse caso
deva ser minuciosamente investigado a fim de minimizar risco de introdugdo do CHIKV
no pais. Porém, a suspeita de transmissdo autéctone de CHIKV nas Américas atende
aos critérios de emergéncia de satide publica de importincia internacional e deve ser
notificado de acordo com o RSI (ver exemplo no Apéndice E). Tal evento teria um impacto
significativo de satde publica devido a possibilidade de causar uma epidemia com altas
taxas de acometimento em uma populagio imunologicamente suscetivel, e porque vetores
sdo suficientemente abundantes para potencialmente permitir o estabelecimento do virus
e transmissdo durante o ano todo. O evento seria também incomum para as Américas,
pois declararia o aparecimento de um patégeno previamente ausente e sinalizaria um
risco significativo de propagacio internacional dado o montante de viagens entre paises
dentro das Américas. Embora o CHIKV nio leve a uma alta taxa de mortalidade, ele
causa altas taxas de morbidade associadas a artralgias persistentes que podem levar a
incapacidade e a redugéo de produtividade. O estabelecimento do CHIKV em um pais-
-membro pode também afetar fontes de renda criticas, tais como o turismo. Por exemplo,
a Ilha Réunion observou um declinio de 60% em turismo apds um surto de CHIKV.

Paises-membros devem garantir que qualquer caso suspeito de CHIKV, sem conexdo
de viagem a outro pais, seja minuciosamente investigado e excluido da possibilidade
de transmissdo interna de CHIKV. A Organiza¢do Pan-Americana da Satide (Opas)
recomenda que paises-membros devem considerar a notificagdo compulsdria de CHIKV
a fim de viabilizar e promover uma resposta em tempo habil.
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Medidas de fronteira

Fechamento de fronteiras devido a suspeita de casos de CHIKV seria contraproducente,
nao sendo recomendado pela Organizagao Mundial da Satde e inconsistente com a RSI,
a qual enfatiza deteccio e conten¢do na nova fonte de transmissio em vez de controlar
pontos de entrada. Os custos associados a triagem por CHIKV em pontos de entrada
superam os beneficios. A triagem ¢é insuficientemente sensivel e especifica, e muito cara
para ser considerada uma ferramenta na prevengdo da introdugio e na propagagio de
CHIKV. A previsao da prevaléncia é baixa entre viajantes provenientes de areas no mundo
com atividade de CHIKYV, os sintomas sdo nao especificos e o valor preditivo positivo
da triagem seria baixo. A experiéncia relatada de triagem de entrada para CHIKV, em
Taiwan, valida este argumento. Em 2006, mais de 11,7 milhoes de passageiros chegaram a
Taiwan. Entre estes passageiros, 6.084 foram identificados com febre por meio do uso de
cameras de imagem térmicas com infravermelho; exames laboratoriais, também nesses
passageiros, detectaram 44 casos de dengue, 13 casos de shigella, 1 caso de maldria,
1 caso de febre paratifoide e 1 caso de CHIKV (JW Hsieh, Centro de Controle de Doengas,
Ministério da Satde, Taiwan, comunicagdo pessoal, 2007).

Algumas jurisdi¢oes, fora das Américas, instituiram atividades de abatimento de
mosquitos em aeroportos internacionais e aplicagdo de adulticidas na cabine dos
passageiros de voos de chegada internacional, como medida de prevengdo contra a
importagdo de dengue. Entretanto, mosquitos infectados por virus chegando a aeronave
de passageiros ndo sao considerados fontes significativas para a maioria das importagdes
de arbovirus. Para arboviroses com um ciclo de transmissdo humano-mosquito-humano,
a fonte de importacéo viral mais importante é o viajante virémico. Em uma regido como
as Américas, onde vetores competentes ja estdo presentes na maioria dos paises, medidas
de abatimento de mosquitos e a vigilancia de vetores predominantemente focadas em
aeroportos e portos internacionais, com a inten¢ao de prevenir a importacio de CHIKYV,
podem ser implementadas por autoridades nacionais, mas niao sdo recomendadas pela
Opas. Semelhantemente, na presenca de casos de CHIKV e transmissdo viral local,
ndo ha necessidade de se colocar quaisquer restrigdes nas bagagens, carga, contéineres,
bens e/ou encomendas postais, além das praticas usuais, a fim de evitar interferéncias
desnecessarias no trafico internacional na auséncia de qualquer beneficio especifico para
a saude publica. Entretanto, é recomendavel estabelecer comunicagdes entre autoridades
de saude publica e operadores de transporte (mar e ar, carga e passageiros) e outras
organizag¢des portudrias, no caso de haver necessidade de implementar uma campanha
de comunicagio a respeito do CHIKV.
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Paises podem decidir distribuir orientacdes de controle sanitario de viajantes para
viajantes internacionais, se houver uma preocupagdo quanto a transmissdo de CHIKV
ou se a transmissdo ativa houver sido detectada. Esta informacdo ofereceria orientacoes
aos viajantes sobre como reduzir o risco de contagio pelo CHIKYV, a fim de seguir passos
com o objetivo de reduzir a chance de serem picados por mosquitos ou para procurar
diagndstico precoce na presenca de sintomas e sinais compativeis com CHIKV.

Sera importante monitorar padrdes de viagens aéreas entre paises onde o CHIKV esta
circulando e qualquer pais ou regido das Américas a fim de identificar dreas de maior
risco 2 introdugdo do virus. Em uma andlise preliminar que foi limitada ao uso de
dados de voos diretos, dados de voos comerciais agendados mostraram que paises que
importavam CHIKV tém 23 vezes mais assentos de passageiros agendados que paises
que ndo importavam CHIKV originando de paises com atividade de CHIKV (CDC,
dados ndo publicados). Analise subsequente usando dados especificos de passageiros, que
incluem conexdes e volume real de passageiros, poderiam fornecer informagdes mais

precisas nas quais se basearia em uma avaliagdo de risco a importagido de CHIKV.
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Na auséncia de uma vacina eficaz contra o virus Chikungunya (CHIKV), a tnica
ferramenta disponivel para prevenir a infeccdo é a reducdo do contato homem-vetor.
Os principais vetores da CHIKV sdo o Ae. aegypti e o Ae. albopictus. O Ae. aegypti é o
vetor principal nas 4reas da Africa, onde o virus é considerado endémico. No entanto, o
Ae. albopictus foi incriminado durante as epidemias recentes, ap6s a introduc¢éo do virus
na Europa temperada e algumas 4reas tropicais do Oceano Indico. Estes surtos foram
associados com a adaptagdo de cepas CHIKV ao Ae. albopictus. Ambos, Ae. aegypti e Ae.
albopictus estdo presentes nas Américas (figuras 4 e 5). Ae. aegypti, provavelmente sera o
mais importante vetor em areas urbanas, e Ae. albopictus, provavelmente desempenhard
um papel mais significativo em areas temperadas e nas dreas onde estd bem estabelecido.
Ambos os mosquitos podem, potencialmente, transmitir o virus em uma variedade de
areas geograficas do continente a partir da introdugao de pessoas em viremia. Portanto,
os esfor¢os para o planejamento de controle de vetores devem concentrar-se na supressao
de ambas as populagoes de Ae. aegypti e Ae. albopictus para evitar a possibilidade de
estabelecimento do CHIKYV, e langar as bases para as interven¢des de emergéncia no caso
de um surto.
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Figura 4 — Distribuicao de Ae. aegypti nas Américas

Fonte: (ARIAS, 2002, adaptado).
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Figura 5 — Distribuicao aproximada de Ae. albopictus nas Américas

<A

o

Fonte: (BENTO et al., 2007, adaptado).
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Existem algumas diferencgas significativas entre Ae. aegypti e Ae. albopictus que devem
ser consideradas no desenvolvimento de vigilancia e de procedimentos de controle. Ae.
aegypti esta mais estreitamente associado com o homem e as suas casas, alimentando-
-se preferencialmente em seres humanos. O mosquito adulto Ae. aegypti encontra-se,
geralmente, dentro dos domicilios humanos e outros tipos de imdveis onde a presenca
humana é frequente nas cidades e os habitat das larvas sdo, frequentemente, recipientes
localizados nesses mesmos ambientes ouao seuredor. O Ae. albopictus se alimenta também
de humanos, mas pode utilizar uma gama mais ampla de hospedeiros. Normalmente suas
larvas sdo depositadas no peridomicilio, bem como em habitat naturais ou modificados
adjacentes. Algumas populagdes de Ae. albopictus demonstraram poder hibernar no
estagio de ovo e, portanto, serem capazes de ocupar regides mais temperadas que Ae.
aegypti. Essas espécies tém diferentes caracteristicas morfologicas, e a identificagdo de
espécimes coletados durante os programas de vigilancia e de controle nas Américas pode

ser facilmente realizada.

