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RESUMO
A infeccdo pelo virus da febre amarela (YFV; Orthoflavivirus flavi) pode resultar em febre

amarela (FA). O virus é transmitido por um vetor artrépode hematéfago durante o repasto
sanguineo e sua manutencao pode ocorrer em trés ciclos: silvestre, urbano e intermediario/rural,
envolvendo primatas ndo humanos (PNHSs), vetores e humanos. No Brasil, onde ha grande
diversidade de PNHs, o ciclo de manutencgdo da FA é o silvestre, com vetores Haemagogus sp.
e Sabethes sp.. Entre 2017 e 2018, o pais enfrentou um grande surto de FA, com casos humanos
e de epizootias confirmados, sobretudo na regido sudeste e em Minas Gerais (MG). Desde entéo
casos em humanos e epizootias associadas a infeccdo por YFV sdo reportados. A morte de
PNHs é investigada e sua notificacdo € obrigatdria devido a sua importancia como sentinelas
da FA. No entanto, a utilizacdo de amostras de carcacas pode limitar algumas metodologias de
diagnostico. Neste estudo, os objetivos foram investigar a infeccdo por YFV em amostras de
PNHs de MG por meio de técnicas de biologia molecular, e otimizar um teste de neutralizacéo
viral utilizando amostras de tecido hepatico macerado em substituicdo ao soro. Para isso foi
realizada a extracdo de RNA total de amostras provenientes de carcagas de PNHs.
Posteriormente, 0 RNA foi submetido a protocolo de RT-gPCR utilizando iniciadores e sonda
especificos para regido 5’UTR do genoma do YFV. Para adaptar os ensaios de neutralizagdao
viral utilizou-se fragmentos de 50mg de tecido hepatico de camundongos experimentalmente
infectados com YFV 17DD (n=6) e amostras de um grupo MOCK (n=6) macerados em meio
MEM (200puL) e clarificados. Em seguida foram feitas diluicdes seriadas e adicdo de virus
(YFV 17DD) para in6culo em triplicata (dilui¢bes 1:20 a 1:160) em monocamada de células
VERO em placas de 12 pocos. Foi detectado por RT-qPCR o genoma de YFV em rins e
cérebros (15/144 e 6/58, respectivamente) provenientes de carcacas de PNHs de 2017 cujos
figados eram negativos para detec¢do do YFV por RT-qgPCR e em amostras provenientes de
PNHs coletados nos anos 2021 e 2022 (18/124). Com o teste de neutralizacdo viral adaptado
foi observada diferenca significativa entre as reducdes dos grupos MOCK e infectados. Os
resultados aqui gerados aumentam o numero de PNHSs infectados por YFV no ano de 2017 e
corroboram a circulacdo continuada de YFV em PNHSs do estado de Minas Gerais em 2021 e
2022, também demonstram a viabilidade da adaptacédo proposta a técnica de neutralizacéo viral

por reducéo de placa, utilizando uma amostra alternativa a soro.

Palavras-chave: Arbovirus; Diagnostico; MG (Minas Gerais); Neutralizacdo viral; Primatas ndo

humanos; RT-gPCR; Salde publica; Virus da febre amarela.



ABSTRACT
Infection with yellow fever virus (YFV; Orthoflavivirus flavi) can result in yellow fever disease

(YED). The virus is transmitted by a hematophagous arthropod vector during blood repast.
Maintenance of YFV can occur in three cycles: sylvatic, with nonhuman primates (NHPS) as
primary hosts and humans as incidental hosts; urban and intermediate/rural, with humans as
primary hosts. In Brazil, where there is a great diversity of NHPs, the maintenance cycle of
YFD is the sylvatic one, with vectors Haemagogus sp. and Sabethes sp.. Between 2017 and
2018, the country faced a major outbreak of YFD, with confirmed human and epizootic cases,
especially in the southeast region and in Minas Gerais (MG). Since then, cases in humans and
epizootics associated with YFV infection continue to be reported. The death of NHPs is
investigated and their notification is mandatory due to their importance as sentinels of YFD.
However, the use of carcass samples may limit some diagnostic methodologies. In this study,
the objectives were to investigate YFV infection in samples of NHPs from MG by means of
molecular biology techniques and to optimize a viral neutralization test using macerated liver
tissue samples in place of serum. To this end, total RNA was extracted from samples of NHPs
carcasses. Subsequently, the RNA was submitted to RT-qgPCR protocol using primers and probe
specific for the 5'UTR region of the YFV genome. To adapt viral neutralization assays, 50mg
fragments of liver tissue from mice experimentally infected with YFV 17DD (n=6) and samples
from a MOCK group (n=6) macerated in MEM medium (200puL) and clarified were used. Serial
dilutions were then made and virus (YFV 17DD) was added for inoculation in triplicate
(dilutions 1:20 to 1:160) in a monolayer of VERO cells in 12-well plates. YFV genome was
detected by RT-qPCR in kidneys and brains (15/144 and 6/58, respectively) from 2017 NHPs
carcasses whose livers were negative for YFV detection by RT-qPCR and in samples from
NHPs collected in the years 2021 and 2022 (18/124). For the results of the adapted viral
neutralization test, a significant difference was observed between the reductions of the MOCK
and infected groups. The results generated here increase the number of NHPs infected by YFV
in the year 2017 and corroborate the continued circulation of YFV in NHPs in the state of Minas
Gerais in 2021 and 2022, they also demonstrate the feasibility of the proposed adaptation to the

viral neutralization technique by plaque reduction using an alternative sample to serum.

Keywords: Arbovirus; Diagnosis; MG (Minas Gerais); Viral neutralization; Non-human
primates; RT-qPCR; Public health; Yellow fever virus.
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1. INTRODUCAO:

O termo Arbovirus (cunhado a partir da abreviacdo da frase em inglés arthropod-borne virus)
se refere aos virus transmitidos por vetores artropodes. Estes virus séo ecologicamente distintos
de muitos patégenos devido ao envolvimento de vetores artropodes e reservatorios animais em
seu ciclo de transmissdao. A emergéncia e reemergéncia de arbovirus resulta em grandes surtos
e tém distribuicdo mundial, tornando-os de grande importancia a satde publica. As doengas
causadas por arbovirus sdo dificeis de diagnosticar devido a presenga de sintomas inespecificos
além da necessidade de laboratorios e profissionais especializados para o diagnostico
(HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019; PIANTADOSI; KANJILAL, 2020). As
seguintes familias virais contém arbovirus envolvidos em diferentes ciclos ecolégicos de
transmissao responsaveis por causar doencas em humanos e animais: Peribunyaviridae,
Phenuiviridae e Togaviridae, e Flaviviridae (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019).

1.1 Flaviviridae
A familia Flaviviridae é composta por quatro géneros: Hepacivirus, Orthoflavivirus,

Pegivirus e Pestivirus e 97 espécies. O género Orthoflavivirus é composto por 53 espécies de
virus descritas (RICO-HESSE, 2017). Este género possui espécies que representam alguns dos
arbovirus de maior importancia a satde publica e economia mundial, visto que sdo responsaveis
por altas taxas de morbidade e mortalidade. Dentre os membros do género Orthoflavivirus
destacam-se as espécies Orthoflavivirus denguei (dengue virus ou DENV), Orthoflavivirus
zikaense (Zlka virus ou ZIKV), Orhtoflavivirus nilense (west Nile virus ou WNV), e
Orthoflavivirus flavi (virus da febre amarela ou YFV) (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013;
ICTV, 2020; INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2023). Os
virus anteriormente citados sdo agentes etioldgicos de doengas com quadros clinicos que
incluem sintomas gastrointestinais, febres, febres hemorragicas, encefalites e hepatites
(FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013; ICTV, 2020; MACKENZIE; GUBLER; PETERSEN,
2004; PIANTADOSI; KANJILAL, 2020).

Os virus pertencentes a familia Flaviviridae apresentam particula envelopada. O
envelope viral é formado por uma bicamada lipidica, circundando a membrana gque envolve o
nucleocapsideo. Este por sua vez, é formado em conjunto ao genoma, que € composto por uma
fita simples de RNA com polaridade positiva (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013). O virion

dos flavivirus apresenta aproximadamente 50 nm de didmetro e tem simetria icosaédrica. As
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proteinas que formam o virion s&o as proteinas de: envelope (E), membrana (prM), e capsideo

().

O genoma dos flavivirus é constituido por uma fita simples de RNA com polaridade
positiva (SSRNA +) formado por 11.000 nucleotideos (nt), e possui uma estrutura cap na porcéo
5°. O genoma apresenta uma unica janela de leitura (ORF, do inglés: open reading frame)
flanqueada por regibes ndo codificantes (NCRs, do inglés: noncoding regions) nas
extremidades 5’ e 3°, que além de ser infeccioso, também tem funcdo de mRNA. Esta ORF
produz uma unica poliproteina que posteriormente é clivada em trés proteinas estruturais (E,
prM, C) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura
1) (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013).

Flavivirus polyprotein

A 5ol Genomic polyprotein |j 0H
¥ ¥ L BRI NS4
B c[bru e | nst ] [ nss O[] NS5 |

‘v Signal peptidase ’Golgl protease 7 NS3 protease

Figura 1: Representacdo esquematica do genoma de Orthoflavivirus. A) Genoma de ssRNA (+) linear
de cerca de 11kb, presenga de estrutura cap na por¢do 5’ € por¢ao 3’ ndo poliadenilada. B) Poliproteina
clivada em trés proteinas estruturais (E, prM ,C) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5).
Adaptado de: Flavivirus https://viralzone.expasy.org/24

A multiplicacéo dos flavivirus se inicia com a adsorcao (figura 2[1]). A proteina E viral
liga-se aos receptores celulares, ainda pouco elucidados, e a penetragéo inicia-se por endocitose
mediada por clatrinas (figura 2[2]) seguida pelo transporte em endossomos (figura 2[3]). Com
a acidificacdo dos endossomos as membranas celular e viral sofrem fusdo, o que leva ao
desnudamento do nucleocapsideo viral (figura 2[4]) seguida pela liberacdo do RNA gendmico
no citoplasma (figura 2[5]). Apos a fuséo e liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma celular

a atividade do RNA viral é expressa em trés funcdes principais: como RNA mensageiro inicial
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no ciclo de infeccdo, como modelo para replicacdo e transcricdo de RNA e como substrato para

a montagem de novos virus (figura 2[6]).

O ciclo de multiplicacao dos flavivirus € inteiramente citoplasmatico, ocorrendo em
associagdo as membranas intracelulares, incluindo montagem e liberacéo da particula viral. O
processo de montagem inicia-se pela associacdo de dimeros de proteina C com o RNA
gendmico (figura 2[7]), seguido por brotamento em membranas do reticulo endoplasmatico,
que contém o complexo de glicoproteina E, e prM. Apds a montagem, as particulas virais sao
transportadas através da via secretora (figura 2[8]), e passam pela maturacdo atraves de
rearranjos nas proteinas E e prM, com clivagem da prM (figura 2[9]), e sdo entdo liberadas

através da superficie celular para o meio externo (Figura 2[10]).
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Figura 2: Representacdo esquematica da multiplicagcdo dos orthoflavivirus. Adsorcéo (1); Penetracdo
(2 e 3); Desnudamento (4 e 5); Replica¢do do genoma (6); Montagem (7); Maturacéo (8 e 9); e Liberacao
(10).

Adaptado de: Nat Microbiol. 2020 June (FIELDS; KNIPE; HOWLEY P, 2016).

1.2 Febre Amarela
A febre amarela (FA) e seu agente etioldgico, o YFV, foram respectivamente, a primeira

febre hemorragica e o primeiro virus humano transmitido por mosquito descritos (KLEINERT
etal., 2019; WALTER REED, 1901). O YFV é classificado filogeneticamente em apenas um
tipo e sete genotipos, estes sdo relacionados ao local de circulacdo do virus (figura 3). Dos
genotipos do YFV, cinco sdo africanos (West Africa I, West Africa Il ou West/Central Africa,
East Africa, East/Central Africa e Angola) e dois sdo sul-americanos (South-American | e
South-American 11) (MONATH; VASCONCELOS, 2015).
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Figura 3: Arvore com representacéo filogenética dos gendtipos de YFV. Andlise feita com base no
alinhamento da regido prM e E do genoma de 36 YFV americanos e africanos, usando o método de
maxima verossimilhanca com base no modelo geral de tempo reverso (GTR). Valores de bootstraps
indicados para 500 replicatas. Fonte: Emerging Microbes & Infections.

Historicamente, os surtos de FA sdo uma ameaca aos continentes Americano e Africano.

Com grandes surtos urbanos de FA em cidades portuarias da América do Sul durantes os

séculos 18 e 19, acredita-se que 0 YFV tenha emergido no continente Africano e foi introduzido

no continente americano junto ao A. aegypti, durante o trafico de pessoas escravizadas entre
paises europeus e suas coldnias (revisado por BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007; e

JACOME et al., 2019). A partir de analises filogenéticas correspondentes as sequéncias das

proteinas estruturais do YFV (prM e E), foi observado que (I) os isolados South-American | e

Il compdem um grupo monofilético, (11) os isolados South-American | e Il sdo divididos de

acordo com a circulagdo inicial no leste ou oeste do continente, (I11) os isolados South-
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American | e Il sdo mais proximos, filogeneticamente, dos isolados West Africa, e (1V) os
isolados East Africa sé@o os mais divergentes (BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007).

1.2.1 Ciclo de transmissdo
Em 1900 ja era conhecido o virus responsavel pela FA e 0 modo de transmisséo envolvendo

0 mosquito vetor Aedes aegypti (SOPER, 1937). Diversos programas de erradicacédo de vetores
e quarentena de infectados possibilitaram o controle da FA em &reas urbanas (FINLAY, 1955;
SOPER, 1937). Apesar da manutencdo das medidas previamente bem-sucedidas, a FA
continuou como uma ameaca no continente americano. Foi observada a continuidade da FA
especialmente em areas rurais e silvestres com baixa densidade populacional e auséncia de A.
aegypti, o que ndo poderia ser atribuida a infeccdes humanas, e assim levantou novas questdes
sobre a epidemiologia da doencga (SOPER, 1937).

Em 1933 estudos de vigilancia imunoldgica estavam disponiveis, e foi observado que a FA
continuou presente, de forma silenciosa, em regides da bacia amazdnica nos 20 anos anteriores.
Assim, devido aos surtos de 1934 a 1936 descobriu-se que a FA possui um ciclo de transmisséo
zoonotico independente, envolvendo primatas ndo humanos (PNHs) e vetores silvestres,
inicialmente chamado de febre amarela da selva (MONATH, 1994; SOPER, 1937). Acredita-
se que o virus estabeleceu um ciclo silvestre nas bacias dos rios Amazonas, Araguaia e Orinoco,
com 0s mosquitos Haemagogus spp. e Sabethes spp. como vetores, a partir dos surtos urbanos
anteriores (revisado por BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007).

Atualmente sdo conhecidos trés ciclos de transmisséo distintos para a FA: (1) ciclo de
transmisséo silvestre, anteriormente conhecido como febre amarela da selva; (I1) ciclo de
transmissdo urbano; e (I111) ciclo de transmissdo intermediario ou rural (figura 4). No ciclo de
transmissdo silvestre os hospedeiros primarios sdo os PNHs. Neste ciclo os humanos sdo
hospedeiro acidentais, sendo os vetores mosquitos do género Aedes na Africa e Sabethes ou
Haemagogus nas Ameéricas. No ciclo de transmiss@o urbano os hospedeiros principais sdo 0s
humanos e o vetor € o Aedes aegypti, ndo havendo necessidade de um hospedeiro silvestre para
a manutencéo da circulagdo viral. O ciclo de transmisséo intermediario (rural) foi descrito no
continente Africano e ocorre na interface entre areas urbanas e rurais ou silvestres, com vetores
Aedes spp. envolvidos, ocasionando pequenas epidemias rurais com grande potencial para
desencadear surtos urbanos (MONATH, 2001; WHO, 2017).
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Figura 4: |llustragdo representando o0s ciclos de transmissdo da Febre Amarela.
Silvatic: silvestre. Urban: urbano. Rural: rural/intermediério
Fonte: A global strategy to Eliminate Yellow fever Epidemics 2017-2026 (WHO, 2017).

No continente Africano, os principais hospedeiros amplificadores do YFV sdo os PNHs
dos géneros: Cercopithecus, Colobus, Cercocebus e Papio (RODHAIN, 1991). Os primatas
neotropicais, ou do Novo Mundo, descritos sdo divididos em cinco familias: Pitheciidae,
Aotidae, Atelidae, Cebidae, e Callitrichidae (JACOB C. DUNN & JURGI CRISTOBAL-
AZKARAT, 2016; ZUKAL, 2020) (figura 5). A familia Cebidae compreende os géneros:
Cebus, Sapajus e Saimiri; a familia Callitrichidae compreende os géneros: Callibella,
Callimico, Cebuella, Leontopithecus, Mico, Saguinus e Callithrix; Familia Atelidae
compreende os géneros: Ateles, Brachyteles, Lagothrix, Alouatta e Oreonax; a familia
Ptheciidae possui 0s géneros: Callicebus, Cacajao, Chiropotes e Pithecia; enquanto a familia
Aotidae é composta apenas pelo género Aotus (JACOB C. DUNN & JURGI CRISTOBAL-
AZKARAT, 2016). Nas américas, a maior diversidade e distribui¢do de PNHs é observada no
Brasil, com distribuicdo  de  espécies nos  seis  biomas  brasileiros
(https://www.taxeus.com.br/lista/3035).
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Figura 5: Familias de primatas neotropicais, seus géneros e ilustracdo de representantes (adaptado de
ZUKAL, 2020).

Um dos riscos relacionados ao vetor citados pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), € a propagacdo mundial dos principais vetores responsaveis pelos surtos urbanos: 0s
mosquitos do género Aedes spp. (WHO, 2017), desta forma, mais cidades e paises estdo em
risco de emergéncia de FA. As atuais epidemias de febre Zika, dengue e febre Chikungunya
(MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017), doencas cujo virus é transmitido por mosquitos do
género Aedes, sdo indicativos do sucesso ecoldgico deste vetor. As epidemias citadas
anteriormente levantam o alerta quanto a possivel reurbanizacdo da FA em areas onde este ciclo
ndo é relatado, como por exemplo o Brasil, pais cuja erradicacao do ciclo urbano de FA ocorreu
em 1942 (FRANCO, 1969).

Os eventos de spillover ocorrem quando um patdgeno é transmitido a partir de uma
populacdo hospedeira reservatéria para uma nova populagcdo potencialmente hospedeira
(POWER; MITCHELL, 2004). Visto que no Brasil ha a presenca dos vetores associados aos
ciclos de transmissao silvestre e urbano da FA, e todos os PNHs séo susceptiveis a infeccédo por
YFV, 0 aumento do contato humano com ambientes silvestres representa um risco para eventos

de spillover da FA silvestre, como também sua reurbanizacdo (POSSAS et al., 2018).

Segundo a OMS, alguns dos riscos relacionados ao ambiente e a0 comportamento
humano associados a emergéncia do YFV observados em cidades africanas séo: a aproximacéo
humana dos ambientes, reservatorios e vetores silvestres através do desmatamento; mudanca
climética; aumento de incursdes em areas silvestres; construcdo e limpeza de terras para a
agropecudria; a migracdo pendular entre areas silvestres e cidades ou grandes assentamentos; e
0 constante movimento populacional para diversas regifes. Estes fatores citados, em conjunto,

contribuem para a potencial disseminacao do virus da febre amarela (WHO, 2017).
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1.2.2 Epidemiologia
A FA continua uma ameaca a saude publica mundial, visto que ndo ha tratamento

especifico. A vacina (YFV 17DD) continua a melhor forma de combate a doenca e prevencéo
de novos surtos. A OMS preconiza como estratégia para controle e prevencdo da FA a
imunizacédo de pessoas a partir de nove meses de idade, campanhas de vacinagdo em massa para
aumento da cobertura vacinal em areas de risco, além da vacinacdo de viajantes para areas
endémicas para a FA (WHO, 2019). O Ministério da Saude brasileiro (MS) indica a aplicacédo
de dose Unica da vacina contra a febre amarela desde o ano de 2017, seguindo as diretrizes da
OMS, sem necessidade de aplicacio de dose de reforco (MINISTERIO DA SAUDE, 2017a;
WHO, 2013) visto que uma dose Unica € suficiente para conferir imunidade ao individuo ao

longo de sua vida.