Quando o vetor transmissor for o Ae. aegypti, um programa operacional de controle
da dengue eficaz fornece a base da preparagdo para o combate ao CHIKV. Porém, nas
localidades onde o Ae aegypti se torne escasso, devido ds medidas de controle, o Ae
albopictus pode assumir o papel de transmissor e, neste caso, as medidas de controle
devem ser diferenciadas, uma vez que a proliferagio deste mosquito ocorre em
habitat peridomiciliares, bem como nos habitat naturais ou modificados adjacentes.
Recomendagdes para vigilancia e controle desenvolvidas para a gestio de dengue
podem ser utilizadas e implementadas a fim de responder a uma introdu¢io do CHIKV.
Programas de controle bem-sucedidos requerem uma equipe de profissionais e técnicos
bem treinados e recursos financeiros suficientes. Além disso, um programa independente
de avaliagdo da qualidade deve ser incorporado ao manejo integrado de vetores (MIV).

Para ser bem-sucedido, o programa de MIV do CHIKV deve incluir a participagao
intersetorial (colaboragdo) em todos os niveis de governo e entre saide, educagio, meio
ambiente, desenvolvimento social e as agéncias de turismo. Os programas MIV também
se beneficiam da participagdio de ONGs e de organizagdes privadas. A comunidade
deve ser informada sobre o programa de controle do CHIKYV, a fim de ser mobilizada.
A participag¢do comunitaria é um componente essencial do MIV. Uma estratégia MIV
deve ser desenvolvida e estar em funcionamento antes da introdu¢iao do CHIKV para

ser eficaz.

46



Preparacdo e Resposta a Introducéo do Virus Chikungunya no Brasil

6.1 Reduzir o risco de CHIKV

Componentes de um programa MIV para reduzir o risco do CHIKV incluem:

1. Controle de vetores e identificacdo de areas de alto risco

Em dreas onde a dengue é endémica, uma analise retrospectiva de transmissao do virus
DEN nos anos anteriores deve ser efetuada durante a fase de planejamento para o CHIKYV,
a fim de fornecer uma indica¢ido das areas em que o CHIKV podera circular (dada a
semelhancga entre os ciclos de transmissdo desses virus), no entanto, o virus CHIKV
podera se comportar de forma diferente do virus DEN; dreas onde a incidéncia de casos
de dengue sao elevadas podem néo ter altas incidéncias para Chikungunya, uma vez que
o Ae. albopictus pode assumir a fungdo de transmissor do CHIKV nas localidades onde
0 Ae. aegypti estiver escasso. As areas podem ser estratificadas em termos de risco de
transmissdo e de valores de infestacdo vetorial de ambas as espécies do mosquito, com
vistas para planejar e organiza¢do a vigilancia e as agdes de controle. A estratificagao é

entdo utilizada para alocar recursos e prioridades.

O programa deve ter a capacidade de coletar sistematicamente dados de vigilancia
sobre a densidade relativa do Ae. aegypti e do Ae. albopictus. Os métodos de vigilancia
para o Ae. aegypti e o Ae. albopictus sao variados e incluem métodos para monitorar
a produgio de ovos, locais com presenca de larvas, abundéncia pupal e de mosquitos
adultos. Esses métodos sdo analisados no Capitulo 5, das Orientagoes sobre a Dengue
da OMS e nas Diretrizes Nacionais para a Prevengdo e Controle de Epidemias de Dengue.
Novas armadilhas e métodos de amostragem estdo sendo desenvolvidos que podem
proporcionar uma vigilancia mais precisa dos dados. Os programas devem ser capazes
de detectar e identificar criadouros potenciais, inclusive aqueles mais ocultos e de dificil
controle (por exemplo, locais criticos, fossas, bueiros, as bombas de depdsito e terrenos
baldios), e outros locais produtivos, bem como os habitat prontamente identificados e

onde comumente sdo encontradas larvas desses dois mosquitos.
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2. Prevencao domiciliar

Deve-se eliminar totalmente a possibilidade de contato entre mosquitos e agua
armazenada em qualquer tipo de depdsito, impedindo o acesso das fémeas gravidas por
intermédio do uso de telas/capas ou mantendo-se os reservatdrios ou qualquer local
que possa acumular agua, totalmente cobertos. Em caso de alerta ou de elevado risco de
transmissao, a prote¢do individual por meio do uso de repelentes deve ser implementada

pelos habitantes.

3. Prevenc¢ao na comunidade

Nas Américas, a preven¢do do CHIKV na comunidade deve ser baseada em métodos
desenvolvidos para o controle da dengue, utilizando-se estratégias eficazes para reduzir
a densidade de mosquitos vetores. Um programa de controle da dengue em pleno
funcionamento ira reduzir a probabilidade de um ser humano virémico servir como
fonte de alimentagao sanguinea, e de infecgdo para Ae. aegypti e Ae. albopictus, levando a

transmissao secundaria e a um possivel estabelecimento do virus nas Américas.

Os programas de controle da dengue para o Ae. aegypti, tradicionalmente, tém sido
voltados para o controle de mosquitos imaturos, muitas vezes por meio de participa¢ao
da comunidade em manejo ambiental e redugio de criadouros. E essencial que o

envolvimento da comunidade seja incorporado em um programa MIV.

Procedimentos de controle de vetores

As orientagdes da OMS e do Ministério da Satide do Brasil para a dengue fornecem
informagdes sobre os principais métodos de controle de vetores e devem ser consultadas
para estabelecer ou melhorar programas existentes. O programa deve ser gerenciado por
profissionais experientes, como bidlogos com conhecimento em controle vetorial, para
garantir que ele use recomendagdes de pesticidas atuais e eficazes, incorpore novos e
adequados métodos de controle de vetores segundo a situagdo epidemiolodgica e inclua

testes de resisténcia dos mosquitos aos inseticidas.
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6.2 Resposta a introducao CHIKV

Imediatamente apos a notificagio do primeiro caso suspeito de CHIKYV, a vigiléncia
epidemioldgica deve fornecer informagdes sobre a data de inicio dos sintomas e o local de
ocorréncia do caso para o programa MIV. Os procedimentos de controle do vetor devem
ser intensificados para reduzir efetivamente densidade vetorial e infestacdo de vetores
infectados, a fim de interromper a transmissdo nas areas de ocorréncia do(s) caso(s).
Simultaneamente, as comissdes de resposta de emergéncia em nivel local e nacional
devem ser informadas sobre a situagdo e ativadas. O esfor¢o inicial devera concentrar-
-se na conten¢do da transmissao do virus e impedir a sua expansao (Apéndice G). Se a
contencao do virus falhar ou se os casos nao forem detectados até que o surto se espalhe
por uma grande area geografica, os esfor¢os de intensificacdo do controle de vetores

deverdo ser ampliados para um programa de larga escala.
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No momento, ndo existe conhecimento sobre a circulagio do CHIKV nas Américas;
entretanto, o risco de introdugdo é alto devido a importagdo por viajantes, vetores
competentes (mesmos vetores da dengue) e populagdo suscetivel. Dada a probabilidade
deintrodu¢iao do CHIKY, a preparagdo em antecedéncia ¢ essencial. Detecgdo de casos em
tempo habil e resposta rapida e apropriada com participacio ativa de todos os interessados

serdo necessarias para minimizar o risco de importagdo e transmissao sustentada na regido.

Este guia de recomendagdes para a preparacdo e a introdu¢do do CHIKV nas Américas
foi desenvolvido a fim de instituir as estratégias mais apropriadas na prevencio da
importagdo e da propagacdo do CHIKV na regido. Cada pais-membro é encorajado a
usar e adaptar este guia de recomendac¢des para permitir detecgdo precoce de um surto
da doenga, conduzir investigagdes epidemioldgicas pertinentes e prevenir ou minimizar
a expansdo da doenca nas Américas.
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Apéndice A — Protocolo de isolamento viral (para cultura de célula)

Introducao

O método ideal para a determinac¢do da etiologia especifica de uma arbovirose requer o
isolamento do virus a partir de uma amostra obtida do paciente durante a fase aguda da
doenga e a demonstra¢io de um aumento no titulo de um anticorpo para o isolado durante
a convalescenca. Por uma série de razdes, o isolamento de arbovirus a partir de amostras de
pacientes ¢ a exce¢do, sendo que o espécime a ser examinado nao ¢ recolhido rapidamente,
ndo é tratado adequadamente, ou nao é transportado de forma répida para o laboratdrio
de virus para a inoculagéo. A viremia, para muitas infec¢des por arbovirus em humanos, se
detectavel em qualquer fase, cessa no momento ou logo apds o inicio dos sintomas — uma
fase em que o anticorpo ¢ frequentemente identificado. Como alguns virus circulantes po-
dem ser recuperados e os anticorpos podem estar ausentes ou presentes em titulos baixos,
as amostras de sangue de fase aguda devem ser recolhidas imediatamente ap6s a suspeita
de uma etiologia viral. O atraso de uma hora ou mais pode comprometer a possibilidade de

isolamento do virus, sendo o tempo dependente do tipo de virus envolvido.

Alguns arbovirus produzem uma viremia de magnitude e duragdo suficientes e o virus
pode ser isolado do sangue durante a fase aguda da doenga, como por exemplo, entre 0 e 5
dias apos o inicio. Exemplos desses virus incluem os agentes da febre amarela, da dengue,
do chikungunya, da encefalite equina venezuelana (VEE) e do mosquito-pdlvora, do Ross
River e febres Oropouche. A viremia em febre da carraca do Colorado é tnica porque
pode se estender por semanas ou meses, e a infeccdo foi transmitida por transfusoes.
Muitos arbovirus encefalitogénicos podem ser recuperados a partir do liquido cérebro-
-espinhal (LCE) obtido durante a fase aguda da doenga no cérebro, mais raramente a
encefalite St. Louis (SLE), a encefalite japonesa (JE), a encefalite equina oeste (WEE)
e a encefalite equina do leste (EEE virus) que sdo recuperados a partir do sangue. Os
isolados virais podem ser recuperados por meio de bidpsia ou autopsia das visceras dos
pacientes com febre amarela aguda, febre hemorragica da dengue ou outras arboviroses
viscerotrdpicas. Para o isolamento do cérebro, as amostras devem ser colhidas em varios
dominios, incluindo o cdrtex, os nucleos do cérebro, o cerebelo e o tronco cerebral.
O arbovirus neurotrépico, por vezes, pode ser isolado do liquor obtido por puncio
lombar durante a fase aguda da encefalite ou meningite asséptica. Alphavirus tém sido
isoladas de liquido sinovial de pacientes com poliartrite aguda e do trato respiratério
superior dos pacientes com VEE aguda. Sob certas circunstancias, os arbovirus foram

recuperados na urina, no leite, no sémen e no fluido vitreo.
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Principio

Sistemas de cultura celular suscetiveis estdo disponiveis para a tentativa de isolamento
do agente etioldgico presumido de uma doenga ou enfermidade. Apds o sucesso do
isolamento, o agente pode ser positivamente identificado e um antigeno preparado a
partir deste isolado ou o proprio virus pode ser usado para testar o soro do paciente
para a presenca de anticorpos para o virus isolado. No caso da detec¢do de anticorpos
positivos, todo esse exercicio confirma que o isolado foi o agente causador da doenca
ou enfermidade. Em certos casos, o soro de um paciente pode ndo estar disponivel.
Nestas circunsténcias, depende-se do reisolamento do virus causador da mesma amostra
original. No entanto, o reisolamento ¢ sempre testado, independente de o soro estar

disponivel a partir do paciente ou néo.

Materiais e reagentes

Monocamadas de cultura de células Vero ou outra cultura de células suscetiveis.

Culturas de células C6/36-clonadas de mosquito Aedes albopictus.

Procedimento

Tecidos ou liquidos disponiveis devem ser divididos para o isolamento viral, microscopia
eletronica, e para o exame imuno-histoquimico. Os tecidos devem ser coletados de forma
asséptica e transportados rapidamente para o laboratorio. A aliquota para o isolamento
viral deve ser imediatamente congelada a -70°C em freezer mecanico ou armazenada
em gelo seco. As amostras para isolamento viral devem ser mantidas congeladas
continuamente, evitando ciclos de congelamento e descongelamento que inativam o
virus. A aliquota para microscopia eletrénica deve ser picada e embebida diretamente em
glutaraldeido. Mudangas autoliticas ocorrem rapidamente e os tecidos devem ser fixados
o mais rapidamente possivel. Uma por¢do da amostra deve ser fixada em formalina
tamponada ou, de preferéncia, inserida em meio de congelamento e congelados para

preparar se¢des para exame imuno-histoquimico.

Espécimes processados devem ser inoculadas em culturas de células com um minimo
de atraso. Soros de pacientes com doenga febril aguda podem ser usados nio diluidos
para o isolamento do virus ou na dilui¢io de 1:10 e 1:100 em um diluente proteico. E
importante para inocular amostras desconhecidas, de preferéncia em duas ou mais
dilui¢cdes (nao diluida a 10-2). Culturas de células em frascos estéreis ou culturas em
frascos de 25 cm? de linhagem Vero sdo inoculadas e observadas para a produgio de
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efeitos citopaticos (CPE), durante 10-14 dias. Para frascos estéreis, um volume total de
400 pl ¢ inoculado, seguido de centrifugagdo a 100 xg por 1 hora a 37°C. Uma parte do
sobrenadante de células pode ser coletado e testado para a presenca do virus por um
ou outro alvo de RT-PCR ou ensaios consenso de RT-PCR. Alternativamente, as células
sdo colhidas e as laminas locais sdo preparadas para o exame IFA usando anticorpos

monoclonais especificos.

Controles

Células Vero e células C6/36 sem inoculagao.

Interpretacdo

O isolamento do virus positivo e o reisolamento define o agente etiolégico da doenga do
paciente. Se soros pareados ou um soro convalescente do paciente estiver disponivel, o
virus isolado é testado sorologicamente com o soro do paciente para verificar a resposta

de anticorpos ao virus.
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Apéndice B — Protocolo da reacao da polimerase em cadeia
em tempo real

RT-PCR em tempo real pode ser realizada com um numero de kits disponiveis
comercialmente. Atualmente, utilizamos o iScript BioRad para uma etapa do RT-qPCR
(# 170-8895) ou o kit QTAGEN QuantiTect Probe RT-PCR (# 204443). Os dois kits sdo
quase idénticos na configura¢do de reagio com uma tnica exce¢io: o volume de enzima
usada no kit QIAGEN ¢é 0.5 ul por reagdo, em vez de 1.0 ul, e o volume de dgua na mistura
principal é ajustado por 0.5 ul para corrigir isso. A configuragao mostrada a seguir é para
o kit da QIAGEN. Note também que o volume de RNA adicionado por reagio a seguir
¢ de 10 ml, mas pode ser aumentado ou diminuido com o ajustamento adequado do

volume total de dgua.

Componente Volume por reacao 10 reacoes
Agua livre de RNase 13,2 ul 132 ul
2X mistura pronta 25 ul 250 pl
primer 1 (100 uM do estoque) 0,5 ul 5 ul
primer 2 (100 uM do estoque) 0,5 ul 5pul
FAM/sonda (25 uM do estoque) 0,30 ul 3,0 ul

ul da enzima 0,5 ul 5 ul

Prepare um master mix de reagentes de acordo com o niimero de reagdes desejadas. O
master mix deve ser preparado em uma sala limpa, fisicamente separada de todas as outras
atividades laboratoriais, com reagentes e equipamentos dedicados (ou seja, pipetas). Para
dez amostras fazer um master mix 10X (veja acima) multiplicando-se os volumes de
todos os reagentes individuais por 10. Combine os reagentes na ordem acima, em um
tubo de centrifuga livre de RNase no gelo. Divida a mistura principal em dez parcelas de
40 ml cada uma, em tubos de 0,2 ml (especificamente para os ensaios TagMan; emissao
de fluorescéncia é lida através do PAC) de PCR ou placa de PCR de 96 pogos. Finalmente,

66



Preparacdo e Resposta a Introducéo do Virus Chikungunya no Brasil

adicione 10 ml da amostra de RNA individuais para cada tubo. Todas as amostras sdo
testadas em duplicata. Inclua varios “SEM RNA” controles negativos (NTC) por adi¢ao de
agua em vez de qualquer amostra de RNA. Inclua um controle positivo ou uma série de
diluicdo de quantidades conhecidas de controle positivo de RNA para a criagdo de uma

analise quantitativa.

Condig¢oes de Ciclagem (condi¢oes QIAGEN para o RT-PCR em tempo real):

1 ciclo: 45 ciclos:
50°C por 30 min (reacdo de RT) 95°C 15 seg
95°C por 15 min (ativacdo enzimatica) 60°C 1 min
Interpretacao

Nos utilizamos o seguinte algoritmo para avaliar os resultados de TagMan:

Positivo: Valores de Ct menor igual a 38 em pogos em duplicata.
Ambiguos: Valores de Ct menor igual a 38 em um dos dois pogos.

Negativo: Valores de Ct maior que 38 em pogos em duplicata.

Todas as amostras positivas e equivocas sdo repetidas com um segundo conjunto de
primers/sondas para a confirmagao. Um resultado positivo em qualquer um dos controles
negativos invalida toda a execugéao. A falha do controle positivo em gerar um resultado

positivo também invalida toda a execugao.

A extracao de RNA
NOTA: Evitando a contaminagao e trabalhando com RNA

o Manter separados fisicamente as areas de trabalho; uma dedicada ao trabalho de pré-
-amplificagdo do RNA (extracdo de RNA e adicdo de RNA) e outra para produgdo do

master mix da reagéo.

« Utilizar equipamentos dedicados distintos dentro das areas de pré e pds-amplificagio,
especialmente pipetas e centrifugas.

o Sempre utilizar luvas, mesmo quando manipular os tubos fechados.

o Abrir e fechar os tubos rapidamente e evitar tocar em qualquer parte no interior.
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o Usar tubos de plastico e pontas de pipeta descartdveis sem RNase.
o Usar pontas de pipeta aerossol.

o Usar d4gua sem RNase.

o Preparar todos os reagentes no gelo.