AFA é endémica em paises da Africa e América do Sul (MONATH; VASCONCELOS,
2015), locais onde o ciclo de transmissdo silvestre € mantido (ROBERTSON, 1996). Existe
uma vacina contra a FA desde 1937 (THEILER; SMITH, 1937), entretanto estima-se que cerca
de 400 milhdes de pessoas ndo vacinadas vivem em areas de risco para a doenca (SHEARER
et al., 2017). Séo reportados anualmente cerca de 200 mil casos de FA, com 30 mil casos de
oObito associados (figura 6) (PAHO, 2021; SACCHETTO et al., 2020a).
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Figura 6: Reporte de casos mundiais de Febre Amarela até 2018. Preto: Global. Azul: Africa. Verde:
Américas. Year= ano; Reported Human YF Cases= casos de FA humana reportados.
Adaptado de: (SACCHETTO et al., 2020a).



26

Durante as décadas de 1940, 1950, e 2000, grandes campanhas de vacinagdo contra a
FA ocorreram e geraram grande impacto na contencdo de surtos e epidemias. Entretanto, em
meados das décadas de 1960 e 2000 a cobertura vacinal diminuiu significativamente em areas
endémicas o que foi associado aos surtos na América Latina e Africa durante estes periodos
(figura 7) (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018; e SHEARER et al., 2017).

Nigeria
1986-1994;
20,495/23%
1978: 105/19% - B
2003: 112/44% | m“
2013: |
139/6% )

1973: 70/91%
1993; 83/22%
1998-2003: 315/45%

Burkina Faso |
198

3:
391/73% Sudan

2003;
| 222315

Peru
1986-1989: 612/87%
1995: 495/38%

( Brazil 1
‘ 2007-18 {ongoing}: |

(S, 72332%

Liberia

1975: 151/52% ek Ghana
1981:102/28% | _ y > ! : 360/25% |Ivory Coast ‘1’7“’7" Lo
1989 107/61% | S e O > Joaisk | { e 823/24% |

(ra7a%

(6.32 million)
20 Paula

sa0
Y (12 million)

breaks (2008-2017)

Trends in Microbiology

Figura 7: Areas endémicas para o virus da febre amarela e distribuicio de surtos de Febre Amarela desde
1950.

Azul: regiBes endémicas para febre amarela.Verde: regides onde ha baixo risco de transmissao.
Vermelho: areas ndo endémicas, porém com risco de transmissdo. Amarelo: &reas sem risco de
transmissdo do YFV. Estrelas roxas: paises com grandes surtos desde 1950. Circulo amarelo: proporcéao
representa a intensidade do surto reportado de 2008 a 2016.
Fonte: Trends in Microbiology. (DOUAM; PLOSS, 2018).

Durante os anos de 2016 a 2018 eventos de reemergéncia do YFV foram observados
em regides endémicas e casos de infeccdo por YFV foram confirmados em regifes nao
endémicas (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018). Foram confirmados casos importados de
FA na China, Holanda e em paises da América do Sul. Nesse periodo (2016 a 2018) foram
confirmados casos de infec¢do por YFV em paises do continente Africano, entre eles: Angola,
com mais de quatro mil casos suspeitos; Republica Democratica do Congo, com mais de dois
mil casos suspeitos; Uganda e Nigéria também confirmaram a circulagdo de YFV. Entre os
paises da Ameérica do Sul, além da epidemia brasileira foram reportados casos de infeccdo por
YFV nos anos de 2016 a 2018 no Peru, Colémbia, Bolivia, Equador, Guiana Francesa e
Suriname (revisado por JACOME et al., 2019).

No continente Africano os PNHSs séo suscetiveis a infec¢do pelo YFV e mantém viremia

por tempo suficiente para contato com vetores, entretanto, raramente sdo acometidos pela
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doenca. Desta forma, as populagdes sdo rapidamente renovadas e o ciclo enzo6tico da FA é
mantido com intervalos reduzidos entre surtos (MORENO et al., 2013; SILVA et al., 2020).
Diferentemente, os PNHs endémicos da América do Sul sdo altamente susceptiveis a infeccéo
por YFV, levando a taxas significativas de morbidade e mortalidade nestes animais
(KLITTING et al., 2018). Na América do Sul, fora da bacia amazbnica, o YFV reemerge
esporadicamente com carater temporal e sazonal, especialmente em periodos chuvosos com
temperaturas elevadas (DE THOISY et al., 2020). Acredita-se que o padrdo temporal, com
intervalos de cinco a sete anos, observado para os surtos de FA, é devido a renovacdo das
populacbes de PNHs necessarias para a amplificacdo viral (revisado por KLITTING et al.,
2018).

Desde meados da década de 2000 o padrdo epidemiolégico das infecgdes por YFV no
Brasil mudou, e a maior parte dos casos reportados no periodo foram fora da regido amazonica
(VASCONCELOQOS, 2003). Vasconcelos descreve que essa reemergéncia nas regides sudeste e
sul do pais deve-se a cinco fatores: exposi¢do de uma populacdo humana suscetivel ao virus;
alta densidade de vetores e hospedeiros silvestres (PNHSs); condi¢cdes climaticas favoraveis,
especialmente aumento da precipitacdo; emergéncia de uma nova linhagem genética; e
circulacdo de humanos e/ou PNHs infectados (VASCONCELOS, 2010).

Considerando que o Brasil tem a maior diversidade de PNHs neotropicais descrita, com
179 espécies dentre as cinco familias neotropicais conhecidas (IUCN, 2022) majoritariamente
distribuidas em trés biomas (Floresta Amazonica, Mata Atlantica, e Cerrado), um deles, o
Cerrado, tem importancia para a ecologia da doenca, visto que ocorre em aproximadamente
24% do territdrio brasileiro e se interpdem entre 0s biomas Amazonia, Mata Atlantica, Pantanal
e Caatinga (IBGE, 2019). Uma vez que a regido sudeste é majoritariamente coberta por Cerrado
e Mata Atlantica, esta, configura um importante local para conservacdo de espécies e vigilancia

de epizootias.

Durante 2008 e 2009 casos de FA em humanos foram reportados inicialmente no estado
do Para, com posteriores notificacbes em Tocantins, Goias, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo e
Rio Grande do Sul. Grande eventos de epizootias de PNHs ocorreram em 2009 nos estados de
Goias, Mato Grosso do Sul e alcangou o sul do pais, no Rio Grande do Sul (MONATH,;
VASCONCELOQS, 2015). Os casos nas regides Sul e Sudeste durante 2008-2009 foram
causados por uma nova linhagem, o genotipo 1E, que emergiu do genoétipo 1D, linhagem que
circulou no pais e causou surtos de 1998 a 2007 (revisado por VASCONCELOQS, 2010).
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No periodo 2008/2009 grande parte dos casos de FA reportados foram fora da area
endémica para o YFV no Brasil (regides Sul e Sudeste), logo, a rotina de imunizacdo contra a
FA ndo era recomendada nestes locais (MONATH; VASCONCELOQOS, 2015). Apds o periodo
de surto 2008/2009 no Brasil, fora da bacia amazonica, o0 MS direcionou a ampliacdo da
vacinacao contra FA para as regides consideradas de transi¢do, o que incluiu os estados do Rio
Grande do Sul, S&o Paulo, Santa Catarina e a regido sul do estado de Minas Gerais (MS; SVS,
2009). Possivelmente devido a estes fatores, os maiores surtos de FA silvestre desde a descri¢ao
do ciclo de transmissdo silvestre na década de 1930, ocorreram de 2016 a 2018 na regido sudeste
brasileira (MINISTERIO DA SAUDE, 2020), com inicio no estado de Minas Gerais.

Desde 2008 o estado de Minas Gerais faz parte da area onde a vacinagdo contra FA ¢
recomendada pelo MS. Contudo, conforme o Informe Especial Febre Amarela No Brasil N°
01/2017, publicado pelo MS, ate o fim de 2016 a cobertura vacinal do estado permaneceu baixa,
com aproximadamente metade dos municipios do estado apresentando cobertura vacinal abaixo
de 50% (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Tal situacdo tornou a populagio do
estado susceptivel a infeccdo por YFV (FIGUEIREDO et al., 2020). Desde o surto de FA
iniciado em 2016, as areas com recomendacdo para vacinagdo contra FA em seu calendario
vacinal foram expandidas em territdrio nacional para incluir todos os estados das regides norte,
centro-oeste, sudeste e sul, além de alguns estados da regido nordeste e municipios do Piaui,
Alagoas e Sergipe (SAUDE, 2019).

No periodo de monitoramento de 2016 a 2017 foram notificados ao MS 3.564 casos
humanos suspeitos de FA, com confirmacédo de 777 casos e 2.270 foram descartados, 0s demais
casos foram inconclusivos devido a falta de critérios clinicos e epidemiol6gicos ou amostras
para diagndstico, ou permaneceram em investigacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). No
mesmo periodo (2016/2017) foram notificados ao MS 5.364 casos de epizootias em PNHSs,
deste, 1.412 foram confirmados para FA, 878 foram descartados e 0s demais permaneceram em
investigacdo ou foram determinadas inconclusivas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b).

Durante o monitoramento de FA no periodo de 2017 a 2018 foram notificados ao MS
6.589 casos humanos suspeitos de FA, com 1.266 confirmados e 4.091 descartados para FA,
enquanto foram notificados 7.417 casos de epizootias, com 752 confirmag0Oes e 2.458 casos
descartados para FA, 0s demais casos de epizootias permaneceram em investigacdo ou foram
inconclusivos devido a falta de critérios clinicos e epidemiolégicos ou amostras para
diagnostico laboratorial (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2018).
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Durante os periodos de monitoramento de FA entre 2016 e 2019 uma alta positividade
de infeccdo por YFV foi observada em amostras de PNHs coletadas em &reas urbanas,
periurbanas e rurais de diferentes municipios de Minas Gerais (SACCHETTO et al., 2020b).
Estimativas da carga gendmica de YFV nas amostras de PNHSs naturalmente infectados testadas
por Sacchetto e colaboradores (2020) demonstram uma carga maior, de forma similar entre
primatas dos géneros Alouatta, Callithrix, e Callicebus coletados em &reas rurais, quando em
comparacdo a amostras de Callithrix coletadas em areas urbanas e periurbanas. Analises
filogenéticas utilizando essas amostras demonstraram que as epizootias e casos humanos do

periodo foram provocados pela mesma linhagem de YFV.

No monitoramento de 2019 a 2020 as primeiras detec¢bes do YFV foram confirmadas
entre os meses de julho a outubro nos estados de S&o Paulo e Parana (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020). Neste periodo (2019/2020) foram notificados mais de 3.000 eventos de PNHs
mortos com suspeita de FA, destes, foram confirmadas por critério laboratorial 358 epizootias,
722 foram descartados, 505 permanecem em investigacdo e 1.611 foram classificadas como
indeterminadas, devido a falta de amostras para diagndstico. No mesmo periodo (2019/2020)
foram notificados 881 casos humanos suspeitos para FA, destes, 18 foram confirmados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Durante o periodo de monitoramento 2020 a 2021 foram reportadas mais de 1.400
epizootias em PNHs suspeitas de FA, destas, 218 foram confirmadas enquanto 635 foram
classificadas como indeterminadas devido a falta de amostra para diagnostico laboratorial. No
mesmo periodo (2020/2021) foram notificados 287 casos humanos suspeitos de FA, cinco
foram confirmados. Todos o0s casos humanos e a maior parte dos casos de epizootias
confirmados foram no periodo sazonal da FA (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Resultados publicados por Rezende e colaboradores demonstram a circulagcdo do YFV
na regido sudeste do pais de forma silenciosa antes do inicio do surto, em 2016 (DE REZENDE
et al., 2018). Andlises evolutivas e epidemiologicas suportam a hipotese de introdugédo do YFV
na regido sudeste do Brasil, a partir da regido centro-oeste, e avanco em direcdo a regido sul do
pais (DE REZENDE et al., 2018; DELATORRE et al., 2019a; MINISTERIO DA SAUDE,
2020, 2021).

Delatorre e colaboradores (2019) confirmaram a introducao do YFV no estado de Minas
Gerais a partir de Goids, estado da regido centro-oeste do Brasil. Em seu trabalho relataram

ainda a circulacdo desta mesma linhagem em Minas Gerais ha dois periodos sazonais anteriores
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ao surto de 2016 e sua introducdo no estado de Goids em 2014 (DELATORRE et al., 2019b).
Em 2019 foi detectada a infeccéo por YFV em PNHs no estado do Rio de Janeiro, a persisténcia
desta linhagem ocorreu por pelo menos trés periodos sazonais (DE ABREU et al., 2019). a em
2020 a Dra. Natéalia da Silva relata em sua tese de doutorado a presen¢a da mesma linhagem
viral em PNHs de Minas Gerais, 0 que sugere a circulacao silenciosa do virus na regido sudeste
(DE ABREU et al., 2019; NATALIA INGRID OLIVEIRA DA SILVA, 2021). Estes dados
demonstram a circulacdo de uma mesma linhagem de YFV fora da bacia amazonica por pelo

menos 0ito anos.

De forma concordante, epizootias sdo continuamente reportadas e casos de infecgéo por
YFV foram confirmados em humanos, vetores e PNHSs na regido sudeste e sul do pais nos anos
seguintes a 2020 ( SVS; MS, 2023; DE THOISY et al., 2020; OLIVEIRA DA SILVA, 2021;
OLIVEIRA et al., 2023). Em boletim epidemiolégico do MS publicado em janeiro de 2023,
durante o periodo de monitoramento 2022/2023 foram notificadas mais de 600 epizootias
envolvendo PNHSs suspeitos para FA em territorio nacional, com duas (0,3%) delas confirmadas
por critério laboratorial no estado de Minas Gerais e Parana, também foram notificados 158
casos humanos suspeitos (SVS; MS, 2023). No entanto, para 0 mesmo periodo a SES-MG
registrou 400 epizootias com confirmacdo de infeccdo por YFV em dois casos; houve também
a notificacdo de 58 casos humanos suspeitos de FA e a confirmacdo de um ébito por FA em
marco de 2023, (CENTRO DE INFORMACOES ESTRATEGICAS EM VIGILANCIA EM
SAUDE, 2023), indicando uma subnotificacio de epizootias e baixa confirmagéo laboratorial
em escala nacional. Estes dados apresentam evidéncias de manutencéo e circulagéo do YFV
nas regides Sul e Sudeste brasileiras, com risco de transmissdo a populacdo humana, o que
demonstra a importancia da vigilancia epidemioldgica para manejo e contencédo de surtos nestas

areas.

1.2.3 Patogénese viral e Diagndstico de FA
A partir da inoculagédo do YFV via vetor infectado, os individuos passam por um periodo

de incubacdo de trés a seis dias. Acredita-se que o YFV é amplificado inicialmente nos
linfonodos e apds viremia a FA torna-se viscerotrdpica, com o figado como principal sitio de
multiplicacdo viral (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018). Apos o periodo de incubacdo, 0s
primeiros sinais clinicos apresentados sao similares a sintomas gripais, como inicio abrupto de
calafrios, febre, dor de cabeca, fotofobia, dor lombossacral, nauseas, prostracdo, e mialgias

generalizadas, chamado de periodo virémico (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018; e
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MONATH, 2001). Seguido ao periodo virémico pode ocorrer a recuperacdo da infec¢do ou
entdo duas a 24 horas de melhora clinica, chamada de periodo de remissdo (MONATH, 2001).

Posteriormente ao periodo de remissdo, o individuo pode desenvolver o periodo de
intoxicacdo, apresentando o quadro grave da doenca que pode resultar em 6bito (20 a 50% dos
casos) (SACCHETTO et al., 2020a). Alguns dos sintomas associados a quadros graves da FA
sdo: ictericia, bradicardia, delirio, estupor, acidose metabodlica que leva a choque e hemorragia,
e faléncia renal e hepatica (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018; e SACCHETTO et al.,
2020a). No figado o YFV induz a apoptose de hepatdcitos e necrose litica, que, junto a
esteatose, resulta na maior parte dos danos hepéticos observados durante a doenca. Lesbes
significativas nos rins, timo, e baco, também ja foram reportadas, tanto em humanos quanto
animais (revisado por DOUAM; PLOSS, 2018).

Sabe-se que a producdo de anticorpos anti-YFV inicia-se, em média, entre 0 3° e 6° dia
de infeccdo, com a producdo de IgM na fase aguda da infeccéo e, posteriormente, 1gG, com o
pico de deteccdo proximo ao 14° dia pés-infeccdo (WAGGONER; ROJAS; PINSKY, 2018).
Considerando que anticorpos tém meia vida e tempo de deteccdo maior do que particulas virais
utilizando amostras de tecido em decomposicdo (ALBAS et al., 1999; GAMBLE; PATRASCU,
1996), estes sdo importantes recursos para o diagndstico e deteccdo de infeccdo por virus

envelopados de RNA, como € o caso do YFV.

A Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) preconiza o diagnostico da febre
amarela através de métodos denominados virologicos, e/ou através de métodos soroldgicos.
Para os métodos denominados viroldgicos podem ser realizados testes moleculares como PCR
(do inglés polymerase chain reaction) para detec¢cdo do genoma ou antigenos viral, técnicas de
imuno-histoquimica e o isolamento viral utilizando as amostras suspeitas, estes métodos sdo
indicativos de infeccdo ativa no periodo de coleta (PAHO-WHO, 2018). Os métodos
soroldgicos incluem deteccdo de IgM anti-YFV atraves de ELISA (do inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) ou ensaio de reducdo de placas (PRNT, do inglés plaque reduction
neutralization test) (PAHO-WHO, 2018), e indicam infecgdo prévia pelo YFV.

1.2.4 Vigilancia Epidemioldgica
Considerando a reemergéncia da FA, a vigilancia de epizootias tem como objetivo a

deteccdo precoce da circulagdo do YFV em seus reservatorios silvestres, os PNHs. Dessa forma,

os eventos de FA em PNHSs sdo considerados sentinela para a deteccdo de casos humanos
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(MORENQO et al., 2013). No Brasil, a Vigilancia de Epizootias teve inicio em 1999, ap6s um
periodo de surto na regido centro-oeste, com casos de epizootia antecedendo casos de FA em
humanos. Desde entdo, 0 MS incentiva iniciativas regionais para detec¢do do YFV ainda em
seu ciclo enzodtico (MS; SVS., 2017).

Azevedo Fernandes e colaboradores realizaram analises comparativas entre amostras
humanas e de PNHSs de diferentes géneros, obtidas durante o ultimo grande surto de FA no
Brasil (2017). Os primatas do género Alouatta foram considerados as sentinelas mais confiaveis
visto que sdo altamente sensiveis a infeccdo por YFV e apresentam, proporcionalmente, a maior
taxa de mortalidade atribuida a FA; primatas dos géneros Sapajus e Callicebus apresentaram
cargas virais mais altas em comparagao aos demais, entretanto apresentaram menores taxas de
mortalidade. Ja os primatas do género Callithrix sdo considerados 0s menos sensiveis,
apresentando cargas virais e taxas de mortalidade mais baixas em relagdo aos demais (DE
AZEVEDO FERNANDES et al., 2021).

A fim de prevenir a ocorréncia de casos humanos de FA, a vigilancia de epizootias em
PNHs realiza a notificacdo de casos confirmados de infec¢do por YFV de forma compulséria e
imediata (MS; SVS., 2017). Diferencas na suscetibilidade, carga viral e taxas de mortalidade
devem ser consideradas na vigilancia estratégica de epizootias e medidas de controle da FA
(DE AZEVEDO FERNANDES et al., 2021). Os casos suspeitos devem guiar 0s setores
competentes dos municipios afetados para a tomada de ac6es in loco, como: acionar o0s setores
de zoonoses, coleta e avaliacdo de amostras para diagnéstico, envio de amostras para
laboratdrio de referéncia, investigacdo local sobre presenca de vetores e hospedeiros, além de
histérico vacinal da populagdo. Os casos confirmados de infec¢do por YFV em PNHs séo
usados como guia para campanhas de imunizacdo e manejo em areas e populacfes em risco
para a infeccdo por YFV (MG - SES, 2021).