1. Amostras em fase sélida (mosquitos ou tecidos) sdao primeiramente homogeneizados
em tampdo isotOnica para produzir um liquido homogéneo. O RNA ¢é extraido de
amostras de liquido (LCE ou soro), sem qualquer pré-tratamento, conforme descrito
a seguir. Os espécimes de tecido (aproximadamente 10 mm?) sdo homogeneizadas em
1 ml de diluente BA-1 com dez moedores de tecido Broeck. Espécimes do mosquito sdo
homogeneizados em dez moedores de tecido Broeck ou usando o taldo de ago revestido de
cobre (BB) como técnica de moagem. Em ambas as técnicas o material ¢ homogeneizado
e clarificado por centrifugacdo em microcentrifuga (ou seja, Eppendorf) a velocidade

maxima por 5 minutos para sedimentar qualquer material particulado.

2. Extrair RNA de 140 ml da amostra de liquido (LCE, soro ou homogeneizado
clarificado) usando o kit QiAmp para extragdo de RNA viral (QIAGEN parte # 52904).

Siga exatamente o protocolo do fabricante.

NOTA: Para amostras de mosquito adicionar uma lavagem adicional com AWI.
Extrato de pelo menos dois controles negativos e dois controles positivos devem ser
adicionados com as amostras. Os controles positivos devem diferir na quantidade
de RNA-alvo presente (ou seja, uma quantidade predeterminada positiva alta e uma
baixa). O volume de amostra coletada pode ser maior ou menor que o volume padrao
declaradas no protocolo QIAGEN (140 ml), com as adapta¢des adequadas a todos os

outros volumes no protocolo.
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Apéndice C — Protocolos soroldgicos IgM e IgG

Protocolo de captura de anticorpos IgM em ensaio ELISA

Introducao

Ensaios que detectam imunoglobulina M (IgM) especifica de virus sdo vantajosos porque
a deteccdo de anticorpos produzidos ocorre durante os primeiros dias, apds o inicio dos
sintomas clinicos em uma infec¢do primaria, eliminando em muitos casos a necessidade
de coleta de espécimes para a fase de convalescenca. A captura de IgM ¢é o método ideal
para detecgao de IgM, porque é simples, sensivel e aplicével a soro e no liquido cérebro-
-espinhal (LCE) de uma variedade de espécies animais (por exemplo, humanos, equinos,
aves). Neste caso, reacdes falso-positivas devido ao fator reumatoide sdo minimizadas.
Principio

Anticorpos IgM de captura em “enzyme-linked immunosorbent assay” ou ELISA
(MAC-ELISA) fornecem uma alternativa util comparada com a imunofluorescéncia
para documentagdo de uma resposta soroldgica. ELISA ¢ um teste menos subjetivo que
a imunofluorescéncia e um grande niumero de amostras podem ser processadas. No
entanto, o principio dessa técnica é semelhante ao da imunofluorescéncia. Em nosso
laboratdrio, anti-IgM (anticorpo de captura) é revestido em placas de 96 pogos, seguido
de soro do paciente, e entdo de um antigeno viral conhecido e ndo infeccioso. A presenca
do antigeno é detectada por meio da utilizacdo de uma enzima conjugada a um anticorpo
antiviral, e um resultado colorimétrico ¢ gerado pela intera¢do da enzima e de um

substrato cromogénico. Essa técnica constitui o MAC-ELISA.

Seguranca

O procedimento deve ser realizado sob condi¢des de laboratorio de seguranga que levam
em consideragio o potencial de infec¢do das amostras de soro envolvidas. O uso de jaleco,

luvas e uma capela de fluxo laminar sdo recomendados.
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Materiais e reagentes

Tampao de Revestimento: Tampao carbonato / bicarbonato pH 9,6 - NaHCO3 Na2CO3
+ 1,59 £2,93 g diluidos em 1 L de agua.

Tampio de lavagem: tampao fosfato (PBS), 0,05% de Tween 20, pH 7.2. PBS esta
disponivel em forma de po, a partir de varias fontes comerciais.

Tampao de bloqueio: PBS leite a 5% / 0,5% Tween 20.
Solugio “Stop”: 1IN H2SO4.

Revestimento dos anticorpos: IgM anti-humano de cabra
Kirkegaard and Perry Laboratories # cat 01-10-03.

Antigeno viral: sacarose-acetona, antigenos extraidos de suc¢do do cérebro do rato

infectado com virus, nio infecciosas, previamente titulada.

Antigeno normal: sacarose-acetona, antigeno extraido do cérebro de camundongos
lactantes, de animais nao infectados.

Conjugagio anticorpo de detecgdo: anticorpo monoclonal conjugado de HRP,

previamente titulado.

Substrato: 3,3 ‘5, 5 ‘base tetrametilbenzidina (TMB-ELISA), base Gibco # 15980-0414.
Placas: Immulon II HB de fundo chato de 96 pogos.

Dynatech Technologies # 3455.

Maquina de lavar a microplaca.

Leitor de microplacas.

Incubadora.

Pipetas simples e multicanal.

Reservatorios de reagentes.

Sacos “Ziploc”, toalhas de papel.
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Espécimes clinicas
Soro humano das fases agudas e convalescentes e/ou liquido cérebro-espinhal (LCE).

Soros humanos previamente testados soro-positivos e anticorpo-negativos para controle.

NOTA: Guarde todos os espécimes de diagndsticos a 4°C antes do ensaio, e -2°C depois
de todos os testes. Evite ciclos repetidos de congelamento e descongelamento.

Procedimento

NOTA: o procedimento a seguir inclui informacdes sobre o controle de qualidade e
interpretacdo. Cada amostra do soro é testada em triplicata em ambos os antigenos
virais e normal. Oito espécimes de testes podem ser analisados por placa. As amostras
de ICE geralmente sdo testadas separadamente.

1. Usando um marcador permanente de ponta fina, numere e rotule as placas (use a
Figura 1 como um guia). Identificar a localizacdo de cada amostra clinica (S1-S8),
utilizando o cddigo apropriado do laboratério. Para manter o calenddrio de adigdo de
reagentes consistente, processe as placas na ordem em que elas sao numeradas em todas as
fases do processo. As placas devem ser mantidas em um ambiente fechado, umidificado
durante todos os periodos de incubagdo, com exce¢do da etapa de revestimento. Um saco
grande “Ziploc” contendo uma toalha de papel imida funciona bem para essa finalidade.

2. Cubra o interior de 60 pocos de 96 placa de pogos com 75 microlitros por pogo de
antilgM humano produzido em cabra diluido 1:2.000 em tampéo de revestimento; pH

9,6. Incubar a 40°C durante a noite.

3. Despejar o anticorpo de revestimento e placas em papel absorvente.
Bloquear as placas com 200 ml de tampao de bloqueio por pogo.
Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.

4. Lavar os pogos cinco vezes, com tampao de lavagem, utilizando lavadora automatica.
Os pogos devem ser preenchidos até o topo em cada ciclo de lavagem.

5. Adicionar 50 ml por pogo de soro do paciente (S) diluido 1:400 em tampao de lavagem
para um bloco de seis pogos ou adicionar LCE do paciente nio diluido para apenas dois
pogos, de modo que o LCE sera testado isoladamente contra o virus e antigenos normais.
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NOTA: O LCE pode ser diluido no maximo de 1:5 em tampao de lavagem, se
necessario. Coloque soro humano de controle positivo (Ref) diluido em tampio
de lavagem de acordo com a titulacdo anterior e um controle de soro humano
negativo (N) diluido 1:400 em tampio de lavagem para um bloco de seis pogos cada

(ver Figura 1). Incubar as placas durante 1 hora a 37°C em camara umidificada.
6. Lavar cinco vezes.

7. Diluir o antigeno viral em tampéo de lavagem de acordo com a titulagdo anterior.
Adicionar 50 ml por pogo & esquerda dos trés pogos de cada bloco do soro (ver Figura 1).
A direita dos trés pogos de cada bloco, adicionar 50 ml por pogo de antigeno normal
diluido em tampéo de lavagem para a mesma concentragao de antigeno viral. Incubar
durante uma noite a -40°C em camara umidificada.

8. Lavar cinco vezes.

9. Adicionar 50 ml por pogo de anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase
amplamente reativo para o grupo viral adequado, diluido em tampao de bloqueio, de

acordo com a titulagdo anterior. Incubar por 1 hora a 37°C em cAmara Gimida.
10. Ligue o leitor de placas para aquecer e remova o reagente TMB-ELISA da geladeira.

11. Lavar as placas cinco vezes, por duas vezes. Virar as placas 180° na maquina de lavar,

apos a primeira série de cinco ciclos. Isso facilita na obtenc¢do de resultados consistentes.

12. Enquanto a chapa estd na temperatura ambiente, adicionar 75 ml por poc¢o de substrato
TMB em todos os pogos. Cubra as placas para bloquear a luz. Incubar a temperatura

ambiente por 10 minutos. A cor azul vai aparecer em pogos de anticorpos positivos.

13. Adicionar 50 ml por pogo de solugdo “STOP” em todos os pocos, incluindo as linhas
exteriores dos pogos da placa (o leitor da placa deve ser ajustado para zero). Os pogos
que estavam azuis irdo mudar agora para uma cor amarela. Deixe as placas a temperatura

ambiente por 1 minuto. Leia as placas em leitor de microplacas utilizando filtro de 450 nm.

72



Preparacdo e Resposta a Introducéo do Virus Chikungunya no Brasil

Consideracoes praticas

1. As placas podem ser revestidas e mantidas a 4°C por até um semana.
2. Soros controle nao diluidos podem ser armazenados a 4°C por até duas semanas.

3. Antigenos virais reconstituidos nao diluidos e normais podem ser armazenados a

-20°C por um periodo indefinido de tempo.

4. Soros de teste e de controle podem ser diluidos para as diluicdes de trabalho e
refrigerados um dia antes de usar. Antigenos e conjugado devem ser diluidos para as
dilui¢oes de trabalho imediatamente antes da utilizagao.

O MAC-ELISA deve ser padronizado periodicamente. Isso deve ocorrer quando um
novo lote de reagentes for introduzido e pelo menos uma vez por ano. Recomenda-se que
a média de densidade dptica (DO) do soro controle positivo, que reagiu com o antigeno
viral, seja fixada em aproximadamente 1.0. O soro controle normal que reagiu com o
antigeno viral deve ser padronizado em torno de 0,2 (isso podera variar). A padronizagdo
dos reagentes é normalmente obtida por meio de titulacdo, sempre comparando as

densidades dpticas dos reagentes quando reagem ou nao com o antigeno viral e normal.
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Resultados

Antes dos resultados serem calculados para cada amostra clinica, o teste deve ser correto

para ser valido. Para um teste valido, o seguinte deve ser verdadeiro:

A DO média do soro de controle positivo que reagiu em antigeno viral (P)

A DO média do soro controle negativo que reagiu em antigeno viral (N)
Deve ser maior ou igual a 2,0. Este é o P/N do controle positivo.

A validade do teste deve ser determinada para cada placa. Resultados para as amostras
clinicas s6 podem ser determinados se o teste é valido. Se o teste ndo é valido, a leitura
da placa deve ser repetida. Se o teste ainda falhar apds uma repeticdo, entdo um ou
mais parametros ou reagentes causaram provavelmente um erro, e uma solugio para o
problema deve ser buscada.

Para determinar se os espécimes clinicos (S1-S8) contém IgM contra o antigeno viral

(que indicam infecgdo recente com o virus) o seguinte deve ser calculado:

A DO média da amostra do teste que reagem com antigeno viral (P)

A DO média do soro controle negativo que reagiu em antigeno viral (N)

Este é o P/N da amostra teste. Para um modelo ser considerado IgM positivo para o

virus de teste, o P/N deve ser igual ou superior a 2,0.

Além disso, o valor de P para o corpo de prova deve ser maior ou igual ao dobro da
média da DO da amostra do teste que reagiu com o antigeno normal. Se este requisito
nao for cumprido, um conhecimento nio especifico esta sendo gerado, e o resultado deve
ser reportado como nao interpretavel.

Todos os pacientes com valores de P/N iguais ou superiores a 2 devem ser relatados
como presumiveis de anticorpos IgM (veja o paragrafo a seguir), desde que cumpram
os requisitos listados acima. No caso de um LCE agudo precoce ou soro serem negativos
por este teste, uma amostra de soro da fase convalescente deve ser solicitada e testada
antes que o paciente seja relatado como negativo para evidéncia soroldgica de infecgdo
viral recente. Sem o teste de uma amostra da fase convalescente, um resultado negativo
pode refletir o teste de uma amostra da fase aguda obtida antes dos anticorpos terem
aumentado a niveis detectaveis. Na maioria dos pacientes, a IgM ¢é detectavel oito dias
apos o inicio dos sintomas de infecgdo por um virus do grupo em estudo. IgM persiste

por pelo menos 45 dias, e muitas vezes por até 90 dias.
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O valor de corte de 2,0 é empirico, baseado na experiéncia e na convengio. Os valores
de P/N que se encontram entre 2,0 e 3,0 podem ser considerados suspeitos de falso-

-positivos. Outros testes devem ser realizados para determinar o estado desses espécimes.

Ressalta-se que o valor de P/N para uma amostra na dilui¢do de 1:400 de triagem néo
¢ uma indicagdo da concentragdo de anticorpos absoluta, ou seja, o valor de P/N nao

¢ quantitativo.

Recomenda-se ainda que, para soros, todos os resultados positivos devem ser confirmados
por titulagdo com 6, duas vezes dilui¢des das amostras de soro, em comparagdo a uma
titulagdo similar do soro de controle negativo. As curvas indicam soropositividade linear

verdadeira. Curva de titulacio plana e ondulante indicam resultados falso-positivos.

Protocolo de captura de anticorpos IgG em ensaio de ELISA

Introducao

Imunoglobulina G (IgG) é menos especifica para virus que a IgM, aparecendo no soro
um pouco mais tarde no curso da infec¢do e permanecendo detectavel até muito tempo
depois da IgM desaparecer do soro de pacientes infectados. Usando o IgG-ELISA em
paralelo com o anticorpo IgM “Capture ELISA Assay” (MAC-ELISA), pode-se observar
aumento relativo e quedas nos niveis de anticorpos em amostras de soro. O teste é simples
e sensivel. E aplicavel a amostras de soro, mas geralmente nao é aplicdvel a liquido cérebro-

-espinhal (LCE). As reacdes falso-positivas devido ao fator reumatoide sdo minimizadas.
Principio

IgG-ELISA fornece uma alternativa util para imunofluorescéncia na identificagio de um
isolado viral ou documentagdo de uma resposta soroldgica. IgG-ELISA é menos subjetivo
que a imunofluorescéncia, e um grande numero de amostras podem ser processadas
ao mesmo tempo. Em nosso laboratério, um grupo de anticorpos monoclonais virais
reativos é revestido em uma placa de 96 pogos, seguido sequencialmente por antigenos

virais conhecidos, o soro do paciente, IgG humana conjugada por enzimas e, por tltimo,

um substrato utilizado para o conjugado. Essa é a constituigdo da técnica de IgG-ELISA.

Seguranca

O procedimento deve ser realizado sob condi¢des de laboratério de seguranca que levam
em consideracdo o potencial de infec¢do das amostras de soro envolvidas. O uso de jaleco,

luvas e uma capela de fluxo laminar sdo recomendados.
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Materiais e reagentes

Tampdio de revestimento: tampao carbonato / bicarbonato pH 9,6 - NaHCO3 Na2CO3
+1.59 g 2.93 g diluidos em 1 L de 4gua.

Tampao de lavagem: tampio fosfato (PBS), 0,05% de Tween 20, pH 7.2. PBS estd

disponivel em forma de p6 a partir de vérias fontes comerciais.
Tampaio de bloqueio: soro de cabra a 3%, 1% Tween-20, em PBS.

Anticorpo de revestimento: grupo de anticorpos monoclonais especificos, previamente

titulados.

Antigeno viral: sacarose-acetona, antigenos virais extraidos via suc¢do do cérebro do

rato, ndo infecciosas, previamente titulados.

Antigeno normal: sacarose-acetona, antigenos extraidos do cérebro de camundongos
lactantes, de animais nao infectados.

Detec¢io de conjugagdo de anticorpos: alcalina conjugada por fosfatase de IgG de cabra

anti-humano parte Fcy, previamente titulada (Jackson gato Immunoresearch # 109-055-098).

Substrato: 3 mg/ml de fosfato de p-nitrofenil, dissédico (Sigma 104, Sigma gato
diagndsticos # 104-105) em 1M Tris (base) pH 8.0 (nota: o reagente tris requer consideravel
concentra¢ao de HCL para o ajuste do pH).

Solugiao STOP: 3M NaOH.

Placas: Immulon I HB de fundo chato de 96 pogos.
Dynatech Technologies # 3455.

Magquina de lavar a microplaca.

Leitor de microplacas.

Incubadora.

Pipetas simples e multicanal.

Reservatorios de reagentes.

Sacos “Ziploc”, toalhas de papel.
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Espécimes clinicas

Soro humano das fases aguda e convalescente.

NOTA: guarde todas as amostras de diagnostico a 4°C antes do ensaio, e a -20°C apos
todos os testes concluidos. Evite ciclos repetidos de congelamento e descongelamento.

Procedimento

NOTA: o procedimento a seguir inclui informagoes sobre o controle de qualidade e
a interpretac¢do. Cada amostra do soro ¢é testada em triplicata em ambos os antigenos

virais e normal. Oito espécimes de testes podem ser analisadas por placa.

1. Usando um marcador permanente de ponta fina, numere e rotule as placas (use a Figura
1 como um guia). Identificar a localizag¢do de cada amostra clinica (S1-S8), utilizando
o cddigo apropriado de laboratério. Para manter o calenddrio de adi¢do de reagentes
consistente, processe as placas na ordem em que elas sdo numeradas em todas as fases do
processo. As placas devem ser mantidas em um ambiente fechado umidificado durante
todos os periodos de incubagao, com exce¢do da etapa de revestimento. Um grande saco

“Ziploc” contendo uma toalha de papel imida funciona bem para essa finalidade.

2. Cubra o interior de 60 dos 96 pogos com 75 ul/pogo de anticorpos monoclonais,
adequados reativos de grupos diluidos em tampéo de revestimento, de acordo com a

titulagdo prévia. Incubar a 40°C durante a noite.
3. Despejar o anticorpo de revestimento e de placas em papel absorvente.

Bloquear as placas com 200 ml de tampao de bloqueio por poco. Incubar a temperatura

ambiente por 30 minutos.