Embora haja um programa de vigilancia de epizootias, ele é principalmente baseado em
amostras de carcacas de PNHs (MS; SVS., 2017), o que pode limitar a obtencéo de amostras
representativas de diferentes periodos ou adequadas para certas técnicas de diagndstico. Esses
desafios, somados a aspectos da infec¢do pelo YFV como periodo e carga virémica (MONATH,
2001), podem dificultar ou impedir a aplicacdo de metodologias diagnosticas precisas. Desta

forma, sdo necessarias metodologias complementares e adaptadas a esta situacéo.

Assim, em consonancia com a literatura, em que foi descrito resultados promissores para

ensaios de deteccdo de anticorpos utilizando fluidos de tecidos post mortem macerados



33

(GAMBLE; PATRASCU, 1996), foi possivel considerar a utilizacdo de amostras de tecido
solido para testes sorologicos. Com base na possibilidade de recuperar anticorpos a partir de
tecidos solidos provenientes de animais infectados, em seu doutorado, a Dra. Natalia da Silva
executou ensaios de neutralizacdo viral a partir de amostras de tecido hepatico macerado,
provenientes de PNHs PCR-positivos para deteccdo do genoma de YFV. Os resultados
descritos por ela indicam viabilidade do uso deste tipo de amostra e possivelmente a
neutralizacdo viral em ensaios utilizando uma delas, e descreve ainda a deteccdo positiva por
teste imunocromatografico (EcoDiagnostica, Brasil) para a mesma (OLIVEIRA DA SILVA,
2021).

Suscitado por estes resultados foram produzidos homogenatos por meio de maceragao
(descrito no tépico 7.8.2) de fragmentos de figados coletados de animais experimentalmente
infectados, além de realizados ensaios de citotoxicidade pelo Dr. Erik Reis, durante suas
atividades de pds-doutorado. Estes ensaios foram performados com o in6culo de diferentes
diluicdes do homogenato de figado em placas contendo células VERO (ATCC, EUA), seguido
do uso de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT), dimetilsulféxido
(DMSO) e entéo levadas ao espectrofotdmetro para leitura do resultado. Os resultados obtidos
confirmaram viabilidade celular superior a 80% na menor diluigéo utilizada (1:20), e aumento
progressivo de viabilidade, alcancando 100% na maior diluicdo (1:640), demonstrando
possibilidade de uso deste tipo de amostra sem prejuizo para a monocamada celular a ser

inoculada.

Desta forma, durante os anos de 2021 e 2022 o grupo de pesquisa ao qual este trabalho
pertence, realizou diversos testes a fim de se avaliar a possibilidade de usar tecido hepético para
obtengdo de um homogenato a ser utilizado em ensaios de neutralizacdo viral. Uma vez que
homogenatos provenientes de carcagas animais demonstraram-se Vidveis em ensaios
preliminares. Assim, aqui sera descrita uma adaptacdo da técnica de PRNT para 0 uso de

amostras de tecido hepatico.
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2. JUSTIFICATIVA

A febre amarela permanece um grande problema para a saude publica global. Algumas
regides dos continentes africano e sul-americano sdo endémicas para 0 YFV e surtos recentes
nestes continentes evidenciaram a necessidade de a¢des preventivas quanto a reemergéncia da
febre amarela. A principal regido endémica para o YFV no continente sul-americano é a bacia
amazonica. Contudo, o ultimo grande surto notificado no continente ocorreu em 2016 fora da
bacia amazonica, e teve o estado de Minas Gerais como centro. Este surto teve elevado nimero
de casos humanos e epizootias confirmadas. O ministério da Saude notificou casos humanos e
epizootias ocorridos no ano de 2020, as secretarias de estado de salde confirmaram casos
humanos e epizootias devido a febre amarela também em 2021 e 2022. A literatura descreve,
também, a deteccdo de YFV em carcaca de PNHs e em vetores do estado de MG, estes dados
demonstram a continuidade da circulacdo viral no estado, mesmo apds o periodo de surto
intenso. A circulagdo silenciosa deste virus foi constatada em Minas Gerais antes do inicio do
surto (2015) e sabe-se que a introducdo do virus da febre amarela no estado ocorreu a partir da
regido centro-oeste. Estas informacg6es confirmam a circulacdo do virus da febre amarela fora
da bacia amazénica por pelo menos sete anos.

Os eventos de epizootias e morte de animais devido a FA levantam a preocupagéo quanto
ao declinio de espécies ameacadas e a consequente perda de biodiversidade e sentinelas para
prevencdo de novos surtos, visto que todas as familias de PNHs do novo mundo possuem
espécies criticamente ameacadas na Red List de Espécies Ameacadas, disponibilizada pela
Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN)
(https://www.iucnredlist.org/). Outras preocupa¢des quanto ao virus da febre amarela séo a

possibilidade de eventos de spillover e ressurgimento do ciclo urbano. Isto pois héa circulacéo
viral préxima a areas urbanas, e proximidade humana aos animais infectados. Estes ocorrem
por meio de corredores ecoldgicos, fragmentos de mata e parques urbanos, locais onde casos
de infecgdo por virus da febre amarela em PNHs ja foram reportados. E importante ressaltar
gue o ciclo de transmissdo da febre amarela é multifatorial e ecologicamente complexo pois
envolve diferentes vetores, e hospedeiros. Assim, as a¢Oes de vigilancia epizooticas sdo de
extrema importancia para a vigilancia da Febre Amarela. Estas a¢des visam o monitoramento
de areas endémicas e predicdo de possiveis surtos, a fim de reconhecer regides de ocorréncia e

subsidiar a definicdo de areas de risco e areas com recomendacdo de a¢des publicas.


https://www.iucnredlist.org/
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Enquanto a investigacdo molecular de infecgdo por virus da febre amarela é uma importante
forma de detecgdo da circulagdo viral, evidenciando infecgdes ativas, o uso de técnicas
soroldgicas pode ampliar esta janela de deteccdo, visto que sdo indicativos de infeccdo prévia.
Contudo, a vigilancia de epizootias é limitada devido ao uso majoritario de amostras
provenientes de carcacas de PNHSs, dificultando a obtencdo de amostras adequadas aos
protocolos e técnicas diagndsticas estabelecidos. Este desafio somado aos aspectos da infec¢do

por virus da febre amarela pode ser limitante para a aplicacdo de metodologias diagndsticas.

Desta forma a investigacao epidemioldgica com combinagdo de abordagens € preferencial.
Neste trabalho ocorre a investigacao de infeccdo por virus da febre amarela, em primatas ndo
humanos amostrados em diferentes regifes do estado de Minas Gerais durante e ap0s 0s surtos
de 2017, além de otimizacdo de ensaios para teste sorologico, com método adaptado a escassez
de amostras de soro. Este trabalho pode gerar resultados capazes de fomentar a compreensao
da dindmica de distribuicdo e circulagdo do virus da febre amarela durante e apds o ultimo surto
de febre amarela. Os resultados aqui obtidos tém potencial para guiar estratégias de controle e
manejo tanto em humanos quanto PNHs, para melhor auxiliar no monitoramento e
compreensdo da dindmica de infec¢do por YFV. Portanto, pode prevenir o risco de infeccéo por
spillover, além de promover a vigilancia da circulacdo do YFV no estado de Minas Gerais,

epicentro do ultimo grande surto.
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OBJETIVOS

Obijetivo Geral
Investigar a circulagdo de virus da febre amarela em PNHSs no estado de Minas Gerais

e testar um ensaio de neutralizagéo viral com amostra alternativa a soro.

Obijetivos Especificos

Investigar presenca do genoma de virus da febre amarela em carcagas de PNHs
coletados em MG, nos anos de 2017, 2021 a 2022,

Adaptar um teste de neutralizacdo viral para estimar presenca de anticorpos contra o

virus da febre amarela.
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4. MATERIAIS E METODOS:

4.1  AutorizacOes legais

Conforme determina a Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), o uso das amostras bioldgicas no presente trabalho foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS (UFMG) nos seguintes projetos e
protocolos 33/2021, CEUA: 176/2021, CEUA: 98/2017 (Anexo 1, Anexo 2 e Anexo 3). As
amostras utilizadas estdo registradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cddigo de cadastro A3A89D6.

4.2  Amostras biologicas

A partir de 2017, quando se iniciou a parceria entre Laboratorio de Virus (LV) e
Laboratorio de Zoonoses da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON-BH), foram recebidas
diversas carcagas e fragmentos de tecido provenientes de PNHSs de vida livre do estado de Minas
Gerais. As amostras utilizadas neste trabalho s&o oriundas desta parceria e compreendem
espécimes de diferentes géneros (Alouatta, Callithrix, Sapajus e Callicebus), coletadas pelo
Programa de vigilancia de febre amarela.

As carcagas, anteriormente citadas, foram coletadas em &reas rurais, periurbanas e
urbanas de diferentes regides do estado durante o periodo de surto de FA (2017-2018) e ap6s o
surto de FA (2019 a 2022). As amostras de PNHs coletadas e recebidas em diferentes anos
correspondem a diferentes tecidos: em 2017 foram recebidos baco, cérebro, figados, gdnadas,
pulmdes, rins entre outros; em 2018 as amostras recebidas foram de figados; ja as amostras
referentes as coletas de 2019 até a presente data, incluem figado e pulméo.

Parte dessas amostras foi armazenada in natura enquanto outra parte foi armazenada na
presenca de solucdo estabilizadora RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen — Thermo
Fisher Scientific, EUA) a -80°C. As amostras preservadas em RNAlater™ foram utilizadas
para testes moleculares. As amostras de 2017 a 2020 foram, em sua maioria, previamente
triadas pelas Dras. Livia Saccheto e Natalia Silva (OLIVEIRA DA SILVA, 2021;
SACCHETTO et al., 2020b) de forma complementar, 144 rins e 58 cérebros correspondentes
as carcacas de 2017 (Tabelas
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1 e 2) terdo resultados apresentados neste estudo. J& as amostras coletadas e recebidas
em 2021-2022 (Tabela 3) foram triadas por RT-gPCR (do inglés reverse transcription

polymerase chain reaction) para deteccdo do genoma de YFV também neste trabalho.

Tabela 1: Amostras de rins provenientes de carcacas de primatas ndo humanos previamente
YFV RT-gPCR negativos coletado durante o ano de 2017

PNH Total %
ettt Umido 32 22,2
Seco 112 77,8
Urbana 91 63,2
Area Periurbana 16 11,1
Rural/Silvestre 36 25,0
Sem Dados 1 0,7
Callithrix Sp. 132 91,7
Taxon Alouatta Sp. 4 2,8
Cebidae 1 0,7
Callicebus Sp. 7 49
Total 144 100

PNH: primata ndo humano

Tabela 2: Amostras de cérebros provenientes de carcacas de primatas ndo humanos
previamente YFV RT-gPCR negativos coletado durante o ano de 2017

PNH Total %

, Umido 5 8,6
e 53 91,4
Urbana 40 69,0

Area Periurbana 5 8,6
Rural/Silvestre 11 19,0

Sem Dados 2 3,4
Callithrix Sp. 55 94,8

Téaxon Alouatta Sp. 1 1,7

Callicebus Sp. 2 3,4

Total 58 100

PNH: primata ndo humano.
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Tabela 3: Total de amostras provenientes de carcacas de primatas ndo humanos coletadas
durante o ano de 2021 e 2022

PNH Total %
Umido 23 18,5
Periodo Seco 94 75,8
Sem Dados 7 5,6
Urbana 83 66,9
Area Periurbana 8 6,5
Rural/Silvestre 16 12,9
Sem Dados 17 13,7
Callithrix Sp. 110 88,7
Alouatta Sp. 3 2,4
Taxon Sapajus Sp. 3 2,4
Cebidae 1 0,8
Sem Dados 7 5,6
Central Mineira 15 12,1
Metropolitana De Belo Horizonte 62 50,0
Noroeste De Minas 2 1,6
Norte De Minas 4 3,2
Oeste De Minas 7 5,6
Mesorregides Triangulo Mineiro 7 5,6
Vale Do Rio Doce 13 10,5
Zona Da Mata 5 4,0
Jequitinhonha 1 0,8
Sul / Sudoeste De Minas 1 0,8
Sem Dados 7 5,6
Amostras Figado 124 100,0
Pulmao 124 100,0
Total 248 100

PNH: primata ndo humano

Em 2020, a Dra. Natalia da Silva descreve em sua tese a deteccdo de RNA de YFV por

RT-gPCR e sequenciamento parcial de genoma a partir de amostra de pulmao coletada de
carcaca de PNH (OLIVEIRA DA SILVA, 2021). Desta forma, deu-se possibilidade de testagem

para amostras de 0rgdos, ndo testadas anteriormente, provenientes do surto de FA (2017) e a

continuidade de teste de figados e pulmdes recebidos posteriormente a 2020. Foram testados,

portanto, 144 rins oriundos de carcagas de PNHs coletadas durante o surto de 2017 cujos figados

foram negativos para detecgdo do genoma do YFV e 58 cérebros destas mesmas carcacas; e

referente aos anos de 2021 e 2022 foram recebidas e testadas 248 amostras de figado e pulmao,
coletadas de 124 carcagas de PNHSs de vida livre, cedidas pelo LZOON-BH. Ainda no LZOON-
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BH, todas as amostras foram submetidas a investigacéo de infecgdo por virus da raiva, e foram
negativas para sua presenca, além de identificadas a nivel de familia ou género com excecéo de

oito carcacas.

4.3  Células e Virus

Foram utilizadas células VERO CCL81 (ATCC/EUA), uma linhagem celular de tecido
epitelial transformada a partir de rim de macaco verde (Cercopithecus aethiops), para a
producdo e titulacdo de estoque viral e como plataforma para isolamento viral. Para as tentativas
de isolamento viral, além de VERO também foram utilizadas células C6/36 (ATCC/EUA), uma

linhagem celular derivada do mosquito Aedes albopictus.

As células VERO foram mantidas em meio MEM (Minimal Essential Medium, Cultilab,
Brasil) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), e antibiéticos (100 U/mL de
penicilina, 50pug/mL de estreptomicina e 2ug/mL de anfotericina B) em estufa a 37°C, em
atmosfera com 5% de CO2. As células C6/36 foram mantidas em meio L-15 (Leibovitz,
Cultilab, Brasil) suplementado com 10% de SFB e antibidticos, como descrito anteriormente, a
28°C em estufa com demanda bioldgica de oxigénio (BOD, do inglés biological oxygen

demand).

Para a producdo de estoques virais, foram utilizadas amostras de YFV vacinal 17-DD
Fiocruz (gentilmente cedidas pelo Dr. Pedro Augusto Alves e Andreza Parreiras Gongalves).
Foram utilizadas garrafas de 75cm?2 contendo 1,8x10¢ células Vero, semeadas no dia anterior a
infeccdo, que, por sua vez, foi realizada a uma multiplicidade de infec¢do (MOI, do inglés
multiplicity of infection) de 0,01, com adsorcao feita a partir da homogeneizacéo a cada 10
minutos, durante uma hora. Apds infeccdo foi adicionado MEM suplementado com 1% de SFB
e antibioticos até o volume final de 20mL. As células foram mantidas em estufa, nas mesmas
condicdes citadas anteriormente, e observadas diariamente, ao microscopio éptico invertido
para verificagdo de efeito citopatico. Ao observar de 80% a 90% de efeito citopatico,
caracterizado pela lise celular das células VERO, o sobrenadante da infec¢do celular foi
coletado e transferido para tubos conicos de 50mL para centrifugacdo por 15 minutos a 2000 x
g, e 4°C. O sobrenadante clarificado foi aliquotado em tubos de 0,6mL contendo 50uL de
sobrenadante e armazenado a -70°C para uso posterior.



41

4.4 Titulacdo Viral

Os estoques virais foram titulados atraves de ensaios de formacéo de placas de lise. Para
tal, os experimentos foram feitos com duas aliquotas diferentes do estoque viral em duplicata,
utilizando placas de cultivo celular de seis pocos, preparadas no dia anterior ao ensaio para uma
confluéncia celular em torno de 90% da area total do pogo. Cada pogo foi semeado com 4x10°
células VERO por poco, adicdo de 1mL de MEM 5% S.F.B, e entdo as placas foram incubadas

overnight para aderéncia das células e formagdo da monocamada.

Para o experimento de titulacdo viral, as aliquotas do estoque viral utilizadas foram
diluidas de forma seriada em MEM 0% S.F.B e 2,5% HEPES na proporc¢éo de 1:10. Utilizou-
se 300uL das diluigdes (1073, 104, 10, 10, 107) e 0 mesmo volume do meio utilizado nas
diluicbes para o controle celular em cada uma das replicatas. Ap6s uma hora de adsor¢do com
homogeneizagdo por agitacdo a cada 10 minutos, o indculo foi retirado e foi, entdo, adicionado
meio carboximetilcelulose 2% (p/v) (CMC) acrescido de meio 199 2x (Gibco-Life Tchnologies,
EUA) no volume de 1:2 (v/v), 2% de SFB e antibidticos. As placas foram incubadas em estufa
a 37°C e 5% CO2 por cinco dias. Decorridos o0s cinco dias de incubacdo foram fixadas com
solucdo formalina (formaldeido 3,7%) por uma hora e entdo coradas com solucdo de cristal
violeta 1% em PBS (p/v) por 30 minutos, para contagem de placas de lise e obtencdo de
resultado em unidades formadoras de placa por mL (PFU/mL, do inglés plaque forming unit

por mL).

45  Triagem molecular de YFV

Para a extracdo de RNA total foram utilizados fragmentos de 20 a 30mg dos rins,
cérebros, pulmdes e figados preservadas em solucdo RNAlater ™ Stabilization Solution a -80°C
(Invitrogen — Thermo Fisher Scientific, EUA). Para cada amostra com RNA total extraido foi
registrado o peso correspondente ao fragmento de tecido utilizado. O RNA total foi obtido com
0 uso do kit de extragdo de RNA total RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, EUA), seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. As extracdes foram feitas em lotes de até 13 amostras
junto a um controle negativo de extracdo, a fim de minimizar a manipulagédo de material
bioldgico e risco de contaminacdo. Para o controle negativo foram utilizados apenas reagentes
e agua livre de RNase. O produto obtido foi armazenado em freezer -80°C e utilizado para
triagem molecular empregando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

precedida de transcrigéo reversa (RT-qPCR), para investigacao da presenca de RNA de YFV.
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Com o RNA obtido, foi realizado o teste de RT-gPCR para controle enddgeno (gene
codificador da B-actina) (tabela 4) para confirmar viabilidade de RNA total extraido (DE
REZENDE, et al., 2019; SACCHETTO et al., 2020). Para triagem molecular da presenca do
RNA de YFV nas amostras, foi utilizada a metodologia e iniciadores descritos por Domingo e
colaboradores (tabela 4) (DOMINGO et al., 2012) por meio da técnica de RT-gPCR One Step
com alvo a regido 5° UTR (do inglés untranslated region) do genoma viral (Sistema
GoTag®Probe 1-StepRT-qPCR Promega, EUA).

Para a RT-gPCR foram utilizados, em duplicatas, 2,5uL de RNA total extraido como
molde adicionados a 7,5uL. de Master Mix de reagdo. A reagdo de RT-gPCR foi realizada nas
seguintes condicdes: a SuL de tampdo 2x (GoTaq 1step, Promega, USA) serdo adicionados
0,5uL de cada iniciador, 0,2ul. YFV-probe-TAMRA, 0,2uL da Transcriptase Reversa, 2,5ul
de RNA e agua ultrapura g.s.p. 10 uL. A reacdo ocorreu em termociclador StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) ou QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems), nas seguintes condic¢des: 45°C por 15 minutos, 95°C por 2 minutos e 40 ciclos de

95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos.