4. Lavar os pogos cinco vezes, com tampao de lavagem, utilizando lavadora automatica.

Os pogos devem ser preenchidos até o topo em cada ciclo de lavagem.

5. Diluir o antigeno viral em tampao de lavagem de acordo com a titulagdo anterior.
Pipetar 50 ml por pogo a esquerda dos trés pogos de cada bloco do soro (ver Figura 1).
Nos trés pogos a direita de cada bloco, adicionar 50 ml por pogo de antigeno normal,
diluido em tampéo de lavagem para a mesma concentragdo de antigeno viral. Incubar

durante uma noite a -40°C em cAmara umidificada.
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6. Lavar cinco vezes.

7. Pipetar 50 ml por pogo de soro do paciente (S) diluido 1:400 em tampao de lavagem,
para um bloco de seis pogos (ver Figura 1). Adicionar soro de controle positivo humano
(Ref), diluido em tampéo de lavagem de acordo com a titula¢do anterior, e um controle
de soro humano negativo (N) diluido 1:400 em tampéo de lavagem para um bloco de seis

pogos cada. Incubar as placas durante 1 hora a 37°C em camara umidificada.
8. Lavar cinco vezes.

9. Pipetar 50 ml por pogo de IgG de cada conjugado com fosfatase alcalina anti-humana,
diluido em tampio de bloqueio, de acordo com a titulagdo prévia. Incubar por 1 hora a
37°C em camara umida.

10. Ligue o leitor de placas para aquecer e dissolver tabletes de substrato em tampao tris,

por 15 minutos antes de adiciond-lo as placas.

11. Lavar as placas cinco vezes, por duas vezes. Virar as placas 180°C na maquina de
lavar, apds a primeira série de cinco ciclos. Resultados consistentes sdo obtidos se esse

procedimento for seguido.

12. Enquanto a chapa estd na temperatura ambiente, adicionar 75 pl por pogo de substrato
Sigma 104 para todos os pogos. Cobrir imediatamente as placas para bloquear a luz.
Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. A cor amarela aparece em pogos de
anticorpos positivos.

13. Adicionar 35 pl por pogo de solugdo “STOP” em todos os pogos, incluindo as linhas
exteriores dos pogos da placa (o leitor da placa deve ser ajustado para zero). Os pogos com
reatividade continuardo a apresentar uma cor amarela. Coloque as placas a temperatura

ambiente por 1 minuto. Leia as placas em leitor de microplacas usando um filtro de 405 nm.
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Consideracoes praticas

1. As placas podem ser revestidas e mantidas a 4°C por até uma semana.
2. Soros controle nao diluidos podem ser armazenados a 4°C por até duas semanas.

3. Antigenos virais reconstituidos nao diluido e normal podem ser armazenados a -20°C,

por um periodo indefinido de tempo.

4. Soros de teste e de controle podem ser diluidos para as diluicdes de trabalho e
refrigerados um dia antes de usar. Antigenos e conjugado devem ser diluidos para as
dilui¢oes de trabalho imediatamente antes da utilizagao.

O IgG-ELISA deve ser padronizado periodicamente. Isso deve ocorrer quando um novo
lote de reagentes for introduzido, e pelo menos uma vez por ano. Recomenda-se que a
média de densidade dptica do soro de controle positivo que reagiu com o antigeno viral
seja fixada em aproximadamente 1.0. O soro controle normal que reagiu com o antigeno
viral deve ser padronizado em torno de 0,2 (isso podera variar). A padronizagdo dos
reagentes ¢ normalmente obtida por meio de titulagdo, sempre comparando as densidades

opticas dos reagentes quando reagem ou nao com o antigeno viral e normal.

Resultados

Antes dos resultados serem calculados para cada amostra clinica, o teste deve ser correto

para ser valido. Para um teste valido, o seguinte deve ser verdadeiro:

A DO média do soro de controle positivo que reagiu em antigeno viral (P)

A DO média do soro de controle negativo que reagiu em antigeno viral (N)
deve ser maior ou igual a 2,0. Este é o P/N do controle positivo.

A validade do teste deve ser determinada para cada placa. Resultados para as amostras
clinicas s6 podem ser determinados se o teste for valido. Se o teste ndo for valido, a leitura
da placa deve ser repetida. Se o teste ainda falhar ap6s uma repeticéo, entdo um ou mais
dos pardmetros ou reagentes provavelmente causou um erro, e a uma solu¢do para o

problema deve ser buscada.
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Para determinar se os espécimes clinicos (S1-S8) contém IgG ao antigeno viral (que

indicam infec¢do recente com o virus) o seguinte deve ser calculado:

A DO média da amostra do teste que reagem com antigeno viral (P)

A DO média do soro de controle negativo que reagiu em antigeno viral (N)

Este é o P/N da amostra teste. Para um modelo ser considerado IgG positivo para o virus

de teste, o P/N deve ser igual ou superior a 2,0.

Além disso, o valor de P para o corpo de prova deve ser maior ou igual ao dobro da
média da DO da amostra do teste que reagiu com o antigeno normal. Se este requisito
ndo for cumprido, um conhecimento nio especifico estd sendo gerado e o resultado deve

ser relatado como nio interpretavel.

Interpretacao

Todos os pacientes com valores P/N iguais ou superiores a 2,0 devem ser relatados como
possiveis IgG positivos (ver o paragrafo explicativo na pagina seguinte), contanto que
preencham os requisitos listados acima. Interpretagdes de IgG-ELISA devem ser feitas
no contexto do respectivo MAC-ELISA, e a data da coleta em rela¢io ao inicio dos
sintomas. Um resultado positivo no teste IgG-ELISA por si s6 nao consegue distinguir
uma infec¢do recente de uma passada, devido a persisténcia de IgG de infec¢des passadas.
IgG é também mais passivel de reagdo cruzada do que anticorpos IgM, o que significa que
um resultado positivo pelo ELISA-IgG pode de fato indicar a presenca de anticorpos
para o virus relacionado. Na maioria dos casos, IgG é detectavel 12 dias apds o inicio
dos sintomas de uma infecgao por virus do grupo em estudo, e pode persistir por longos

periodos de tempo, possivelmente por anos.
Alguns exemplos de situagdes comuns estdo listados a seguir:

1. Um resultado positivo do IgG-ELISA com um resultado positivo do MAC-ELISA

poderia indicar a presenca de uma infec¢do recente.

2. Um resultado negativo do IgG-ELISA com um resultado positivo do MAC-ELISA em
um espécime de fase aguda indicaria uma infecgdo recente em que os anticorpos IgG

ainda ndo subiram para niveis detectaveis.
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3. Um resultado positivo do IgG-ELISA e um resultado negativo do MAC-ELISA a partir
de um espécime cronometrado entre aproximadamente 8 e 45 dias, apds o inicio dos
sintomas, sugerem a ocorréncia de uma infec¢ao passada (IgG tem uma reatividade

muitas vezes maior com outros virus do mesmo género).

4. Para um tunico espécime tardio (obtido mais de 45 dias ap6s o inicio dos sintomas),
tendo um resultado positivo do IgG-ELISA e um resultado negativo do MAC-ELISA, a

distin¢ao entre infec¢do atual e infec¢cdes passadas ndo pode ser feita.

5. Um resultado negativo do IgG-ELISA com um resultado negativo do MAC-ELISA

negativo indica a auséncia de infec¢do recente ou passada com o virus de teste.

O valor de corte de 2,0 é empirico, baseado na experiéncia e na convengdo. Os valores
de P/N que se encontram entre 2,0 e 3,0 podem ser considerados suspeitos de falso-

-positivos. Outros testes devem ser realizados para determinar o estudo desses espécimes.

Ressalte-se que o valor de P/N para uma amostra na dilui¢do de 1:400 de triagem nao
¢ uma indicagdo da concentragdo de anticorpos absoluta, ou seja, o valor de P/N néo

¢ quantitativo.

Recomenda-se ainda que, para soros, todos os resultados positivos devem ser confirmados
por titulagdo com 6, duas vezes dilui¢oes das amostras de soro, em compara¢io a uma
titulagdo similar do soro controle negativo. As curvas indicam soropositividade linear
verdadeira. Curva de titulagdo plana e ondulante indicam resultados falso-positivos.
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Apéndice D — Exemplo de um formulario de notificacao de casos

Dados bisicos
Sobrenome: Nome:
Sexo: () masculino () feminino
Data de nascimento: / / idade:| | |anos | | |meses || |dias
Ocupagio:
Enderego:
CEP:| | | | [ [ [ || Namerodetelefone:| [ [ [ [ [ [ [l |
Informacio clinica
Numero do histdrico clinico:
Data do inicio dos sintomas: / / / Semana epidemiologica: || |
Numero de dias com sintomas: / / Data da primeira consulta médica: / /
Data da hospitalizagdo: / /
Obito:  Sim () Nio ( ) Data: / /
Sintomas
Sim Nao Sim Nio
Febre o o Mialgia o o
Artrite u] o Dor nas costas o u]
Se sim, aonde: Cefaleia [u} u]
Maos o o Nausea o o
Pés o o Sangramento de mucosa o =]
Calcanhares u] o Vomitos o o
Outros o o Astenia o o
Artralgia o o Meningoencefalite o =]
Edema periarticular o o
Manifestagdes cutaneas o o
Se sim, descreva:
Outros
Diagnéstico clinico:
Informacéo laboratorial
Amostra de sangue para teste de infec¢do por CHIKV:
Data da coleta: / /
Sorologia - I[gM  Sim [ Nio O
Resultado: Positivo | Negativo [ Data do resultado / /
Sorologia - IgG  Sim [ Nio O
Resultado: Positivo [ Negativo ] Data do resultado / /
RT-PCR Sim [ Nao O
Resultado: Positivo | Negativo [] Data do resultado / /
Isolamento viral Sim O Nao 0
Resultado: Positivo [ Negativo [J Data do resultado / /
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Informacéo epidemiologica

Historico de viagem nos 30 dias anteriores ao inicio dos sintomas: Sim[] Nao[]
Se sim, aonde:  Pais: Cidade:

Local de residéncia:

Comunidade: Localidade:

Vocé recebeu sangue ou produtos do sangue nos 30 dias anteriores ao inicio dos sintomas?
Sim[] Nao[]

Classificacéo final:

Descartado: ||

Confirmado: | |

Suspeito: |__|

Data da notificagdo: / /

Nome do provedor da notificaciio:
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Apéndice E — Relatorio de evento/surto de importancia para
saude publica

NOTIFICACAO Regido

Um caso ou surto de [EVENTO DE SAUDE] ocorreu na cidade [LOCAL], estado [NOME
municipios e estados] na data [MES e ANO ou intervalo de tempo].

Até [Data do Relatério], [NUMERO DE CASOS] de [EVENTO DE SAUDE] apresentando com
[SINAIS PRINCIPAIS E SINTOMAS] foram vistos no [INSTITUCAO OU SETOR OU OUTRA
COMUNIDADE]. Estes casos estdo ocorrendo em dreas com uma populagdo aproximada de
[NUMERO DE HABITANTES da populagio exposta].

Os casos ocorreram entre [DATA DE INICIO, SEMANA EPIDEMIOLOGICA] e [DATA FINAL
ou HOJE]. A drea afetada é principalmente [urbana ou rural] e apresentou previamente surtos
ocasionais de [SURTOS PREVIOS].

As caracteristicas mais marcantes destes casos sio [CARACTERISTICA PESSOA: SEXO, IDADE,
OU OUTRAS DEFINIR CARACTERISTICAS de pessoas afetadas].

Detodos os casos, [# OBITOS] faleceram e [# HOSPITALIZADOS] necessitaram de hospitalizacio.
Casos de 6bito ou que necessitaram de hospitalizagdo tiveram [TIPO: OBITO, ALTO SEM
COMPLICACOES, RESULTADO ETC.].

[# amostras] amostras de [TIPO DE ESPECIME] foram coletadas e enviadas ao [LABORATORIO]
para processamento onde exames estao sendo processados ou confirmaram [Agente Etiologico].

Pesquisa epidemiolégica indica que o surto foi produzido por [PROVAVEL MECANISMO,
FONTE, fator de exposigéo].

As agdes de controle que foram tomadas sio as seguintes: [ACAQO]

NOTA: A notifica¢do imediata deve incluir tudo o que for possivel para completar o conhecimento
do surto. Uma vez investigado, o formato completo é enviado de volta ao escritorio regional da
Organiza¢ao Mundial da Saude.
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Apéndice F — Procedimentos de controle de vetores

Hé uma série de procedimentos de controle de vetores que devem ser considerados para
diminuir o risco de transmissdo autdctone e de expansdo do CHIKV em uma area.

Controle quimico de criadouros

Se os recipientes de dagua potavel ndo podem ser cobertos de maneira adequada, devem
ser limpos regularmente ou tratados para interromper a produgao de larvas de acordo
com as praticas recomendadas pelo Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD)
para agua potavel. Criadouros potenciais que ndo contém agua destinada ao consumo
humano devem ser eliminados. Caso haja impedimento para a sua eliminagdo, devem ser
tratados com os larvicidas recomendados pelo PNCD.

Aplicacao espacial para o controle do mosquito adulto

A aplicagdo espacial para controle de Ae. aegypti e Ae. albopictus é mais eficaz quando
o interior de casas e quintais associados sdo tratados com equipamentos portateis.
Aplicacdes repetidas sdo necessarias para matar os adultos recém-emergidos dos
criadouros e, principalmente, as fémeas infectadas, no caso do Aedes aegypti. Em
relacao ao Aedes albopictus, a aplicagdo espacial sera mais eficiente nos domicilios e nos
peridomicilios dos casos suspeitos ou confirmados, ja que o virus atinge as glandulas
salivares do mosquito dois dias apds a ingestdo de sangue infectado.

Em resposta a epidemia, a aplicagio espacial deve utilizar equipamentos portéteis, sempre
que possivel, ou com equipamentos acoplados a veiculos para aumentar a velocidade
de cobertura, a cada 2-3 dias. Especial atencdo deve ser dada ao monitoramento da
resisténcia a inseticidas, a calibragdo dos equipamentos, tamanho de gotas e épocas de
aplicacdo sdo criticos para o uso efetivo destas ferramentas. A aplicacdo de pesticidas
em grande escala e com equipamentos acoplados a veiculos geralmente nao sdo eficazes
no controle do Ae. aegypti, quando utilizados isoladamente. Aplicagdo espacial em larga

escala deve ser usada como um componente de um programa de MIV para ser eficaz.
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Monitoramento da resisténcia a inseticidas

O uso frequente do mesmo inseticida ou da mesma classe de inseticida pode selecionar
individuos que sdo capazes de sobreviver as aplicacdes de pesticidas. A resisténcia é uma
altera¢do hereditaria na sensibilidade de uma populagdo de um inseticida que pode levar

a ineficacia do pesticida para produzir o esperado grau de controle.

O numero de inseticidas disponiveis para uso como adulticidas é limitado e se divide
em trés classes quimicas: organofosforados, carbamatos e piretroides. Alguns produtos
larvicidas tém diferentes modos de agdes, tais como reguladores de crescimento de
insetos e ferramentas microbianas. No entanto, o produto mais comumente usado para
controlar larvas de Ae. aegypti em recipientes é o organofosforado temephos. Resisténcia
ao temephos tem sido detectada em multiplas populagoes de Ae. aegypti nas Américas e
constitui uma séria ameaca ao seu controle. Ha poucas informag¢des disponiveis sobre a
resisténcia de populagdes de Ae. albopictus na regido, entretanto, de acordo com estudos
realizados na Argentina, o Ae. albopictus mostrou-se mais tolerante do que o Ae. aegypti

a inseticidas neurotoxicos (Gémez, A et al; 2011).

Os programas de controle devem incluir um programa de monitoramento da resisténcia
(referéncias adicionais estdo disponiveis em <http://www.who.int/whopes/resistance/
en/>) para avaliar a eficicia e estabelecer um plano de rotacio de pesticidas para atenuar
o desenvolvimento de resisténcia.

Supervisao de seguranca e garantia da qualidade

O monitoramento continuo e a supervisio sdo necessarios para assegurar que o0s
funcionarios estejam devidamente treinados e seguindo corretamente as orientacdes
técnicas de aplicagdo de pesticidas e de seguranga pessoal. Os programas MIV devem
incluir um programa de garantia de qualidade concebido para monitorar a eficacia
das atividades de controle. Um programa de garantia de qualidade deve monitorar o
desempenho do aplicador e os resultados de controle. Falhas de controle podem ser
devidas ao mau uso, cobertura incompleta ou de resisténcia a inseticidas, e devem ser
corrigidas imediatamente. Os esfor¢os de garantia de qualidade devem ser continuos,

sistematicos e independentes.
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Apéndice G — Controle de vetores de contencao do CHIKV

Esforgos de contengéo do virus devem ser iniciados ap6s a descoberta de um caso ou sur-
to de CHIKV (introduzido ou de transmissdo autdctone), em simultineo com a ativagdo
da capacidade de resposta de emergéncia local. O objetivo do confinamento ¢ eliminar
CHIKYV recentemente introduzido e evitar a sua propagac¢ao por intermédio de medidas
intensas de controle vetorial. Este conceito tem sido aplicado para conter a invasio e a
disseminacédo de virus dengue em dreas ndo endémicas. Mesmo que o CHIKV se espalhe
para uma area urbana do Pais, a conten¢ao deve ser considerada uma estratégia funda-
mental para evitar a sua disseminagdo em outras partes do Pais e em paises vizinhos.
A aplica¢io de medidas de controle do vetor deve comegar nas residéncias dos casos
de CHIKYV detectados (ou no local suspeito de infec¢ao) e deve ser aplicada em todo o
bairro. Atrasos na detec¢do e na notificagdo dos casos podem concorrer para que CHIKV
se espalhe para outras partes do bairro. Deve-se solicitar a participagdo das autoridades
locais para ter acesso a imdveis fechados ou abandonados. Toda a operagdo de conten¢io
de emergéncia deve ser realizada rapidamente, para tanto os recursos dedicados a este
esforgo, tanto humanos quanto outros devem ser compativeis com o tamanho da area de
contengao. Pessoal de controle da maldria e outros com formagao adequada podem ser

utilizados para atingir os objetivos do esfor¢o de contengao.