Tabela 4: Iniciadores para investigacdo de RNA codificador para B-actina e RNA de YFV, por
RT-gPCR

Iniciadores o Tamanho do o
Sequéncia Gene alvo Referéncia
e sondas fragmento (pb)
GCTAATTGAGGTGYATTGGTCTG
YFV-F c
DOMINGO et
YFV-R CTGCTAATCGCTCAAMGAACG UTRY 88 S
al.,
ATCGAGTTGCTAGGCAATAAAC
YFV-Probe
AC
Bactina-F CCAACCGCGAGAAGATGA Bacti - De Rezende et
-actina
Bactina-R CCAGAGGCGTACAGGGATAG al., 2019

YFV: virus da febre amarela; F: iniciador sentido senso; R: iniciador sentido anti-senso; Probe:
sonda.

Os controles (1) negativos de extracéo, (11) sem DNA alvo e (I11) positivo para presenca
do genoma de YFV; foram devidamente utilizados em cada reacdo realizada. O limiar de
deteccdo utilizado foi o Cq (do inglés Cycle quantification value) 39. Assim, foram

consideradas positivas as amostras cuja amplificagdo em todas replicatas feitas foi igual ou
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inferior ao Cq 39; as amostras consideradas indeterminadas foram aquelas cuja amplificagéo
ocorreu até o Cgq 39 em apenas uma das replicatas, enquanto as amostras negativas foram
aquelas que ndo apresentaram amplificacdo abaixo do limiar de detec¢éo utilizado (Cq > 39).
Todas as amostras com resultado positivo ou indeterminado para detec¢cdo de RNA de YFV por
RT-gPCR foram novamente submetidas ao teste de PCR. Desta vez, com e sem a presenca de
enzima RT, a fim de se detectar possiveis contamina¢des ambientais por amplicons.

As amostras com deteccdo de YFV foram registradas no SisGen sob o codigo de
cadastro A3A89D6. Além disso, uma amostra positiva por RT-qPCR neste estudo e uma
amostra sabidamente positiva para deteccdo de YFV foram utilizadas para tentativa de

isolamento e sequenciamento de genoma viral.

4.6 Isolamento viral

Foi realizada uma tentativa de isolamento viral utilizando 50mg de tecido pulmonar
(PNH 695, amostra 1041/2020) (NATALIA INGRID OLIVEIRA DA SILVA, 2021) e hepatico
(PNH 876, amostra 1205/2021) de PNHs com detec¢do gendémica de YFV por RT-gPCR. Dois
sistemas in vitro foram utilizados e os indculos ocorreram em placas de cultivo celular de 12
poc¢os. Um dos sistemas in vitro utilizado foi a infec¢do de células C6/36, mantidas em meio L-
15 suplementado com 10% SFB, a 28°C em BOD. O segundo dos sistemas de infecgéo foi de
células VERO mantidas em meio MEM suplementado com 5% de SFB, a 37°C em estufa com
5% de CO2. As placas de 12 pogos utilizadas foram preparadas com adicéo de 3,6x10° células
C6/36 por pogo, e 1,8x10° células VERO por poco, nos respectivos dias anteriores a infeccio
de cada uma delas.

As infeccdes foram feitas em seis passagens cegas. Para a primeira passagem, utilizou-
se como inoculo um homogenato preparado a partir de 50mg do tecido em questdo em 200uL
de meio MEM ou L-15 sem suplementacgéo de SFB suplementado com 2,5% de solucdo tampé&o
HEPES 1M. Em tubos apropriados para uso em beadbeater (Mini-Beadbeater-16, BioSpec
Products, EUA), foram adicionadas: quatro beads de borossilicato de 2mm de diametro (Sigma-
Aldrich, Alemanha), 200 uLL do meio adequado para cada tipo celular em concentracéo de 0%
SFB e 2% de solucdo tampdo HEPES. Apds maceracdo, o produto obtido foi armazenado a -
20°C por 2 minutos e entdo novamente macerado, apos a segunda maceracéo este produto foi
submetido a centrifugacdo em 8000 x g por 3 minutos, 0 sobrenadante foi coletado e transferido
para um novo tubo para armazenamento temporario em -20°C. Ao tubo contendo o pellet de

tecido macerado, foram adicionados novos 100uL de meio, nas condigdes descritas
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anteriormente, sendo este submetido a uma nova maceracgao. Apos maceragdo Unica, este novo
produto foi submetido aos mesmos procedimentos descritos para 0 homogenato anterior e
adicionado a ele, a fim de se obter 30uL de homogenato. O homogenato final foi filtrado em
filtro de 0,22um e utilizado para duas diluigdes (1:2 e 1:4) e ino6culo de 180uL por pogo da
placa de cultura celular, onde foi feita a infeccdo de um poco para cada diluicdo das amostras e
dois pocos de controle celular de infeccdo, um com meio nas mesmas condigdes de preparo do

homogenato, e um com meio sem adicao de suplementacdes.

Ap0s cinco dias de infeccdo para a C6/36 e quatro dias para a VERO, o sobrenadante
de cada poco foi coletado e, centrifugado em 8000 x g por 3 minutos, 180uL destes
sobrenadantes foram utilizados para uma nova passagem cega enquanto o restante foi
armazenado em freezer -80°C. Os sobrenadantes coletados durante as seis passagens nas células
foram utilizados para extracdo de RNA total utilizando o kit Qlamp Viral RNA Minikit
(QIAGEN, USA) seguido de RT-gPCR para a deteccdo de genoma de YFV.

4.7  Adaptagédo do Teste de Neutralizacdo Viral por Reducao de Placas

4.7.1 Animais Experimentalmente infectados

Com autorizacdo da CEUA - UFMG, sob 0s numeros de protocolos 33/2021 e 176/2021,
foram utilizadas amostras de animais experimentais provenientes de projetos anteriores do
grupo, além de adquiridos e mantidos camundongos knockout para receptores de interferon tipo
I C57 black 6 (IFNAR —/— C57BL/6) em gaiolas e ambientes proprios para manutencdo. Os
animais tiveram disponibilidade de alimento, agua e enriquecimento ambiental livres, além de
trocas e limpezas periodicas das gaiolas. Foram utilizados dois grupos: MOCK (n = 6) e
infectados (n = 6). A infeccdo ocorreu por via intraplantar, com inoculo de 10uL de
sobrenadante utilizando seringas de 0,3mL (BD Ultra-Fine, EUA). os animais foram inoculados
com sobrenadante de infeccdo em células VERO, ou sobrenadante de células VERO néao
infectadas com YFV (MOCK). A manutencao e infeccdo destes animais foi responsabilidade
majoritaria do Dr. Erik Reis, como parte do seu projeto de pds-doutorado e da técnica Thais

Alkifeles, ambos vinculados a este projeto.

A partir do momento de infeccdo, os animais foram monitorados periodicamente por 21
dias, a fim de se observar sinais clinicos. Decorridos os 21 dias pds infec¢do, os animais foram
eutanasiados por administragédo de 0,2mL (para cada 20g de peso do animal) de solucdo

elaborada com overdose de 1,0mL de Cetamina 10% (100mg/kg); 0,5 mL de Cloridrato de
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Xilazina 2% (10 mg/kg) e 8,5mL de &gua para injecdo, seguido de deslocamento cervical a
partir de imobilizacdo do crénio do animal e tracdo da base da cauda ap6s confirmagdo da
sedacdo total dos animais. Os figados dos animais dos trés grupos experimentais foram
coletados, sendo alocados, em seguida, em micro tubos de 1,5mL identificado e armazenado a
-20°C.

4.7.2 Testes de Neutralizacdo Viral por Reducdo de Placas utilizando amostras de camundongo

A partir de ensaios preliminares, foram feitas algumas observagdes que suscitaram
novas modificacdes ao protocolo. Visto que as aprovacdes do CEUA permitiam o uso de
amostras provenientes de projetos anteriores, inicialmente, utilizou-se figado coletado de
animais perfusionados para coleta sanguinea. Os figados coletados apds perfusdo cardiaca
apresentaram resultados divergentes entre animais do mesmo grupo experimental; o que foi
atribuido a coleta de sangue, e esta ndo foi continuada. Modificou-se também o tipo de placa
de cultura celular utilizado, anteriormente de seis pocos, para placas de 12 pocos, visto que 0s
ensaios realizados em placas de seis pocos (dados ndo apresentados), limitavam nimeros de
replicatas e dilui¢des possiveis.

Ainda nestes ensaios preliminares observou-se que as contagens de PFU obtidas ndo
eram condizentes com as quantidades esperadas, assim, foram feitas modificacbes para a
titulacdo de estoque viral e preparo de controle de virus utilizado nos experimentos. Desta forma
passou-se a suplementar o meio de cultura com 2,5% de solucdo HEPES 1M, e 1% de SFB
guando em contato com estoque viral. Por conseguinte, novos ensaios foram realizados e as
amostras foram diluidas de forma seriada até a concentracdao final de 1:1240 (dados ndo
apresentados). Nao sendo observada redugdo do nimero de placas de lise a partir das diluicGes
1:320 e uma baixa neutralizacdo a partir da diluicdo 1:160, escolheu-se entdo continuar os

experimentos sem as dilui¢Bes seguintes a 1:160.

Estabelecidos estes parametros, foram preparados homogenatos clarificados obtidos a
partir de 50mg de tecido hepatico proveniente de animais experimentalmente infectados com
YFV 17DD (IFNAR /- C57BL/6, n=6), e MOCK (IFNAR /- C57BL/6 n=6), macerados em
meio MEM. Apo6s eutanésia, os figados coletados foram utilizados para confeccdo de um
homogenato. Este homogenato, por sua vez, foi preparado a partir da adi¢do de fragmentos de
50mg de figado a micro tubo de 1,5mL adequado para uso em beadbeater (Mini-Beadbeater-
16, BioSpec Products, EUA), contendo 200uL de meio MEM 0% e quatro beads tratadas. Estes
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tubos foram alocados em beadbeater para maceragéo, que ocorreu por dois minutos. Seguiu-se
com centrifugagéo a 8000 x g por 10 minutos e coleta do sobrenadante, depositado em um novo
micro tubo. O sobrenadante obtido foi novamente centrifugado, nas mesmas condi¢cfes cinco
vezes, a fim de se obter ao final um sobrenadante homogéneo com pouco debri celular,

resultando em um homogenato.

Os homogenatos e soro foram incubados a 56°C em banho seco (Thermomixer comfort
— Eppendorf), para inativacdo do sistema complemento. Os homogenatos foram utilizados em
substituicdo ao soro, de forma similar ao usado para o protocolo de PRNT. Em todos os
experimentos em paralelo as amostras testadas, foram incluidos controles positivos e negativos.
Como controle positivo foi usado soro de doador imunizado para YFV, por meio de vacinacao
(YFV-17DD), com producdo de anticorpos neutralizantes anti-YFV conhecida. Um segundo
controle positivo foi feito usando uma mistura na proporg¢do de 1:1 de homogenato de figado
de animal MOCK e soro de animal previamente infectado com YFV. Este controle teve o intuito
de analisar possivel interacdo entre homogenato de figado na neutralizacao de particulas virais
por anticorpos presentes no soro. Como controle negativo, foi usado homogenato de tecido
hepético de animal MOCK.

Inicialmente, foram preparadas as diluicbes do homogenato dos animais MOCK (n=6)
ou infectados (n=6), bem como dos controles (positivos e negativos) na concentracao 1:10. Esta
diluicdo foi feita a partir da adicdo de 80uL de homogenato e soro a 720uL de meio MEM
suplementado em 1% SFB e 2,5% solugdo HEPES 1M, em seguida foi homogeneizada e
submetida a uma nova etapa de centrifugacdo, desta vez 16000 x g por trés minutos. Em
seguida, homogenatos e controles na concentracdo de 1:10 foram transferidos para placa de 96
pocos modelo deepwell e usados para o preparo de dilui¢des seriadas na base 2 (1:20 a 1:160),
utilizando micropipetas multicanal para a transferéncia de 350ul de volume dos pogos
superiores para os inferiores, contendo também 350uL de MEM suplementado em 1% SFB e
2,5% HEPES 1M (sentido A para D, Figura 8.1).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
A 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10
B 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20
C 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40
D 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80
E
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 Ccv Ccv CC
B 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 Ccv CcvV cC
C 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 CcvV CcvV CC
D 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 Ccv cv cC
E CcvV Ccv CC
F CV Ccv CC
G CcvV Ccv CcC

Figura 8: Esquema representando preparo de placas deepwell para diluicdo seriada de amostras. 8.1:
Pocos das colunas 1 a 6 correspondem a diluicdes de amostras. Pogos das colunas 7, 8 e 9 correspondem
as dilui¢Bes de controles. Colunas 1 a 9: colunas correspondentes as amostras e controles. A a E: linhas
correspondentes as diluigdes. CV: controle de virus. CC: controle celular. 8.2: Pogos entre as colunas 1
e 9, linhas A e E correspondem a diluigdes final de cada amostra e controles. Pocos das colunas 10 e 11
correspondem aos pocos de controle de virus. Pogos da coluna 12 sdo de controle celular. 1 a 12: colunas
correspondentes as amostras e controles. A a E: linhas correspondentes as dilui¢des. CV: controle de
virus. CC: controle celular.

A diluicdo do YFV vacinal, utilizado como controle de virus, foi realizada em meio
MEM suplementado com 1% S.F.B e 2,5% HEPES 1M. Foram transferidos 300uL de cada
diluicdo das amostras para uma segunda placa de 96 pogos modelo deepwell (mantendo ordens
utilizadas anteriormente). Também foram adicionados volumes correspondentes de MEM
suplementado em 1% SFB e 2,5% solucdo HEPES 1M, nas colunas equivalentes aos controles
de virus e celular. A esta placa um total de 300uL de YFV (contendo entre 100 e 150 PFU de
YFV 17DD) foi adicionado a cada poc¢o das colunas de 1 a 10, resultando nos controles de virus

e em dilui¢Bes seriadas finais dos homogenatos nas concentracoes de 1:20 a 1:160 (Figura 8.2).

Apds a adicdo de virus as amostras foi feita a incubagéo das diluicdes dos homogenatos
(1:10 a 1:320) por uma hora (37°C e atmosfera de 5% de CO.). Decorrida uma hora de
incubagdo o material foi usado para indculo em placas de 12 pogos contendo 1,8x10° células
VERO por poco. O indculo foi de 180uL por pogo, sendo trés replicatas por dilui¢do, dois
pocos de controle de virus e um poco de controle celular, totalizando duas placas por controle
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e quatro placas a cada trés amostras (Figura 10). Apds uma hora de adsorcao (37°C e atmosfera
de 5% de CO2) com homogeneizacao por agitacdo a cada 10 minutos, o indculo foi retirado e
adicionado meio CMC (1%) 1% SFB. Posteriormente as placas foram incubadas (37°C e
atmosfera de 5% de CO.) por cinco dias. Apos o tempo de incubagéo as células foram fixadas
com solucéo de formalina por uma hora, e coradas utilizando solugéo de cristal violeta 1% em

salina fosfatada (PBS) (p/v) por 30 minutos, para contagem de placas de lise.

CONTROLE (PLACA 1)
1 2
1:40

CONTROLE (PLACA 2)

1:160 1:320

>
=
[\S)]
(=]

G
(DXE>

w

O

OC@-

(D
(S5

.
r
\

(KD

r

AMOSTRA (PLACA 1) AMOSTRAS (PLACA 2)
1 2 3 i 1 3
A 1:20 1:40 A 1:160 ilg

oy

OO
SO
SO

»-<; N
AN

—

(=Y

o

o

OCS;
X

@
=

Figura 9: Esquema ilustrado demonstrando o padrdo de infeccdo de placas utilizado no teste. CV:
controle de virus; CC: controle celular. X, Y e Z: amostras hipotéticas.

Em cada uma das placas inoculadas foram utilizados dois controles: dois pogos de
controle de virus, e um pogo de controle celular. Para prosseguir com as analises estatisticas
foram estabelecidos 0s seguintes critérios: as replicatas de cada grupo (MOCK e Infectados)
ndo deveriam apresentar grandes varia¢Ges entre si, com méxima de 25% para as replicatas de

amostras; nos controles de virus a variacdo maxima deveria ser de 35% para nimero de PFUs
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observados em relacdo ao total esperado para o inoculo (110 PFU); o controle celular ndo
deveria apresentar placas de lise ou deformac6es visiveis na monocamada, eliminando suspeitas
de contaminacdo; e os controles positivos e negativo deveriam apresentar comportamento de
neutralizacdo concordante. Ao descumprir estes critérios, os resultados foram desconsiderados,

e 0s demais resultados foram entdo utilizados para analises estatisticas.

4.8 Andlises estatisticas

As analises estatisticas deste trabalho foram realizadas na linguagem R, com uso do
programa RStudio, versédo 3.4.2 (RSTUDIO TEAM, 2020; WICKHAM, 2016), usando oS
pacotes ggplot2. Para teste de normalidade dos dados foi utilizado o Teste de Shapiro-Wilk
(1965), para analise de tendéncia central e diferencas estatisticas foi usado teste de

Wilcoxon/Mann-Whitney (1945/1947) e valor de p < 0,05 considerado significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Investigacdo molecular do virus da febre amarela em primatas ndo humanos de Minas

Gerais.
Entre 2019 e 2022, embora casos confirmados de FA em humanos nao sejam reportados

em Minas Gerais, 0 registro de epizootias acometendo PNHs ocorre, inclusive com casos
confirmados de infeccdo por YFV (ANDRADE et al., 2022; NATALIA INGRID OLIVEIRA
DA SILVA, 2021). Contudo, em fevereiro de 2023 foi confirmado pela SES-MG um caso
humano de infeccdo por FA (CENTRO DE INFORMAGCOES ESTRATEGICAS EM
VIGILANCIA EM SAUDE, 2023). Assim, neste estudo continuou-se a investigacao da

infeccdo em carcagas de PNHs coletadas no estado de Minas Gerais.

Foram testadas amostras de rim provenientes de 144 carcacas de PNHs coletadas durante
o surto de 2017 cujos figados foram negativos para deteccdo do genoma do YFV anteriormente
(SACCHETTO et al., 2020b). Das 144 amostras de rim testadas 22,2% foram coletadas durante
periodo Umido e 77,8% em periodo seco; além de majoritariamente em areas urbanas (63,2%)
seguida por areas rurais/silvestres (25%) e periurbanas (11,1%), com uma Gnica amostra sem
registro de area. Também foram coletadas de representantes de quatro familias neotropicais:
Callithrichidae (representada pelo género Callithrix sp. n = 132/91,7%), Atelidae (representada
pelo género Allouata sp. n = 4/2,8%), Cebidae (n = 1/0,7%), e Pitheciidae (representada pelo
género Callicebus sp. n = 7/4,9%) (Tabela 5). Do total de amostras testadas (n=144), 15 (10,4%)

foram positivas, quatro foram indeterminadas (2,8%), e 125 (86,8%) foram negativas para a

deteccdo de genoma de YFV. As amostras de rins positivos tiveram Ct médio de 35,1.
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Tabela 5: Deteccdo molecular do RNA de virus da febre amarela em amostras de rim
provenientes de carcacas de primatas ndo humanos, de Minas Gerais, 2017

PCR

PNH Pos Ind Neg Total %
Perfodo Umido 3 1 28 32 22,2
Seco 12 3 97 112 77,8
Urbana 9 3 79 91 63,2
Area Periurbana 1 0 15 16 11,1
Rural/Silvestre 5 1 30 36 25,0
Sem dados 0 0 1 1 0,7
callithrix sp. 13 3 116 132 91,7
Taxon Alogatta sp. 1 1 2 4 2,8
Cebidae 0 0 1 1 0,7
Callicebus sp. 1 0 6 7 4,9
Total 15 4 125 144
% 10,4 2,8 86,8 100,0

PNH: primata ndo humano; Pos: RT-gPCR positivo; Ind: RT-qPCR indeterminado; Neg: RT-gPCR
negativo.

As amostras de cérebro testadas neste trabalho (n = 58) sdo provenientes de carcacas
cujos figados, previamente testados pela Dra. Livia Sacchetto (SACCHETTO et al., 2020b;
SACCHETTO PENGO, 2020) eram negativos para deteccdo de YFV por RT-qPCR. Estas,
foram coletadas durante os periodos Umido (8,6%), e seco (91,4%), em areas urbana (69%),
periurbana (8,6%), rural/silvestre (19%), e duas (3,4%) ndo continham dados de area. Foram
amostras retiradas de carcacas de representantes de trés familias de PNHs neotropicais:
Callithrichidae (género Callithrix sp. n =55/94,8%), Atelidae (género Allouata sp. n = 1/1,7%),
e Pitheciidae (género Callicebus sp. n = 2/3,4%). Destas 58 amostras, 50 foram consideradas
negativas para deteccdo do genoma de YFV, seis (10,3%) positivas, e duas (3,4%)

indeterminadas (Tabela 6). Os cérebros positivos para deteccdo de RNA de YFV tiveram Cq

médio de 34,9, enquanto o Cq médio das amostras com resultado indeterminado foi de 36,3.
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Tabela 6: Deteccdo molecular do RNA de virus da febre amarela em amostras de cérebro
provenientes de carcacas de primatas ndo humanos, de Minas Gerais, 2017

PNH PCR Total
Pos Ind Neg %
Perfodo Umido 1 0 4 5 8,6
Seco 5 2 46 53 91,4
Urbana 5 1 34 40 69,0
. Periurbana 0 0 5 5 8,6
Area : '
Rural/Silvestre 1 1 9 11 19,0
Sem Dados 0 0 2 2 3,4
Callithrix Sp. 5 2 48 55 94,8
Téaxon Alouatta Sp. 1 0 0 1 1,7
Callicebus Sp. 0 0 2 2 3,4
Total 6 2 50 58
% 10,3 34 86,2 100,0

PNH: primata ndo humano; Pos: RT-gPCR positivo; Ind: RT-qPCR indeterminado; Neg: RT-gPCR
negativo.

Dos anos 2021-2022 foram testadas amostras de figado e pulméo (n = 124/ n = 124) de
124 carcacas de PNHSs. Estas carcacas foram coletadas durante os periodos umido (18,5%), seco
(75,8%), e seis delas ndo possuem dados de periodo de coleta (5,6%), em 10 mesorregides de
MG: Central Mineira (12,1%), Metropolitana De Belo Horizonte (50%), Noroeste De Minas
(1,6%), Norte De Minas (3,2%), Oeste De Minas (5,6%), Triangulo Mineiro (5,6%), Vale Do
Rio Doce (10,5%), Zona Da Mata (4%), Jequitinhonha (0,8%), Sul / Sudoeste De Minas (0,8%)
e 5,6% delas ndo possuem dados de local de coleta. Estas amostras sdo provenientes de areas
urbana (66,9%), periurbana (6,5%), rural/silvestre (12,9%), e 13,7% delas ndo apresentam estes
dados. Das 124 carcacas, 88,7% eram do género Callithrix sp., 2,4% eram do género Alouatta
sp., 2,4% do género Sapajus sp., e 7,3% delas ndo foram identificadas. Todas as 18 amostras
positivas foram referentes aos figados e apresentaram Cqs variando de 32,8 a 37,3 com Cq
médio de 36,1. O Cq médio das amostras indeterminadas foi de 36,3, todas de figado, ja as
consideradas negativas foram 96 figados e 124 pulmdes. Estas amostras apresentaram
positividade de 14,5% (n = 18), além de 8,1% (n = 10) de resultado indeterminado e 77,4% (n
= 96) de resultado negativo para deteccdo do genoma de YFV. As amostras positivas e
indeterminadas sdo provenientes de seis mesorregides: Central Mineira (n= 4) Metropolitana
de Belo Horizonte (n=14), Norte de Minas (n=1), Oeste de Minas (n=3), Triangulo Mineiro /
Alto Paranaiba (n=3), e Vale do Rio Doce (n=1) (Tabela 7).
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Tabela 7: Detec¢do molecular do RNA de virus da febre amarela em amostras de carcacas de
primatas ndo humanos dos anos 2021-2022, Minas Gerais

PNH PCR
Pos Ind Neg Total %
Periodo Umido 7 0 16 23 185
Seco 9 10 75 94 75,8
Sem Dados 2 0 5 7 5,6
Urbana 13 3 67 83 66,9
Area Periurbgna 0 2 6 8 6,5
Rural/Silvestre 2 3 11 16 12,9
Sem Dados 3 2 12 17 13,7
Callithrix Sp. 16 10 84 110 88,7
Alouatta Sp. 0 0 3 3 2,4
Taxon Sapajus Sp. 0 0 3 3 24
Cebidae 0 0 1 1 0,8
Sem Dados 2 0 5 7 5,6
Central Mineira 2 2 11 15 121
Metropolitana  De
Belo Horizonte 10 4 48 62 500
Noroeste De Minas 0 0 2 2 1,6
Norte De Minas 0 1 3 4 3,2
QOeste De Minas 2 1 4 7 5,6
Mesorregides Triangulo Mineiro 1 2 4 7 56
Vale Do Rio Doce 1 0 12 13 10,5
Zona Da Mata 0 0 5 5 40
Jequitinhonha 0 0 1 1 0,8
Su_l / Sudoeste De 0 0 1 1 0.8
Minas
Sem Dados 2 0 5 7 5,6
Amostras figado 18 10 96 124 100,0
pulméo 0 0 124 124 100,0
Total 18 10 96 124
(%) 14,5 8,1 77,4 100

PNH: primata ndo humano; Pos: RT-gPCR positivo; Ind: RT-qPCR indeterminado; Neg: RT-gPCR

negativo.

Foram feitas também, tentativas de isolamento viral a partir de duas amostras, uma de

tecido pulmonar e outra de tecido hepatico, ambas suspeitas de deteccdo de YFV. ndo foi

possivel isolar o virus. Tal resultado pode estar relacionado a fatores como baixa carga viral

das amostras, periodo de infecgdo no hospedeiro, persisténcia de genoma viral sem infeccéo

produtiva, a natureza sensivel de virus envelopados de RNA a variaveis ambientais e

degradacdo facilitada, ou mesmo a auséncia de particula de YFV em sua forma infecciosa nestas
amostras (C, 2015; RUSSO et al., 2016; SILVA et al., 2020).

Como estas amostras sdo correspondentes a tecidos coletados de carcagas, portanto, ja

em processo de decomposicédo, podem ter viabilidade de RNA comprometidas (BAUER, 2007;
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SAMPAIO-SILVA et al., 2013). A deteccdo gendmica do YFV em rins, e cérebros, oriundos
de carcacas de PNHSs cujos figados foram negativos, embora inesperada visto que o figado é
um sitio primario de infeccdo para o YFV, pode estar relacionada a diferentes fatores, como por
exemplo a degradacdo do RNA alvo no figado (BAUER, 2007). Sabe-se que diferentes
amostras apresentam diferentes taxas de degradacdo de RNA, isto porque a presenca de
ribonucleases varia entre 6rgdos, a exemplo de cérebro e pulméo quando comparado ao figado
(BAUER, 2007). Desta forma, torna-se necessario investigar a presenca do RNA de YFV em
diferentes tecidos, visto que o principal 6rgdo amostrado para vigilancia, o figado, é também
rico em ribonucleases entre outras enzimas (BAUER, 2007; DE MOREAU DE GERBEHAYE
etal., 2002; FINGER et al., 1987).

Considerando o carater sazonal e silvestre da FA (DE THOISY et al., 2020; HAMLET
et al., 2021) poderia ser esperado uma maior circulacdo do virus em &reas silvestres e em
periodos Umido. Contudo, as amostras com deteccdo de RNA de YFV neste estudo eram
majoritariamente provenientes de areas urbanas, da regiao metropolitana de Belo Horizonte, do

periodo seco, além de provindas de carcacas de PNHs do género Callithrix sp..

De forma similar, durante as epidemias de 2017 e 2018, a maioria dos animais testados
eram de area urbana, e género Callithrix sp. (SACCHETTO et al., 2020c). Embora animais do
género Callithrix sp. apresentem menor carga viral durante a infeccdo por YFV, e menor
desenvolvimento de sintomas (DE AZEVEDO FERNANDES et al., 2021; HILL et al., 2020;
MARES-GUIA et al., 2020; SACCHETTO et al., 2020b) os animais deste género apresentam
grande plasticidade comportamental e capacidade de viver em areas antropizadas e urbanas
(VILELA; DEL-CLARO, 2011), o que pode tornar sua amostragem facilitada, visto que seréo
mais facilmente localizadas as carcacas presentes em areas mais densamente povoadas. O fato
da maioria das amostras positivas serem provenientes de periodo caracterizado como seco e
com temperaturas amenas, pode também estar relacionado a um viés de amostragem, visto que
a taxa de decomposicdo de carcacas € menor nestas condi¢cbes (ARCHER, 2004; TAYLOR,
2020) e desta forma pode resultar em uma maior facilidade na localizagdo destas quando
comparado aos periodos caracteristicamente chuvosos e com altas umidade e temperaturas.
Além disso, a deteccdo do virus em periodos sazonais secos e ap0s 0s surtos de 2017-2018,
como encontrado neste estudo e outros trabalhos (DE ABREU et al., 2019; OLIVEIRA DA
SILVA, 2021; OLIVEIRA et al., 2023), € um indicativo de manutengédo do ciclo da FA no
estado.
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Portanto, estes resultados, quando referidos ao ano de 2017, aumentam em 15, 0 nUmero
de animais infectados para aquele ano além de evidenciarem a importancia de se usar outros
tecidos para a vigilancia da circulacéo e presenca do YFV em PNHs (MS; SVS., 2017). Além
disso, destaca-se a detec¢cdo de genoma de YFV em carcacas de PNHs de MG durante auséncia
de surto de FA em humanos e periodo com poucas epizootias associadas ao YFV confirmadas
(MS; SVS, 2022). Estes resultados podem estar associados a circulacdo continuada da sub-
linhagem de 2017-2018, visto que em 2020 esta ainda circulava no estado (OLIVEIRA DA
SILVA, 2021) ou também uma reintroducdo do virus a partir de outros estados e regides, dado
que, em 2021 foram encontrados animais infectados com uma sub-linhagem de YFV diferente
das de 2017-2018 (ANDRADE et al., 2022).
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5.2 Teste Adaptado de Neutralizacdo Viral por Reducdo de Placa com Tecido Hepatico de
Animais Experimentalmente Infectados

A vigilancia da Febre Amarela é feita por iniciativas individuais e regionais fomentadas
pelo Ministério da Saude e com intencdo de detectar a circulagdo do YFV ainda em seu ciclo
enzootico. Dentre as diversas areas de atuacao deste programa, as principais para a detec¢ao do
YFV sdo as vigilancias entomoldgicas e de epizootias. A investigacdo de epizootia ocorre com
0 uso de amostras de PNHs de qualquer espécie encontrado morto, incluindo ossadas e dentes,
além de feita em qualquer local do territorio nacional por meio de tentativas de isolamento,

testes por RT-qPCR, ensaios histopatoldgicos e imuno-histoquimicos (MS; SVS., 2017).

Embora as amostras preferenciais para diagndstico sejam sangue total, soro e figado
(MS; SVS., 2017) nem sempre sdo possiveis de se obter e algumas limita¢fes quanto a propria
infeccdo e amostras utilizadas devem ser destacados, como por exemplo: viremia curta e baixa,
fase de infeccdo no animal, e estado de preservacdo da carcaga; aspectos que podem
comprometer viabilidade de RNA e particula viral no material amostrado e consequentemente
o diagnostico, ocasionando resultados falso negativos. Desta forma, testes sorolégicos podem
auxiliar e complementar as investigacfes de epizootias, visto que anticorpos podem ser
detectados apds a fase aguda de infec¢do e podem apresentar maior estabilidade em carcagas
(TRYLAND et al., 2006).

Isto posto, neste estudo foi avaliada a possibilidade de se utilizar tecidos sélidos como
alternativa para investigacao de infeccdo viral por meio de ensaios soroldgicos. Optou-se pelo
uso de figados de camundongos infectados como forma de mimetizar amostras provenientes de
carcacas. Inicialmente, foram feitos ensaios de neutralizacdo viral utilizando homogenatos
provenientes do tecido hepatico de camundongos infectados com YFV (n=6) e MOCK (n=6),
além do soro coletado a partir de sangue total de um doador imunizado.

A fim de se observar o perfil de neutralizacdo das amostras de animais infectados ou
MOCK frente aos controles virais, as porcentagens de neutralizacdo apresentadas para cada um
dos animais e diluigdo foram plotadas em graficos de densidade (figura 11). Foi possivel
observar que, o grupo MOCK apresentou uma concentragdo maior de amostras com percentual
de neutralizacdo inferior a 30%. O grupo Infectado, por sua vez, apresentou uma densidade
maior nos pontos mais elevados da escala nas dilui¢bes 1:20 e 1:40, e uma distribuicdo mais
uniforme nas diluigdes 1:80, 1:160, isto indica uma tendéncia a maiores taxas de neutralizagéo

para as amostras do grupo Infectado. Devida a ndo normalidade e assimetria da distribuicdo dos
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resultados das amostras, a mediana foi usada para avaliar os niveis de diluigdo observados nos

testes, ja que, em relacdo a média, ela € menos sensivel a outliers.

0,04
0,06
0,03
a8 8
H 2 0,04
H g
2 g
0,02 H
0,02
0,01
0,00 0.0 ’
%NEUT O 20 a0 60 80 %NEUT O 20 40 60
‘ 03
0,75
02
w u
30,50 S
2 2
8 g

01
0,25

% NEUT 10 20 30 % NEUT O 10 20 30

Figura 10: Grafico de densidade das distribuigdes de percentuais de neutralizacdo observados para
cada diluicdo e grupo de amostras. Cada animal representado nestes graficos apresenta 36 valores
correspondentes a trés experimentos contendo trés replicatas de quatro diluigdes, exceto para o animal
3 do grupo Infectados que apresenta apenas 24 valores (dados de duas réplicas experimentais
independentes). MOCK em azul e Infectado em rosa, destacando médias em linhas tracejadas e
medianas em linhas continuas. A: dilui¢do 1:20; B: dilui¢do 1:40; C: dilui¢do 1:80; e D: dilui¢do 1:160.
INF: infectados.

Ao comparar as amostras de ambos os grupos e suas diferentes dilui¢Ges (figura 11)
notou-se, diferentes perfis com relacéo aos percentuais de neutralizagao entre individuos de um
mesmo grupo e sobretudo, entre individuos de grupos amostrais diferentes. Foi observada
neutralizacdo viral nos pogos correspondentes aos animais do grupo Infectado com medianas
maiores que 50% na diluicdo 1:20. Foi observado um percentual de neutralizagéo viral maior
entre os animais infectados em relacdo ao grupo MOCK para as dilui¢es 1:40 e 1:80. Em

paralelo, observou-se medianas de percentual de neutralizacdo menores que 40% para 0S
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animais do grupo MOCK na diluigdo 1:20 e queda de neutralizac¢do nas dilui¢cdes subsequentes
(figura 12).

As medianas de porcentagem de neutralizacdo para cada diluicdo, foram comparadas
entre os grupos MOCK e Infectados. Com isso, foram observadas diferengas entre os grupos
para as dilui¢fes 1:20 (p = 0,0022, teste Wilcoxon, bicaudal), 1:40 (p= 0,0022, teste Wilcoxon,
bicaudal) e 1:80 (p = 0,028, teste Wilcoxon, bicaudal). Contudo para a dilui¢éo 1:160 (p = 0,18,

teste Wilcoxon, bicaudal) ndo foi observada diferenca entre os grupos (figura 12).
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Figura 11: Boxplot para comparagdo de percentuais de neutralizacdo observados para amostras dos grupos (MOCK e Infectados). INF: animal infectado;
MOCK: animal MOCK; NO: controle negativo; P1: controle positivo um; e P2: controle positivo dois
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Figura 12: Boxplot comparando percentuais de neutraliza¢éo por diluicdo em cada grupo. MOCK em azul e Infectados em rosa. Inf: grupo Infectados. No grupo
Infectados animal trés apresenta valores de apenas dois experimentos. Teste Wilcoxon/Mann-Whitney; * (p<0,05) e ** (p<0,001); ns: diferenca ndo significativa.



61

Usando os valores de mediana de neutralizacdo para cada animal em cada diluicdo
foram plotadas curvas de neutralizacdo observada para animais MOCK, infectados e controles.
As medianas de percentuais de neutralizacdo obtidos para cada animal e diluicdo dos grupos
MOCK e Infectados demonstram perfis distintos de neutralizacdo ao longo das dilui¢des (figura
13). Os animais infectados apresentaram taxas de neutralizagéo acima de 50% na diluicdo 1:20,
enquanto os animais do grupo MOCK tiveram taxas de neutralizacdo menores que 40%. Na
diluicdo 1:40, alguns animais infectados apresentaram neutralizacdo acima de 50%, outros
tiveram neutralizacdo préxima a 50%, e dois deles mostraram uma reducdo maior na taxa de
neutralizacdo, com uma mediana proxima a 25%. Na diluicdo 1:80, dois animais infectados
tiveram uma taxa de neutralizacdo proxima a 0%, enquanto os demais atingiram esse ponto na
diluicdo seguinte (1:160). Por sua vez, as amostras do grupo MOCK apresentaram uma reducéo
maior e mais homogénea dos percentuais de neutralizacdo, alcancando neutralizacdo préxima

a 0% a partir da diluicdo 1:40 em trés individuos, e nas dilui¢des seguintes todos estavam na
mesma faixa de neutralizagéo.
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Figura 13: Distribuicio de medianas de percentuais de neutraliza¢do por diluicdo de amostra dos grupos
experimentais. INF: animais do grupo Infectados; MOCK: animais do grupo MOCK; P1: controle
positivo 1; P2: Controle positivo 2; NO: controle negativo.



62

Se a hipotese de presenca de anticorpos for verdadeira, espera-se uma redugdo dos
percentuais de neutralizacdo & medida que se aumenta a dilui¢cdo das amostras, comportamento
observado para amostras com presenca de anticorpos neutralizantes em ensaios de PRNT.
Como néo foi possivel fazer uma regressdo linear, foi feita uma andlise da razdo entre os
percentuais de neutralizagdo das diluicbes 1:20/1:40 (tabela 8). Para os animais infectados
observa-se razéo de 1,3 a 2,25, entre a diluicdo 1:20 para 1:40, o que é esperado, considerando
a diluicdo 1:2 usada nos testes. Ja para MOCK a razéo é maior do que 4,6 para todos 0s animais,
mostrando uma reducdo maior independente da diluicdo e mostra um decréscimo mais
significativo da neutralizacdo nos animais MOCK (>4) Infectados (1,3 a 2,2 e valor de p =
0.002165). Espera-se que a neutralizagdo observada, quando se aumenta a dilui¢do de forma
seriada na base dois, apresente um decréscimo de 50% em ensaios de neutralizacdo utilizando
soro positivo para presenca de anticorpos especificos. Assim, os valores obtidos nas razfes
entre diluicdo 1:20 e 1:40 do grupo Infectados indicam uma relagdo proporcional entre
percentuais de neutralizacao e diluig&o.

Tabela 8: Razdo entre as medianas dos percentuais de neutralizacdo obtidos nas dilui¢bes 1:20

e 1:40 para cada amostra utilizada

Grupo Amostra  Mediana 1:20 Mediana 1:40 Razdo 1:20/1:40
MOCK 1 29,35 5,98 4,91
MOCK 2 35,48 6,58 5,39
MOCK 3 30,18 6,51 4,64
MOCK MOCK 4 26,48 0,98 27,02
MOCK 5 22,74 0,14 162,43
MOCK 6 11,21 0,01 1121,00
INF 1 54,42 24,19 2,25
INF 2 62,86 41,42 1,52
‘ INF 3 69,27 48,18 1,44
Infectado INF 4 68,59 52,56 13
INF 5 51,08 25,18 2,03
INF 6 67,79 48,1 141

INF: animal Infectado; MOCK: animal MOCK.



63

A presenga de anticorpos em 6rgdos é conhecida e utilizada para diagndstico de diversas
doencas, em especial, anticorpos presentes no figado e as doencas autoimunes associadas a ele
(HIMOTO; NISHIOKA, 2013). Visto que o figado é um 6rgéo grande, altamente vascularizado
e com uma complexa arquitetura de fluxo sanguineo (LORENTE; HAUTEFEUILLE;
SANCHEZ-CEDILLO, 2020), torna-se facilitada a presenca de anticorpos neste. A literatura
ja relatou a presenca de anticorpos especificos em 6rgdos, carcagas e material liquido
recuperado de tecidos (BECK et al., 2005; GAMBLE; PATRASCU, 1996; LAl et al., 2022;
TRYLAND et al., 2006), assim como um trabalho recente deste grupo de pesquisa (Dissertacdo
de mestrado Matheus Soares Arruda, dados ndo publicados). Com base nisso, os resultados
obtidos neste trabalho suportam a hipdtese de neutralizacéo viral por a¢do de anticorpos.