As seguintes acoes sdo recomendadas para conter uma introdu¢do de CHIKV:

o Além de participar de um esfor¢o nacional de comunicac¢io, informar a comunidade
(moradores, escolas, igrejas, empresas etc.) imediatamente acerca da introdug¢io do
CHIKV. Os tépicos devem incluir o modo de disseminagdo, sintomas principais,
aconselhar a consultar um médico se os sintomas aparecerem e envolvimento da
comunidade para eliminar a agua parada de recipientes e para permitir acesso dos
agentes de saude nos domicilios para aplica¢ido de medidas antivetoriais. Preparar a
comunidade para que as operagdes de contencdo do CHIKV possam ser conduzidas
de forma mais eficiente e rdpida em imdveis residenciais e comerciais, bem como

espacgos publicos e parques.

o Conduzir aplicagdes de inseticidas nos interiores dos imdveis e no exterior para

eliminar os mosquitos adultos.

o Simultaneamente, conduzir a eliminagdo/prote¢do de recipientes e aplicagao de
larvicidas para eliminar a produgdo de novos mosquitos. Especial atengdo deve ser

87



Secretaria de Vigildncia em Satde

dada aos criadouros criticos ou subterraneos que podem produzir mosquitos Aedes,
como calhas, ralos, pogos, reservatdrios de agua elevados, medidores de agua, fossas
sépticas e até mesmo® recipientes de armazenamento de dgua potavel e bebedouros
de animais, que devem ser limpos (lavagem e enxague) e protegidos com tampas
hermeticamente fechadas. Alguns recipientes, tais como instrumentos tteis (bandejas
de tinta, baldes) e as garrafas devem ser guardados de cabeca para baixo sob uma area
coberta. Os objetos grandes que acumulam dgua da chuva (barcos, carros) devem ser
devidamente cobertos. Os recipientes que ndo podem ser manejados por qualquer
motivo devem ser tratados com um larvicida. Por exemplo, recipientes de agua para
consumo animal ou humano requerem a aplicagio de larvicidas que foram licenciados
no pais para esse fim especifico. Além desses, deve-se atengdo aos criadouros naturais,
preferenciais do Ae. albopictus, como bambus, buracos em arvores, cascas de frutas e,
especialmente, criadouros artificiais esquecidos em quintais, margem de florestas ou
planta¢des. Todos os pesticidas devem ser sempre utilizados seguindo as especificacdes
de seus rétulos.

Em alternativa ou concomitantemente com a elimina¢ao de criadouros, inseticidas
residuais podem ser aplicados em pontos estratégicos como, por exemplo, borracharias,
ferros-velhos e nas proximidades de superficies exteriores para matar os mosquitos
adultos pousados ou em repouso. Este tipo de aplicagdo do inseticida é feita com
pulverizadores de compressao manual. Um especial cuidado tem que ser tomado para
evitar a pulverizacdo perto de recipientes de armazenamento de dgua desprotegidos
ou animais domésticos.

Monitorar casas e prédios nos bairros que estdo sendo tratados e utilizar equipes de
controle especiais, depois do trabalho, fins de semana e feriados para garantir que
quase 100% dos lares e das empresas sejam tratados.

Intervencao em um surto

Para controlar uma epidemia de CHIKV ou uma série de surtos em uma escala geografica

maior ¢é necessario:

Ativar um centro de comando (Centro de Operagdes de Emergéncia) seja fisico
ou virtual, onde os epidemiologistas, entomologistas e especialistas em controle de
vetores, educadores, comunicadores de midia etc., podem conjuntamente planejar,
trabalhar e avaliar o progresso ao longo da epidemia. Os servicos epidemioldgicos

precisam ser organizados de forma que, diariamente, relatérios detalhados sejam

88



Preparacdo e Resposta a Introducéo do Virus Chikungunya no Brasil

enviados para todo o pessoal autorizado nas dreas afetadas (estados, municipios).
Para serem bem-sucedidos serd necessirio estabelecer um sistema eficiente de
comunicag¢do, permitindo relatérios de feedback e o reconhecimento de recepgdo
(e-mail, fax, telefones etc.)

Orientar a populagdo em geral por meio da midia sobre a possibilidade de infecgao
com CHIKYV e sobre como as familias e as comunidades podem contribuir para a
redugdo da epidemia. Material educativo sobre a¢des especificas para prevenir ou
controlar a transmissdo CHIKV devera ser elaborado e distribuido por varios meios
de comunicagdo (TV, radio, jornais, organizagdes locais, escolas, clinicas etc.). Seria
importante um relatério didrio (imprensa) sobre quais comunidades ou bairros estdo
sendo afetados pelo CHIKYV, para que os moradores e as autoridades locais estejam
conscientes do risco iminente de infec¢do e possam tomar as medidas adequadas
(por exemplo, uso adequado de repelentes, a eliminacdo de todas as aguas paradas,
a organizacao de campanhas de limpeza etc.). A divulgacdo destas informagdes tem
de ser feita de forma que nenhuma informacdo inadequada seja liberada ao publico a

qualquer momento.
Assegurar que as pessoas infectadas e febris sejam protegidas de picadas de mosquito.

Orienta¢ao das operagdes de controle de vetor em tempo real, avaliagdes
epidemioldgica e entomoldgica da transmissio do CHIKYV, indicando as areas
especificas que precisam ser tratadas.

Aplicagdo de medidas eficazes de controlo do vetor. Uma epidemia é geralmente uma
série de pequenos surtos que ocorrem simultaneamente em varios lugares diferentes
dentro de um pais (bairros, cidades, municipios, estados), onde o numero de casos
da doenca é excepcionalmente grande. Isso significa que as medidas de controle da
epidemia podem precisar ser aplicadas simultaneamente em varios locais. Ampla area
de controle de populagdes de mosquitos em periodos curtos de tempo, a aplicagdo
espacial de inseticidas por equipamentos acoplados a veiculos ndo se mostrou eficaz
na redugdo da transmissdo da dengue quando usada isoladamente. Aplicagao de
pesticidas ao ar livre em larga escala pode fornecer um beneficio quando usado com
outras medidas de controle como parte de um programa integrado de controle do
mosquito. Portanto, medidas eficazes de controle do vetor a ser aplicadas durante uma
epidemia sdo semelhantes aos recomendados para area ampla de contengdo CHIKV
(acima) e surtos de virus DEN. A principal diferenca é que elas devem ser aplicadas

simultaneamente em muitas dreas para diminuir focos individuais.
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»

»

»

Georreferenciar cada caso do CHIKV para orientar as areas de controle operacional.
No caso de dreas endémicas, realizar o estudo epidemioldgico retrospectivo, neste
nivel, de modo que a estratificacio sirva a fins operacionais. Uso do Sistema de
Informagao Geografica (SIG) para as unidades do mapa operacional, fazer e

distribuir mapas de incidéncia da doenca e monitorar espacialmente a epidemia.

Dividir a édrea-alvo (por exemplo, municipio, estado) em dreas relativamente
uniformes (dreas de controle operacional) que vdo ser tratadas utilizando uma
abordagem de area ampla (bairros com 2.000-5.000 pessoas; setores censitarios,
CEP etc.) Todas as lojas, empresas e outras dreas (parques, cemitérios, terrenos
abandonados, areas ao longo de corregos, aterros ilegais etc.) serdo tratadas
simultaneamente dentro de poucos dias. Essa divisdo operacional do espago deve
ser realizada com antecedéncia a uma eventual introdu¢do de CHIKV.

Medidas de controle do vetor em drea ampla implicam ter numero suficiente
de pessoal treinado, equipamentos e suprimentos para tratar o ambiente onde
os mosquitos Aedes estio sendo produzidos. Reduzindo significativamente o
mosquito adulto (usando adulticidas) e a produgdo de novos mosquitos adultos
(redugdo na fonte e na eliminagdo, larvicidas) em uma drea particular, o ciclo de
transmissdo pode ser interrompido e CHIKV levado a extingdo. Esse cendrio s6 é
possivel se o numero de mosquitos picando for drasticamente reduzido durante
o periodo de tempo que leva para o homem e os vetores se tornarem livres do
CHIKV. Por essa razdo, as medidas de controle de vetores necessitam alcangar
uma eficiéncia muito elevada, medida por meio da elimina¢do de uma proporgio
muito grande de mosquitos vetores.

Limitacoes do controle de vetores

A redugéo da populagdo de vetores e aquela associada ao contato com humanos devem

ser correlacionados com a transmissdo do virus e a redu¢do da doenca. No entanto, a fim

de interromper um surto, a reducdo da populagdo do vetor deve ser imediata, substancial

e sustentada. Os mosquitos adultos continuardo a surgir e substituir os mosquitos

adultos mortos por adulticidas. Portanto, é essencial manter programas de MIV com

uma cobertura completa e tratamentos repetidos. Além da presenca de profissionais de

controle de mosquitos e um programa de MIV ativo, é importante manter o apoio e a

cooperagio de todos os membros da sociedade.
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