As variacdes observadas para resultados de um mesmo animal podem estar associadas
a realizacdo do experimento, uma vez que esta técnica € sensivel a execucdo. Os resultados
distintos apresentados por animais de um mesmo grupo, mesmo que isogénicos, sao também
reportados pela literatura (GARTNER, 2012; SELLERS et al., 2012; VIDAL, 2017). Dado que
o0 modelo animal utilizado neste trabalho é knockout para a producdo de receptor de INF-I, a
resposta imune destes, frente a infeccdo viral, é reduzida, com menor producéo de anticorpos
especificos e maior susceptibilidade a infeccdo (MESEV; LEDESMA; PLOSS, 2019). A
neutralizacdo viral observada a partir das amostras de homogenato de figado de animais
infectados teve perfil similar quando comparados aos controles positivos, embora em menor
porcentagem. A menor porcentagem de neutralizacdo viral das amostras em compara¢do aos

controles positivos pode ser também explicada, pelo modelo animal e tipo de amostra usada.

Os percentuais de neutralizacdo observados nas maiores diluicdes do grupo MOCK
devem ser cuidadosamente analisados, visto que que estes resultados podem ser erroneamente
interpretados como neutralizacdo por acdo de anticorpos. Contudo, as diferencas entre os perfis
das curvas de neutralizacdo, bem como a razdo de neutralizacdo entre diluicdes 1:20/1:40,
qguando os animais MOCK séo comparados aos infectados, e controle, indicam que a redugéo
de placas de lise nos testes com homogenato de animais MOCK podem ser inespecificas. Uma
vez que interacdo viral similar a adsor¢éo, j& foi descrita para debris de células susceptiveis a
infeccdo causando diminuicdo de efeito citopatico esperado a monocamada (JOHN J.
HOLLAND, 1959), infere-se que 0 mesmo ocorra nestes ensaios, como observado nos
resultados obtidos para as amostras do grupo MOCK. Uma possibilidade a ser testada € o



64

acréscimo de uma etapa a preparacdo dos homogenatos, com implementagdo de filtragem, a
fim de se reduzir a neutralizacéo inespecifica causada por debris celulares e teciduais.

Testes padronizados de neutralizacdo viral por reducdo de placas de lise celular para
flavivirus consideram positivas amostras com neutralizacdo minima de 50% em relagdo aos
controles de virus, podendo variar até 0 minimo de 90% a depender do protocolo utilizado
(MAEDA; MAEDA, 2013). Contudo, a fim de minimizar interpretacdes errbneas dos
resultados, € indicado utilizar um cutoff minimo de 60% de reducéo de placas de lise quando
executado o protocolo adaptado de neutralizagdo viral utilizando homogenato de tecido
hepatico. Recomenda-se também o uso de diluicBes seriadas para cada amostra a ser
investigada, com andlise conjunta dessas, a fim de assegurar uma relacdo causal proporcional
entre os resultados observados e dilui¢Ges testadas. Deve-se também realizar ensaios paralelos
utilizando controles conhecidamente positivo e negativo para comparacao do perfil de reducao
observado para estes e as amostras em questdo. E importante ressaltar, contudo, limitagdes
guanto a execucao desta técnica adaptada e interpretacdo dos resultados. Recomenda-se atentar
ao fato de resultados ndo neutralizantes para as amostras nao indicarem necessariamente a falta
de anticorpos especificos, 0 que pode estar associado a uma baixa carga destes para deteccao
neste protocolo adaptado.

Os resultados aqui apresentados para teste adaptado de neutralizacdo viral demonstram
a viabilidade do uso de amostras de homogenato sem prejuizo para a técnica, tendo em vista o
perfil de neutralizagcdo esperado para ensaios de PRNT. Demonstram também a possibilidade
de uso dessa técnica para deteccdo soroldgica de YFV de forma viavel em situacdes que
amostras de soro ndo sdo passiveis de coleta, a exemplo casos de epizootia em que sao

encontradas carcagas em estagios avancados de decomposicéo.

Visto que anticorpos ja foram detectados a partir de tecidos de animais
experimentalmente infectados e em tecido cadavérico humano (GAMBLE; PATRASCU, 1996;
LAI et al., 2022) esta abordagem pode ser vista como uma estratégia complementar para a
investigacdo preconizada em casos de epizootias. Neste estudo escolheu-se a adaptagdo do
protocolo de PRNT visto que este € uma forma de detectar e mensurar atividade neutralizante
de anticorpos, permitindo assim, maior confiabilidade de resultados quando comparado a
deteccdo de anticorpos totais. Entdo, com os resultados obtidos neste trabalho novas

perspectivas se apresentaram como a utilizacao deste protocolo em casos suspeitos de epizootia
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por infeccdo por YFV, e eventualmente o teste para o uso deste tipo de amostras em outros
testes soroldgicos, como ELISA.
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6. CONCLUSOES

e Foi detectado genoma de virus da febre amarela em 14 amostras de rim e seis amostras
de cérebro provenientes de carcacas de primatas ndo humanos do ano de 2017 cujos
figados eram negativos para deteccéo do virus da febre amarela por RT-gPCR;

e Foi detectado o genoma de virus da febre amarela em 18 amostras provenientes de
carcacgas de primatas ndo humanos coletados durante os anos 2021 e 2022;

e Estes resultados também aumentam o nimero de casos positivos conhecidos para
epizootia de PNHs por YFV em 2017;

e Os resultados indicam circulacdo continuada do virus da febre amarela em primatas ndo
humanos no estado de Minas Gerais nos anos de 2021 e 2022;

e Os testes de neutralizacdo viral adaptado corroboram hipdtese de neutralizagdo
especifica por anticorpos e dependente da diluicéo;

e Este protocolo adaptado permite detectar atividade de anticorpos especificos em tecido
hepaético;

e O teste de neutralizacdo viral usando amostras de homogenato de figado pode ser
apresentado como complementacgéo a investigacéo de epizootias.
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7. PERSPECTIVAS

e Continuidade pelo Grupo de Prospeccdo de Arbovirus (GPArbo) no Laboratério de
Virus da investigacdo de YFV e outros arbovirus em amostras de PNHSs coletadas no
ano de 2023;

e Adicdo de uma etapa a preparacdo do homogenato com uso de filtro de seringa para
reduzir residuos teciduais e diminuicédo de efeito neutralizante inespecifico;

e Realizacdo de ensaio de neutralizacéo viral adaptado ao uso de homogenato proveniente
de tecidos macerados para testes a partir de figados de carcacas de PNHs YFV RT-
gPCR negativas;

e Otimizag&o do uso de homogenato proveniente de tecidos macerados para testes do tipo
ELISA.
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ANEXOS
ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. CEua
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliagio de um teste seroldgico, ensaio de neutralizacBo viral (PRNT),
utilizando argdos solidos de animais", protocolo do CEUA: 33/2021 sob a responsabilidade de Betania Paiva
Drumend que envolve a produgdo, manutengo efou utilizagdo de animais pertencentes ao file Chordata, subfilo
Wertebrata (exceto o homem) para fins de pesguisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as nomags editadas
pelo Conselho Macional de Controle da Experimentago Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAC DE
ETICA NO USC DE AMIMAIS (CEUA) D& UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunigo de

08/032021.

Wigéncia da Autorizagio

D8/32021 a 070372026

Finalidade

Pesquiza

*Espéciefllinhagem

Banco de amostras §f 4129

MN® de animais

]

Pesoildade 20g / 3{=emanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Microbiclogia ICB

*Espécie/llinhagem

Banco de amostras f A129

MN® de animais

]

Pesoildade 20g / 3{=emanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Microbiclogia ICB

*Espécie/linhagem

Banco de amostras [ A129

N® de animais

6

Pe=zaolldade 20g ! 3(semanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Microbiclogia ICB

*Espéciellinhagem

Banco de amostras §f 4129

N® de animais

6

Pesalldade 20g ! I(semanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Microbiclogia ICB

*Espéciellinhagem

Banco de amostras / C5TBLG

MN® de animais

]

Pesaolldade 20g !/ 3(semanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Central

*Espéciefllinhagem

Banco de amostras / C5TBLG

MN® de animais

]




Pesolldade

20g / I(zemanas)

Sexo

indiferente

Origem

Bioterio Central

*Espéciellinhagem

Banco de amostras / CSTBL/S

MN® de animais

]

Pesolldade 20g / I(zemanas)
Sexn indiferente
Origem Bioterio Central

*Espécie/linhagem

Banco de amostras / CSTBL/G

MN® de animais

]

Pesolldade 20g / I(zemanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Central

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Banco de amostras [ A129

M® de animais 12

Idade Jzemanas)

Sexo indiferente

Origem Bioterio Microbiclogia ICB

*Espécie/linhagem

Banco de amosiras / A129

M® de animais 12

Idade Jzemanas)

Sexo indiferente

Origem Bioterio Microbiclogia ICB
*Egpécie/linhagem Banco de amosiras { CSTELS
MN® de animais 24

Idade 3{zemanas)

Sexo indiferente

Origem Bioterio Central

Consideragdes posteriones:

D8/03/2021

Aprovado na reunio ondine do dia 08/03/2021.
Validade: DB/03/2021 4 07/03/2026

Belo Horizonte, 11/04/2023.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
hitps:/aplicatives ufmg. brisolicite_ceual

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34094516

s Limg bribiceticalceua - cetea@prpg.uimg.br
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ANEXO 2

CERTIFICADD

[UMIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliago de um teste sorologico, ensaio de neutralizacio viral (PRNT),
utilizando 6rgdos sdlidos de animais e comparag#o com teste padrio usando soro”™, profocolo do CEUA: 176/2021
sob a responsabilidade de Betania Paiva Drumond que envolve a produgio, manutengio efou utilizagéio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Verebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) -
encontra-se de acorde com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8§ de outubro de 2008, do Decreto n® 6.599 de 15 de
julho de 2009, & com as nomas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentag&o Animal (COMCEA),
e foi aprovado pela COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE

MINAS GERAIS, em reunio de 2Z308/2021.

igéneia da Autorizagdo

2308/2021 a 22/06/2026

Finalidade

Pesquisa

*Espéciellinhagem

Camundongo Knockout ! IFMAR-I- (a129)

MN® de animais

]

Pesolldade 25g /1 I(zemanas)
Sexo indiferente
Origem Biotéric de Imunclogia das Doengas Infecciosas

*Espéciellinhagem

Camundongo Knockout ! IFMAR-I- (a129)

MN® de animais

]

Pesolldade 25g /1 I(zemanas)
Sexn indiferente
Origem Biotéric de Imunologia das Doengas Infecciosas

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout ! IFNAR-I- {a129)

MN® de animais

]

Pesolldade 25g /1 I(zemanas)
Sexo indiferente
Origem Biotéric de Imunclogia das Doengas Infecciosas

*Egpécie/linhagem

Camundongo Knockout [ IFNAR-- (a129)

MN® de animais

]

Pesalldade 25g ! 3(zsemanas)
Sexo indiferente
Origem Biotéric de Imunclogia das Doengas Infecciosas

*Espéciellinhagem

Camundongo Knockout / CSTBLIG

MN® de animais

]

Pesalldade 25g ! 3(semanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Central UFMG

*Espéciellinhagem

Camundongo Knockout / CSTBLIG

MN® de animais

]




Pesoildade

25g 1/ I(zemanas)

Sexo

indiferente

Origem

Bioterio Central LUFMG

*Espéciefllinhagem

Camundongo Knockout / CSTBLIG

MN® de animais

6

Pesoildade 25g 1/ I(zemanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Central LUFMG

*Espéciellinhagem

Camundongo Knockout / CSTBLIG

MN® de animais

&

Pesoildade 25g 1/ I(zemanas)
Sexo indiferente
Origem Bioterio Central LUFMG

*Espéciellinhagem

Camundongo Knockout ! IFMAR-- (CS7BIS)

MN® de animais

&

Pesoildade 25g 1/ I(zemanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério de Imunclogia das Doengas Infecciosas

*Espéciellinhagem

Camundongo Knockout ! IFMAR-- (CS7BIS)

MN® de animais

6

Pesoildade 25g 1/ I(zemanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério de Imunologia das Doengas Infecciosas

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Especiellinhagem

Camundongo Knockout / CSTBLIG

M® de animais 24

Idade 3(=emanas)

Sexo indiferente

Origem Bioterio Central LUFMG

*Espéciefllinhagem

Camundongo Knockout [ IFMNAR-- (a129)

MN® de animais

24

Idade 3(zemanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério de Imunologia das Doencas Infecciosas

*Especiellinhagem

Camundongo Knockout ! IFMAR-- {C57BIS)

N® de animais

12

Idade 3(=emanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério de Imunclogia das Doengas Infecciosas

Consideragies posteriores:

Z2308/2021

Aprovado na reunido ordindria ondine do
23/08/2021. Validade: 23/08/2021 & 22/08/2026.

dia

Belo Horizonte, 11/04/2023.

Atenciosaments,
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ANEXO 3

CERTIFICADO

[UMIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos gue o projeto intitulado 'IN‘IESTIGA@E.G DE ViRUS EM ANIMAIS SILVESTRES E DOMESTICOS EM
MINAS GERAIS®, protocolo do CEUA: 982017 sob a responsabilidade de Betania Paiva Drumond que envolve a
produgdo, manutengo efou ufilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (sxceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Conselho Nacional de
Confrole da Experimentagéo Animal (COMNCEA), e foi aprovado pela COMISSED DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 26/09/2022.

Wigéncia da Autorizagéo

26/06/2022 a 25/06/2024

Finalidade

Pesquisa

*Espéciellinhagem

Espécie silvestre brasileira / —

N® de animais

240

Pesolldade 2¥mg / 2(anos)

Sexo indiferente

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA

MNdmero da Solicitago ou Autorizagdo SISBIO 1

Atividade(s) Recebimento de aliquota de pega (amosira biclogica)

coletadas na rotina (sangue, swab oral, swab anal) por
veterinarios do CETAS-IBAMA

Espécie/Grupos Taxondmicos

Primatas n@o humanos, gambés e oufros mamiferos e
roedores

Local({is)

Belo Horizonte e cidades do entormo

*Espéciellinhagem

Espécie silvestre brasileira / —

MN® de animais

200

Pesolldade Zkg ! 2(anos)
Sexo indiferente
Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA

MNdmero da Solicitago ou Autorizagdo SISBIO

1

Atividade(s)

Recebimento de aliqguota de amostras (sangue, swab
oral e anal) coletados na rotina do CETAS-IBAMA

Espécie/Grupos Taxondmicos

Aves

Local({is) Belo Horizonte e cidades do entormo
*Especie/linhagem Primata ndo-humano { —

M® de animais 450

Pesolldade Skg ! 2(anos)

Sexo indiferente

Crigem Carcagas recebidas no Laboratorio de Zoonoses da da

Prefeitura de Belo Horizonte (LZO0OMN-BH)

Mimero da Solicitago ou Autorizagdo SISBIO

1




Atividade(s)

Recebimento de carcaga ou pega (amostra biclogica de
tecidos coletada de carcagas- fragmentos de visceras e
argaos, swab oral e anal) coletados na rotina do CCZ-BH

Espécie/Grupos Taxondmicos

Primatas nao hurmanos

Local({is)

Belo Horizonte e cidades do interior de Minas Gerais

*Egpeciellinhagem

Camundongo heterogénico | Swiss

MN® de animais

100

Pesolldade 33mg / 4{mesas)
Sen0 indiferente
Crigem Carcagas de animais usados no Laboratoro de

Zoonoses da da Prefeitura de Belo Horizonte (LZ00M-
BH)

*Espécie/linhagem

Morcego ! Mo definida

M* de animais 300

Pesalldade 100g / 12{meses)

Sexo indiferente

Crigem Carcagas de animais recebidas do CCZ-BH

Mimero da Solicitagio ou Autorizagdo SISBIO

1

Atividade(s)

Coleta de carcagas recebidas no CCZ

Espécie/Grupos Taxondmicos

Mamifero/morcego

Local(is)

Grande Belo Horizonte

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Especiellinhagem

Morcego ! Nao definida

M? de animais 300

Idade: 12{meses)

Sen0 indiferente

Crigem Carcagas de animais recebidas do CCZ-BH

MNimero da Solicitago ou Autorizagdo SISBIO

1

Atividade(s)

Coleta de carcagas recebidas no CCEZ

Espécie/Grupos Taxondmicos Mamifero/morcego

Local{is) Grande Belo Horizonte

*Espéciellinhagem Camundongo heterogénico | Swiss

M® de animais 100

Idade: 4(meses)

Sexo indiferente

Crigem Carcagas de animais usados no Laboratoro de

Zoonoses da da Prefeitura de Belo Horizonte (LZO0M-
BH)

*Espéciellinhagem

Espécie silvestre brasileira / —

M® de animais 200

Idade 2(anos)

Sexo indiferente

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA

Mimero da Solicitagio ou Autorizagdo SISBIO

1

Atividade(s)

Recebimento de aliqguota de amostras (sangue, swab
oral e anal) coletados na rotina do CETAS-IBAMA

Especie/Grupos Taxonomicos

Aves
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Local{is)

Belo Horizonte e cidades do entormo

*Espéciellinhagem

Espécie silvestre brasileira / —

M® de animais 40

Idade: 2{anos)

Sexo indiferente

Origem Animais recebidos no CETAS-IBAMA

MNimero da Solicitago ou Autorizagdo SISBIO

1

Atividade(s)

Recebimento de aliguota de pega (amostra biolgica)
coletadas na rotina (sangue, swab oral, swab anal) por
veterinarios do CETAS-IBAMA

Espécie/Grupos Taxondmicos Primatas n@o humanos, gambés e outros mamiferos e
roedores

Local{is) Belo Horizonte e cidades do entormo

*Espéciellinhagem Primata néo-humano / —

MN® de animais 4590

Idade: 2{anos)

Sexo indiferente

Crigem Carcagas recebidas no Laboratorio de Zoonoses da da

Prefeitura de Belo Horizonte (LZO0OMN-BH)

MNimero da Solicitago ou Autorizagdo SISBIO

1

Atividade(s)

Recebimento de carcaga ou pega (amostra biologica de
tecidos coletada de carcagas- fragmentos de visceras e
argaos, swab oral e anal) coletados na rotina do CCZ-BH

Espécie/Grupos Taxondmicos

Primatas nao hurmanos

Local{is)

Belo Horizonte e cidades do interior de Minas Gerais

Congideragfes posteriores:

26092022 Pedido de Promogagdo Aprovado na reunio ordindria
ondine do dia 26/09/2022. Validade: 26/06/2022 &
25/06/2024.

2600642017 Aprovado na reunido do dia 26/06/2017. Validade:

26/06/2017 a 25/06/2022

Belo Horizonte, 11/04/2023.
Atenciozamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
hitpe:Haplicatives. ufmg brisolicite_ceual

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
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Yellow fever virus (YFV) is the causative agent of yellow fever (YF), a
hemorrhagic and viscerotropic acute disease. Severe YF has been described
in approximately 15-25% of YF patients, with 20-50% of severe YF cases being
fatal. Here we analyzed cerebrospinal fluid (CSF) samples collected during the
YF outbreak in Brazil in 2018, aiming to investigate CNS neuroinvasion in fatal
YFV cases. YFV RNA was screened by RT-qPCR targeting the 3'UTR region of
the YFV genome in CSF. CSF samples were tested for the presence of anti-YFV
IgM and neutralizing antibodies, coupled with routine laboratory examinations.
Among the 13 patients studied, we detected anti-YFV IgM in CSF from eight
patients and YFV RNA in CSF from five patients. YFV RNA genomic load in CSF
samples ranged from 1.75x10° to 5.42x10% RNA copies/mL. We genotyped YFV
from three CSF samples that grouped with other YFV samples from the 2018
outbreak in Brazil within the South-American | genotype. Even though
descriptions of neurologic manifestations due to wild type YFV (WT-YFV)
infection are rare, since the last YF outbreak in Brazil in 2017-2018, a few
studies have demonstrated WT-YFV RNA in CSF samples from YF fatal cases.
Serological tests indicated the presence of IgM and neutralizing antibodies
against YFV in CSF samples from two patients. Although the presence of viral
RNA, IgM and neutralizing antibodies in CSF samples could indicate
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neuroinvasiveness, further studies are needed to better elucidate the role of
YFV neuroinvasion and possible impacts in disease pathogenesis.

KEYWORDS

Yellow fever virus, yellow fever, cerebrospinal fluid, wild-type Yellow fever virus,
neurotropic, central nervous system

Introduction

Yellow fever virus (YFV) causes approximately 30,000
deaths out of 200,000 infections annually in tropical Africa
and South America (1, 2). Severe YF has been described in
approximately 15-25% of yellow fever (YF) patients, with 20-
50% of severe YF cases being fatal (1, 3). YF is a viscerotropic
hemorrhagic disease in humans, causing a variety of signs and
symptoms including fever, headache, vomiting, jaundice, chills,
nausea, abdominal pain, myalgia, arthralgia, rash, diarrhea, and
bleeding, among others (1, 4). In patients with severe clinical
manifestations, high levels of aspartate (AST) and alanine
aminotransferases (ALT), thrombocytopenia, and a
multifactorial bleeding disorder caused by reduced synthesis of
clotting factors are usually observed. Acute liver disorders are
considered one of the main factors causing brain pathology.
Indeed, cytokine storm developed during the YF viscerotropic
disease could contribute to central nervous system inflammation
and YFV neuroinvasion (5).

The currentlyattenuated vaccine strains derived from the lineage
17D were originated from wild-type virus strain Asibi (6). This
vaccine can cause adverse events such as YF vaccine-associated
viscerotropic disease (YEL-AVD), which resembles the disease
caused by WT-YFV, and YF vaccine-associated neurotropic
disease (YEL-AND) with infection of the central nervous system
(CNS). YEL-AND includes at least one of the following signs and
symptoms: fever higher than 38° C, headache, focal neurological
symptom (including ataxia, aphasia, and paresis), meningeal signs,
altered mental status, seizure and cerebrospinal fluid (CSF)
pleocytosis (7). Both YEL-AVD and YEL-AND are rare but often
fatal (6). It is believed that these severe adverse events are influenced
mainly by host factors, including the immune response. In contrast,
wild-type YF (WT-YYF) infection in brain tissue, causing viral
encephalitis, is rarely described (8).

Despite the viscerotropicaspect of YFV infection, since the last YF
outbreak in Brazil in 2016-2019, few studies have detected WT-YFV
genomic RNA in CSF from fatal cases (3, 9, 10). CNS involvement has
been associated with other flavivirus infections such as Japanese
encephalitis virus, West Nile virus, Zika virus (ZIKV), and dengue
virus (DENV) (9, 11-16). The clinicopathological presentations of
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flavivirus CNS infection range from mild meningitis to fulminant
meningoencephalomyelitis (16). These viruses usually reach the
CNS through blood and brain-blood barrier (BBB) disruption (16,
17) due to increased endothelial cell permeability induced by viral
replication or neuroinflammation (18). More recently, a new
extension of the CNS was found, described as a network of
lymphatic vessels within the dura mater that runs alongside
blood vessels. This network provides an alternate conduit for the
drainage ofimmune cells and CSF from the brain (19),and could
also be involved during CNS invasion. This data suggests that
BBB permeability and CNS lymph drainage in the setting of an
exaggerated proinflammatory cytokine response may lead to the
shock phase of yellow fever (1). The goal of this study was to
further investigate CNS neuroinvasion in fatal YFV cases during
the YF outbreak in Brazil in 2018.

Methodology
Biological samples and ethics

All patients were admitted at Eduardo de Menezes Hospital
(HEM), Belo Horizonte, Brazil, a reference hospital for
infectious diseases in Minas Gerais state, during the 2018 YF
outbreak. Diagnosis of YF was confirmed through positive YFV
RT-qPCR, YFV isolation from serum sample, or detection of
anti-YFV IgM in serum, followed by negative anti-DENV and
anti-ZIKV IgM tests. Diagnostic tests were run at Reference
Laboratory in Minas Gerais (Ezequiel Dias Foundation),
following routine tests at this institution. Test results were
referred to us. Of the 53 fatal cases admitted at HEM during
the 2018 YF outbreak, 13 underwent postmortem CSF
collection. CSF was collected at the Eduardo de Menezes
Hospital and kept in liquid nitrogen until adequate transport
to the Laboratory of Viruses/UFMG/Brazil and stored at -70 °C.
Ethics Committee on Human Research approved the
research at René Rachou Institute/ FIOCRUZ on CAAE
65814417.0.0000.5091 and CAAE: 43000815.7.0000.5091 and
at Stanford University School of Medicine, under the
eProtocol number 53676.
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YFV investigation

Total RNA extraction was done using 140 pL of CSF sample
and QIAmp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Germany), following
the manufacturer’s instructions. Total RNA (5 pL) was used in
RT-qPCR targeting the 3’'UTR region of the YFV genome (20).
Positive samples were then used for quantitative PCR, using Bio
Gene Research Yellow Fever PCR kit, following manufacturer’s
instructions (Bioclin, Brazil).

YFV genotyping

YFV RNA isolated from CSF samples were subjected to
genotyping, as previously described (21). Briefly, part of NS5
gene was amplified (260 bp) (22) and sequenced (23). The
sequences generated here were then aligned with a sequence
panel previously used (21), using Clustal W, implemented on
Mega7 (24). The Maximum-likelihood tree was generated using
Kimura-2-parameters nucleotide substitution model with
gamma distribution, and 1,000 bootstraps replicates, using
MEGA7 (24).

Serological analysis

An anti-YFV IgM immunochromatographic test was run
(ECO Diagnostica, Brazil) on CSF samples. YFV RNA positive
CSF samples that were also IgM anti-YFV reactive were used in
plaque reduction neutralization test (PRNT), as previously
described (25). Briefly, CSF samples were two-fold diluted
from 1:20 to 1:1280. Dilutions of CSF were incubated with 150
plaque-forming units (PFUs) of YFV vaccine strain YFV-17DD.
The mix of CSF and vaccine YFV-17DD were then used for Vero
cells” infection. After five days post-infection, cells were fixed,
stained using crystal violet, and viral plaques were counted.
Samples were considered positive when presented with a
reduction of 50% of total counted plaques compared to virus
control. Samples were tested in duplicate in PRNT.

TABLE 1 Laboratory results of patients with detection of YFV RNA in CSF.

10.3389/fviro.2022.936191

Laboratory exams

As part of the Intensive Care Unit (ICU) routine of HEM, a
complete hemogram was run, including counting of
hemoglobin, hematocrit, platelets, neutrophils, leukocytes,
lymphocytes, eosinophils. Routine tests also included blood
urea, albumin, AST, ALT, gamma-glutamyl transferase (GGT),
alkaline phosphatase (ALP), lactate, total (Tbil) and direct
bilirubin (Dbil), creatinine (Cr), and International normalized
ratio (INR). Values for each exam were following the Laboratory
Test Ranges (26).

Statistical analysis

Considering the small number of patients in this study, we
performed the nonparametric Mann-Whitney U test comparing
laboratory variables regarding patients with and without YFV
RNA detection in CSF. Analyzed variables were selected
according to previous studies that have been shown predictive
factors for severe YF disease (3), and hepatic injury markers,
including neutrophil count, ALT, AST, INR, indirect bilirubin,
and creatinine on day of admission. Significative difference was
considered when p < 0.05.

Results

During the YF outbreak in Brazil in 2018, CSF samples were
collected postmortem from 13 patients at HEM. Our results
showed that, among those, five patients were RT-qPCR positive
for YFV RNA in CSF. We estimated the YFV RNA genomic load
in CSF samples from four patients, and values ranged from 1.75
x 10° to 542 x 10> RNA copies/mL (Table 1). Positive CSF
samples were collected on the day of death, corresponding to 4 to
25 days post-symptoms (DPS) (Table 1).

The five YFV positive CSF samples were from male patients,
ranging from 24 to 62 years of age (Table 2). At hospital
admission, the most common clinical findings included fever,

ID P #1 P #2 P #3 P #4 P #5
AGE 24 54 62 45 41

DPS - CSF sample 9 25 4 6 9

YFV RT-qPCR (CSF) positive positive positive positive positive
Genomic viral load 3.85E+03 n/a 1.75E+03 4.47E+03 5.42E+03
IgM (CSF) Reactive NR NR Reactive NR
PRNT;, (CSF) 1:40 n/a n/a 1:640 n/a

P, Patient; DPS, days post symptoms; CSF, cerebrospinal fluid; YFV, Yellow fever virus; NR, non-reactive; n/a, not available; PRNT, plaque reduction neutralization test.
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TABLE 2 Clinical data at admission and death day of 13 YF patients analyzed in this study.

GENERAL DATA

Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day
Admission day
Death day

Admission day

[}
AGE
SEX
anti-YFV IgM (CSF)
YEV VACCINE RECORD

DPS
Fever

Headache

Confusion

Seizure

Other neurological disorder
Jaundice

Platelets

(130,000 - 400,000 mm’)
Neutrophils

(2,000 - 8,250 mm*)
Creatinine

(0.7 - 130 mg/dL)

Albumin
(3.4 =45 gdl)

(10 - 40UL)
ALT

(10 - 40 UL)
TBil

(0.3 - 1.0 mg/dL}
Dbil

(0.1 - 03 mg/dL)
GGT

P1
24
male

reactive

2001

6
9
P
A
P
0
P
0
P

14,060
4019
5,681
1,896
72

67
64
210

P2
54
male

reactive

NV

67,000
7,544

574

P3
62
male
NR
NV

Ps
41
male
NR

P6
80
male
reactive

v

LR R

=

62,000
57,000
4712

P7
55
male
reactive
NV

P8
55
male
reactive
NV

1
41
P

afa
B

7,630
120
23%

9.9
294

P9
64
male
reactive
NV

L I A

e

96,000
109,000
1,098

14
56
36

7269
4227
131
17
145
13
139

P10

male
NR
NV

P

male
reactive

3
9
3
A
A
A
P
A
P
A
A
A
P
P

40,000
47,000
3936

P12 P13
56 68
male  male
NR n/a
NV NV
3 2
6 7
P P
A A
P P
A A

A
P A
A A
P P
A A
A A
P P
A A
46000 81,000
70,000 57,000
5472 nfa
nia nia
57 L7
47 46
21 32
21
19,000
4728
4,708
878
63
47 101
59 23
43 86
189 nia
(Continued)
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o 2 g E EEEE g jaundice (5/5 patients), followed by headache, vomiting (4/5
s ER - o ‘—% patients); confusion, oliguria, myalgia (3/5 patients); asthenia,
P g bleeding (2/5 patients); seizure, abdominal pain, diarrhea,
—~ogE> °23 33§ 2 i ; s i
aMEZZ | =R S22 E dehydration, and palpable liver (1/5 patients) (Table 2). One
‘é patient died on the day of hospitalization (P #3) and four
Sy % >legghs ; remained hospitalize.d from 4 up to 25 DPS (’I‘a\lzlc 2)., until
aYEgE| ~ =5 [ the day of death. Patients P #1, P #2, and P #5 had CNS signs at
® E presentation (altered mental status). Patients #3 and #4 arrived
Sy ; 3K o % g at HEM already intubated, with a report of seizure and altered
aNEZ SRS T R mental status.
P ;ﬁ ) Among the 13 CSF samples, 12 were tested using an IgM
3 < €2 z 33 9 < 58 anti-YFV immunochromatographic test, and eight were IgM
=t 2 Sa B>
~TE g S f 2 positive (Table 2). We could not run this test using CSF sample
. ?; ; from P #13, due to insufficient quantity. Samples that had YFV
D=L ES w o o= 35 ; =§ RNA detected in CSF and were IgM reactive (P #1, P #2, P #4),
S ® o 5} £ o
A 10 E § Z | = =8 2% were used in a PRNT assay. CSF samples from patients P #1 and
= )
gE P #4 presented neutralizing antibodies against YF 17DD strain
0 f g g (P #1: up to sera dilution 1:40 and P #4: up to sera dilution
cn2Es L oL, |55 Ay
anERZ SR 5 1:640) (Table 1).
E g g Regardless the fact that none of the patients had been
" E vaccinated against YF up to 30 days before symptoms onset,
28 'E 85 $58%5¢%2 § 2 we performed YFV genotyping using CSF from three patients
§ ; g that presented YFV RNA (P #1, P #3, and P #5). The other two
© - i; E patients were negative after the genotyping RT-qPCR. All YFV
- 'E ; E TEEHE ES RNA sequences detected in CSF were assigned to the South-
: 2 American I genotype cluster, together with other YFV samples
- g X from the 2018 outbreak in Brazil (Figure 1).
: Q'E g% 28 3 2 g ?': Severe yellow fever cases could be associated with
= g encephalopathy and altered liver injury markers, which can
o =g lead to an increase in the BBB permeability, facilitating the
“agdfP | s 2 s 8. (2% ; o ; ) :
aC EgZZ FEOEZ Z virus from crossing this barrier and being found in the central
g nervous system (16, 17). Considering previously described risk
o g - @ g = factors for severe YF (3) (older age, male sex, higher neutrophil
X = § 838K 8 g ) T . % i
A g § Al mAe S5 ¥ counts, higher levels of AST, indirect bilirubin, creatinine,
e &
= 8 prolonged prothrombin time, and YFV RNA viral load in
s 2. .. é é_ plasma) and hepatic injury markers, we performed statistical
&S ‘E 3 § BREZE& § £y analysis comparing data from the five patients with positive CSF
= g g and the other eight patients with no detection of YFV RNA in
,—; i CSF. None of the analyzed variables presented a statistically
g g significant difference. However, all 13 patients presented with at
S least two risk factors for severe disease (Table 2).
b
|
=) it
. 2 83 Discussion
2 2 28
=} =~ -]
i 5 E
i 2 g & z This study demonstrates the presence of wild type YFV RNA
ewea £ § in CSF from five naturally infected YF patients during the 2018
3 < E 2 YF outbreak in Brazil. We were also able to detect antibodies
2 : g g against YFV in CSF in three of those five patients. These results
& 3 z = £% suggest that YFV can be neuroinvasive in severe disease, but
o = < R . A
3 é > 5 x5 % £3 more studies are needed to confirm the role of YFV in
d ‘E‘ = ’%E £ g 2 53 neuroinvasion given our small sample size. Although YFV
=6 £§3&3&8 [8E genomic RNA has also been detected in CSF of naturally
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FIGURE 1

Maximum Likelihood tree of Yellow fever virus. The maximum clade credibility tree inferred using Yellow fever virus (YFV) sequences (187 nt) is
shown (corresponding to position 9046 to 9232 compared to the YFV nucleotide sequence, GenBank accession number KY885001). The
bootstrap values (1.000 replicates) are represented by circles drawn in scale in the nodes. Bootstrap values higher than 75 are indicated.
Sequences generated in this study are highlighted in pink. The clade containing samples from the genotype South-American | is represented in
black. The clade containing samples from genotype South-American Il is represented in green. For clarity purposes, some branches
representing different genotypes were collapsed and colored as follows: West African | and || (light blue), Angola (dark blue), and East/Central
African (orange), respectively. The tree was reconstructed using the nucleotide substitution model kimura 2-parameters with 4-categories
gamma distribution. The analysis was performed using MEGA7 and the tree was visualized and edited in FigTree v1.4.4

infected patients by other studies (3, 9, 10), encephalitis caused
by YFV neuroinvasion is rarely described (1, 8) and more studies
are needed to better understand this phenomenon in humans.
While neurological disease can also occur as an adverse event
following YF vaccination, neurologic manifestations due to WT-
YFV infection are rare, and early studies described delirium,
seizures (1, 8, 27), and coma as one of the events preceding death
due to YF infection (1). It is known that these manifestations are
more associated with cerebral edema and metabolic factors
associated with severe disease than with the action of the virus
itself in the CNS (8).

According to protocols of patient management
recommended by the Ministry of Health in Brazil, all 13
patients analyzed in this study were classified as YF severe
cases (group C) and hospitalized in an intensive care unit
(ICU) (7). This classification includes the presence of signs
and symptoms as oliguria, somnolence, lethargy, mental
confusion, coma, seizure, bleeding, difficulty to breathing,
hypotension, poor perfusion or AST or ALT = 2,000 UI/L, CR
>2, INR 2 1,5, and platelets < 50,000 cells/mL (7). In addition,
Kallas and colleagues (2019) described older age (> 45 years old),
male sex, higher neutrophil counts (> 4,000 cells/mL), higher
levels of AST (= 3,500 UI/L), indirect bilirubin (> 0.64 mg/dL),
creatinine (22.36 UI/L), prolonged prothrombin time (>1.46),
and YFV RNA viral load in plasma (= 5.1 log copies/mL) as risk
factors for fatal cases (3).

Analyzing our patients on the day of their death, they
presented with indirect bilirubin, INR, and creatinine above
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the cut-off found by Kallas etal. (3), and all were considered
comatose on the day of death. Four patients showed AST and
neutrophil counts higher than cut-off values described as risk
factors for fatal disease (3). In addition, two patients studied here
presented with serum YFV genomic RNA load higher than the
established threshold for fatal YF (3). All patients presented with
three or more signs and symptoms described by the Ministry of
Health (7) as an important factor for severe YF clinical illness
(Table 2), and at least two several markers for poor prognosis,
described by Kallas etal. (3) (3, 7), that could be lead to
neurologic manifestations (8). However, we did not find any
risk factor that could be associated with detection of YFV RNA
in CSF.

Together, our findings suggest severe cellular damage by
YFV in the five patients with YFV RNA in CSF. The
combination of liver, kidney, and bone marrow damage
indicates the involvement of multiple organs, resulting in a
systemic damage. In most cases, this damage might be
irreversible due to systemic impairment and the
interdependence of organ systems in their functioning. Liver
failure probably contributes to encephalitis (28), and the already
fragile BBB allowed virus crossing to CNS, likely mediated by
cytokine storm produced during viscerotropic YF infection. It
has been described for other flaviviruses, that this cytokine storm
can alter the permeability of the endothelium through the
disturbance of the tight junctions of BBB (reviewed by 29).
Bearing in mind that WT- YFV must have a relative
neurovirulence in humans, the virus probably reached the
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CNS due to the severe clinical illness of the studied patients
during YF infection. The virus could have reached the CNS as a
free particle or inside an infected cell (Trojan-horse entry
mechanism) (30). Possibly as a consequence of immune
response against YFV, infected cells could have crossed the
BBB carrying viruses’ particles and immunoglobins to the CNS
(reviewed by 30). Another pathway that might have allowed
neuroinvasion by YFV could be the recently described network
of lymphatic vessels within the dura mater that runs alongside
blood vessels and is responsible for fluid flow and lymphatic
drainage from the central nervous system (19).

While the presence of IgM in CSF without direct detection of
virus could indicate neuroinvasiveness, it is important to note
that this phenomenon might be a consequence of a passive
crossing through the BBB and does not necessarily implicate the
presence of YFV particle or active virus replication in CNS.
However, the recent YF outbreak in Brazil was caused by a new
viral lineage with unique mutations and amino acid
substitutions (2, 4) and the possible impacts of these
alterations in viral biology and pathogenesis still need to be
addressed. Nevertheless, it is plausible to consider that the
presence of YFV RNA, and possibly viral particles in CNS,
could have harmed the outcome of these patients.

Conclusion

In this study YFV genomic RNA, IgM, and neutralizing
antibodies were detected in CSF in fatal YF cases at HEM with
presenting signs and symptoms of severe viscerotropic YF
disease. Severe clinical illness may facilitate the virus invasion
in CNS. Further studies are needed to better elucidate the role of
CNS involvement in YF disease.
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ABSTRACT Prior studies have demonstrated prolonged presence of yellow fever virus
(YFV) RNA in saliva and urine as an alternative to serum. To investigate the presence
of YFV RNA in urine, we used RT-PCR for YFV screening in 60 urine samples collected
from a large cohort of naturally infected yellow fever (YF) patients during acute and
convalescent phases of YF infection from recent YF outbreaks in Brazil (2017 to 2018).
Fifteen urine samples from acute phase infection (up to 15 days post-symptom onset)
and four urine samples from convalescent phase infection (up to 69 days post-symptom
onset), were YFV PCR-positive. We genotyped YFV detected in seven urine samples (five
collected during the acute phase and two collected during the YF convalescent phase).
Genotyping indicated the presence of YFV South American | genotype in these samples.
To our knowledge, this is the first report of wild-type YFV RNA detection in the urine this
far out from symptom onset (up to 69 DPS), including YFV RNA detection during the con-
valescent phase of YF infection. The detection of YFV RNA in urine is an indicative of YFV
infection; however, the results of RT-PCR using urine as sample should be interpreted
with care, since a negative result does not exclude the possibility of YFV infection. With
a possible prolonged period of detection beyond the viremic phase, the use of urine sam-
ples coupled with serological tests, epidemiologic inquiry, and clinical assessment could pro-
vide a longer diagnostic window for laboratory YF diagnosis.

KEYWORDS yellow fever virus, yellow fever, virus surveillance, diagnosis, urine

fter decades of causing small outbreaks in remote areas of the globe, yellow fever virus

(YFV) caused large outbreaks of yellow fever (YF) in African and South American countries
from 2016 to 2019. In 2016, YFV spread through Angola and the Democratic Republic of
Congo, resulting in 884 confirmed cases and 381 deaths (1). These cases were also imported
to other countries, such as China (2). Later in 2016, the virus reemerged in Southern Brazil
and caused 2,166 confirmed cases and 752 deaths from 2016 to 2019 (3-5).

The clinical course of YF is classically divided into three stages: (i) infection, char-
acterized by viremia and occurrence of flulike symptoms; (ii) remission, when sero-
conversion is observed while fever and symptoms disappear; and (iii) intoxication,
which is considered the severe form of YF, when symptoms reappear and patients
experience hemorrhagic fever, multiorgan dysfunction, jaundice, oliguria, and anu-
ria, among other symptoms (4, 6, 7). After these three stages, there is a convalescent
phase of disease, which is characterized by prolonged weakness and fatigue lasting
several weeks (7-11).
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Detection of Yellow Fever Virus RNA in Urine Samples

According to the World Health Organization (WHO), a YF suspected case is defined as any
individual who presents with an acute febrile illness and jaundice development within 14 days
after symptom onset. A YF probable case is defined by a suspected individual testing positive
for YF IgM antibodies in the absence of YF vacdnation or an epidemiological link with a YF
confirmed case or outbreak (12). In both cases, laboratory testing must be performed to con-
firm YF diagnosis. YF laboratory testing is performed through molecular, virologic or serologi-
cal methods using mainly serum collected in different phases of the infection, with preference
for serum from the acute phase of infection (13). Serological tests targeting detection of anti-
YFV IgM antibodies are recommended after seroconversion, often utilizing samples collected
from the sixth day after the onset of symptoms onward. However, the detection of antibodies
against YFV poses multiple challenges as serologic tests do not necessarily indicate an active
YFV infection, cross-reactivity with other flaviviruses can occur, and routine serological tests for
detection of IgM or IgG do not disariminate between immunologic responses created by natu-
ral infection or by the YF vacdne. The gold standard for laboratory diagnosis is real-time
reverse transcriptase PCR (RT-gqPCR) using whole blood or serum collected from days one to
10 post-symptom onset (DPS) (13). However, according to the WHO, there is a limited window
of 10 DPS of YFV RNA detection in serum, and the use of altemative biological samples like
urine may provide a useful approach for molecular diagnosis.

Prior studies have demonstrated prolonged presence of RNA in urine or saliva from other
flaviviruses such as Zika virus (ZIKV) and dengue virus (DENV) (14, 15). Regarding the YFV,
previous studies had demonstrated the presence of YFV RNA in urine samples when viral
RNA is no longer detected in sera (16-18). One study demonstrated the presence of YFV
RNA in urine up to 32 DPS in patients who recovered after YF disease and urine samples in
some cases contained higher viral loads compared to blood samples collected on the same
day (16). In another study, YFV RNA was detected in urine and semen samples from a natu-
rally infected YF patient up to 21 DPS, when the serum was already RT-qPCR negative (18).

We evaluated the applicability of urine as a sample for YFV laboratory molecular
detection by testing a range of samples collected from a large cohort of YF infected
patients at acute and convalescent phases of YF infection during recent YF outbreaks
in Brazil, from 2017 to 2018.

MATERIALS AND METHODS

Biological samples and ethics. A total of 480 patients were attended at Eduardo de Menezes Hospital
(HEM), Belo Horizonte, Brazil, a reference hospital for infectious diseases in Minas Gerais state, during the 2017
to 2018 YF outbreak. Routine YF laboratory diagnosis tests (PCR or ELISA) were performed at Reference
Laboratory in Minas Gerais (Ezequiel Dias Foundation—FUNED). The YF laboratory diagnosis was confirmed
through positive YFV PCR or detection of anti-YFV IgM, followed by negative anti-DENV and anti-ZIKV IgM
tests. Of the 302 patients with confirmed YF, 60 patients provided consent and urine samples for the current
study. Urine samples from the 60 patients enrolled in this study were obtained in different DPS (Table 1) and
analyzed. One urine sample per patient was analyzed, and whenever available, serum samples were also ana-
lyzed (Table 1). Twenty-seven urine samples were collected during the YF acute phase (up to 15 DPS), and 33
urine samples were obtained during the convalescent phase (from 19 to 94 DPS) (Table 1). Urine and serum sam-
ples were collected at the hospital and kept in liquid nitrogen until adequate transport to Virus Laboratory/ICB/
UFMG, where the samples were maintained in an ultra-freezer at —70°C until use. Out of 60 patients enrolled in
the study, 58 patients had no record of YF vaccination, while two patients had been vacdnated against YF
10 days before symptom onset. This study was approved by the Ethics Committee for studies with human sub-
jects on Human Research at René Rachou Institute/FIOCRUZ-MG on CAAE 65814417.0.00005091 and CAAE:
43000815.7.0000.5091.

YFV RNA screening. A total of 140 uL of each urine sample was used for total RNA extraction, using
the QIAmp Viral RNA minikit (Qiagen), following the manufacturer's instructions. Total RNA (5 uL) was
used in an RT-gPCR targeting part of the YFV 3'UTR region of the YFV genome (19), for YFV RNA screen-
ing. Positive samples were then used for YFV genotyping, as described below. Whenever possible, YFV
RNA was also screened in serum from patients who had YFV RNA detected in urine.

YFV genotyping. Urine samples presenting YFV RNA were genotyped (20). For this, 5 uL of total
RNA obtained from a positive urine sample was submitted to a different RT-qPCR, using primers targeting the
NS5 region (21), and amplicons were used for nudeotide sequendng (22). The sequences generated were
then aligned with a sequence panel previously used (20), using Clustal W, implemented on Mega7 (22). The
Maximum-likelihood tree was generated using Kimura-2-parameters nudeotide substitution model with
gamma distribution and 1,000 bootstraps replicates, using MEGA7 (23).

Data availability. Sequence data generated in this study were deposited in GenBank under acces-
sion numbers OM692343 to OM692349.
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TABLE 1 Urine and serum samples collected during the acute and convalescent phases of yellow fever infection tested for the presence of
yellow fever virus RNA, using RT-qPCR?

YFV diagnosis (performed RT-qPCR result
by the reference (performed in research
laboratory FUNED)® lab-Virus Lab/ICB/UFMG) -«
Symptom Vaccination YFV
ID onset DPS PCR or ELISA DPS SERA URINE date genotype
1 3/3/18 10 PCR + 3 R P NV NA
2 1/14/18 2 PCR + 4 P P NV NA
B 1/22/18 3 PCR + 5 NA P NV SA-l
4 1/28/18 3 PCR + 5 NA P NV NA
5 2/12/18 4 PCR + 6 NA P NV NA
6 2/1/18 8 PCR + 8 NA P NV SA-l
7 2/26/18 3 PCR + 8 NA P NV SA-l
8 2/12/18 3 PCR + 9 NA P NV NA
9 1/6/18 6 PCR + 10 N P NV SA-l
10 2/9/18 6 PCR + 13 N P NV SA-l
1 1/18/18 6 PCR + 15 NA P NV NA
12 1/16/18 10 PCR + 22 N P NV NA
13 3/15/18 3 PCR + 28 N P NV NA
14 1/22/17 5 PCR + 67 N P 1/16/17 SA-1
15 115/17 3 PCR + 69 N P 11417 SA-I
16 1/20/18 5 PCR + 1 NA N NV NA
17 2/4/18 NA© PCR + 4 NA N NV NA
18 1/22/18 2 PCR + 5 NA N NV NA
19 2/15/18 NA< PCR + 5 NA N NV NA
20 1/28/18 33 PCR + 7 NA N NV NA
21 2/23/18 1 PCR + 7 NA N NV NA
22 3/16/18 NA® PCR + 7 NA N NV NA
23 2/5/18 3 PCR + 8 NA N NV NA
24 3/5/18 NA¢ PCR + 8 NA N NV NA
25 1/12/18 NA® PCR + 9 NA N NV NA
26 1/22/18 5 PCR + 9 NA N NV NA
27 1/12/18 10 PCR + 10 NA N 1/16/18 NA
28 1/22/18 3 PCR + 1 NA N 1/22/18 NA
29 1/28/18 9 PCR + 1 NA N NV NA
30 1/21/18 10 PCR + 12 NA N 1/24/18 NA
31 2/15/18 NA® PCR + 15 NA N NV NA
32 1/22/18 NA® PCR + 19 NA N NV NA
33 1/18/18 3 PCR + 21 NA N >20 DAYS NA
34 2/5/18 6 PCR + 31 NA N NV NA
35 1/16/18 4 PCR + 36 NA N NV NA
36 1/25/17 2 PCR + 45 NA N NV NA
37 2/26/18 NA< PCR + 46 NA N NV NA
38 1/22/17 NA® PCR + 48 NA N 11217 NA
39 1/13/18 4 PCR + 48 NA N NV NA
40 1/28/17 4 PCR + 50 NA N 1/16/17 NA
41 1/15/17 NA© PCR + 55 NA N NV NA
42 1/22/17 3 PCR + 62 NA N 1/10/17 NA
43 1/15/17 6 PCR + 64 NA N 1/16/17 NA
44 117/17 5 PCR + 67 NA N 1/16/17 NA
45 1/23/17 3 PCR + 68 NA N 1/23/17 NA
46 1/22117 5 PCR + 69 NA N 1/22/17 NA
47 1/8/17 5 PCR + 69 NA N 3/21/01 NA
48 1/8/17 24 ELISA + 69 NA N NV NA
49 1/18/17 NA© PCR + 73 NA N NV NA
50 11117 23 PCR + 73 NA N NV NA
51 1/26/18 NA© PCR + 77 NA N NV NA
52 /717 6 ELISA + 77 NA N NV NA
53 1717 1 PCR + 77 NA N NV NA
54 110/17 5 PCR + 78 NA N 11117 NA
55 1/5/17 8 ELISA + 79 NA N 1/14/17 NA
56 1/10/17 4 PCR + 81 NA N NV NA
57 1/5/17 8 PCR + 81 NA N NV NA
58 1/14/17 5 PCR + 84 NA N NV NA
(Continued on next page)
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TABLE 1 (Continued)

Journal of Clinical Microbiology

YFV diagnosis (performed RT-gPCRresult
by the reference (performed in research
s laboratory FUNED)? lab-Virus Lab/ICB/UFMG) YEV
ID onset DPS PCR or ELISA DPS SERA genotype
59 1/25/18 5 PCR + 85 NA NA
60 1/4/17 14 PCR + 94 NA NA

“The positive urine samples from yellow fever acute phase (until 15 DPS) were highlighted in gray. Positive urine samples from yellow fever convalescent phase (after 16
DPS) were highlighted in blue. ID: patient identification. DPS: days post-symptom onset. P: positive for the presence of yellow fever virus RNA by RT-qPCR (16). N: negative

for the presence of yellow fever RNA (16). NA: not available. NV: not vaccinated (patients did not report a history of vaccination against yellow fever).

"YFV diagnosis confirmed by Central Reference Laboratory (FUNED) linked to Ministry of Health and Health Secretary of Minas Gerais state.

“Date of exam's result is not available; however, the positive YF case was confirmed.

RESULTS

Of 60 analyzed urine samples, 15 (25%) were positive for the presence of YFV RNA
(Ct range: 29-33) (Table 1). Eleven urine samples were taken from the acute phase (11/
27 = 40.7%) (collected from 2 to 15 DPS; Table 1) and four urine samples were taken from
the convalescent phase (4/33 = 12.1%) (collected at 22-, 28-, 66-, and 69-DPS; Table 1). From
eight patients we were able to analyze serum collected on the same day of the analyzed
urine sample. In two patients (ID 1 and ID 2; Table 1) YFV RNA was detected in serum and
urine samples collected on the same day (3 and 4 DPS, respectively; Table 1). Six patients (IDs
9, 10, 12, 13, 14, and 15; Table 1) tested positive in urine while YFV RNA was no longer
detected in serum samples collected on the same day as urine (Table 1).

The precise mechanisms governing the YF pathogenesis and disease outcome are still
unknown. It has been proposed that older age, male sex, higher leukocyte and neutrophil
counts, higher alanine aminotransferase, aspartate transaminase (AST), bilirubin, and creati-
nine, prolonged prothrombin time, and higher yellow fever virus RNA plasma viral load
were associated with severe YF disease (24). Although the majority of patients with urine
detection of YFV RNA presented with altered values for important liver and kidney injuries
biomarkers (Fig. 1, Table S1), in accordance with the YF Management book guidelines (25)
they all were dassified as mild YF disease, with the exception of one patient (ID 12), who
was hospitalized in an intensive care unit and died 1 month after hospitalization (Fig. 1, Table
S1). The 45 patients without YFV RNA detected in urine were also classified as having mild to
severe disease, and they presented similar ranges of biomarkers as observed for patients with
YFV RNA in urine (biomarkers presented in Table S2).

Two urine samples, from the convalescent phase of YF infection (67 and 69 DPS), were
collected from patients who received YF vaccine 10 days before symptom onset (ID 14 and
ID 15; Table 1) and were genotyped as previously described (20), to investigate possible per-
sistence of the YFV vaccine strain. We were also able to genotype YFV from other three urine
samples collected during acute YF infection (GenBank accession number: OM692343 to
OM692349) (Table 1 and Fig. 2). Other urine samples were included in this genotype experi-
ment, but sequending was not successful, likely because of the lower YFV viral load in the
used sample. The phylogenetic analyses indicated that all six YFV genotyped samples
belonged to the wild-type South American | genotype (Fig. 2), which was associated with
the recent outbreaks in Brazil (26-28).

DISCUSSION

The detection of YFV RNA and South American | genotype in convalescent phase YF
samples up to 69 DPS indicates the presence and persistence of YFV RNA in the urine for an
extended period of time than previously described. To our knowledge, this is the first report
of wild-type YFV RNA presence in the urine of YF patients up to 69 days post-symptom
onset. Previous studies had demonstrated the presence of wild-type YFV RNA in the urine
up to 32 DPS (16-18).

As recommended by WHO, YF diagnosis must be confirmed by a positive RT-gPCR or
with a 4-fold increase in IgG anti-YFV antibody titers between acute and convalescent paired
serum samples (12). When retrospective YF outbreaks are under investigation, especially in
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FIG 1 Plot of laboratory exams values of patients from whom YFV RNA were detected in urine samples. Shown here are leukocyte count (mm?) (A), neutrophil count
(mm?) (B), ALT (UIL) (C), AST (Ul/liter) (D), and creatinine (mg/dL) (E). Normal range values are shown between blue lines and highlighted in gray. The cutoff described
by Kallas et al. (2019) for developing severe YF disease is represented by the green line. Data from P2, P3, P4, P5, P7, P8, and P13 were collected 3 DPS. Data from P9
and P14 were collected 5 DPS. Data from P10 and P11 were collected 6 DPS. Data from P1, P6, and P15 were collected 7 DPS. Data from P12 were collected 11 DPS.
The y axis indicates the values of different biomarkers. Red dots indicate the measure of each patient according to the patient ID plotted in x axis.

lower-resourced communities or remote areas, it is often difficult to collect paired serum
samples for serologic diagnosis or a serum sample during the short viremic period of YFV.
Although international guidelines advocate using YFV molecular tests in sera until 10 days
postsymptom onset, the detection of YF RNA in urine during the acute phase of YF indicates
the suitability of urine for molecular diagnosis, even when sera are RT-qPCR negative, as dem-
onstrated in this study. Additionally, the limited diagnostic window of YFV RNA detection in
sera may be extended with the evaluation of urine samples as demonstrated here and in pre-
vious studies (16-18). A few studies had already demonstrated the detection of YFV-17D RNA
in urine (29, 30), and with the data presented here, we could suggest that urine can be used
as an alternative sample in cases when YFV genotyping is necessary.
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FIG 2 Maximum likelihood tree of yellow fever virus. The maximum clade credibility tree inferred using yellow fever virus (YFV) sequences (213 nt) is shown
(corresponding to position 9020 to 9232 compared to the nucleotide sequence of YFV-17D, GenBank accession number: X03700). The bootstrap values (1.000 replicates)
are represented by circles drawn in scale in the nodes. Sequences generated in this study are highlighted in pink. The clade containing samples from genotype South
American | is represented in black. For clarity purposes, some branches representing different genotypes were collapsed and colored as follows: West African I/
vaccine strains (purple), West African | (red), East/Central African (yellow), and Angola (blue). The tree was reconstructed using the nucleotide substitution model
kimura 2-parameters with 4-categories gamma distribution. The analysis was performed using MEGAX and the tree visualized and edited in FigTree v1.44.

Urine collection is a noninvasive, simple, and inexpensive process that could effectively
contribute to the investigation of suspected YF cases. The use of urine specimens can extend
the window for YFV RNA detection and genotyping with differentiation of wild-type YFV from
vaccine virus strains (20). This strategy could be especially useful (i) for retrospective investiga-
tion of outbreaks when viremia can no longer be detectable in patients (ii) for investigation of
suspected cases of adverse events related to YFV vaccination, (iii) when there is difficulty with
phlebotomy as some cases with younger children, or (iv) in conditions lacking proper facilities
to process and store biological samples after harvesting. Urine does not need processing after
collection (as opposed to the processing of whole blood for obtaining sera), and the inclusion
of an RNA stabilizer after collection, if necessary due to collection conditions, can contribute to
preservation of urine samples and further enhancement of RNA detection. We understand
that one of the limitations of this study is that it was done using samples already collected dur-
ing the YF outbreak in Brazil. We could not plan an ideal scenario for urine samples collection.
Nonetheless, the detection of YFV RNA in urine in 25% of 60 patients tested here supports
future prospective cohort studies, providing preliminary data regarding the detection of YFV
RNA in urine samples even after 69 days after symptom onset.

Although larger studies are needed, our results from naturally infected YF patients suggest
that investigation of YFV RNA in urine can be an effective and supportive additional diagnostic
approach, particularly considering the larger detection window compared to serum samples
and genotyping suitability. The results of molecular tests using urine as sample for laboratory
diagnosis should be carefully interpreted. While a positive result can contribute to YFV diagno-
sis, a negative (nondetectable) result does not exclude YFV infection.
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Abstract

This study evaluates the range of neurological manifestation in children with COVID-19 (neuro-COVID-19) both with
and without the multisystem inflammatory syndrome (MIS-C) and the persistence of symptoms after hospital discharge.
The study was conducted as a prospective study of children and adolescents under 18 years of age who were admitted to a
children’s hospital for infectious diseases from January 2021 to January 2022. The children had no previous neurological or
psychiatric disorders. Out of the 3021 patients evaluated, 232 were confirmed to have COVID-19 and 21 of these patients
(9%) showed neurological manifestations associated with the virus. Of these 21 patients, 14 developed MIS-C, and 7 had
neurological manifestations unrelated to MIS-C. There was no statistical difference regarding the neurological manifesta-
tions during hospitalization and outcomes between patients with neuro-COVID-19 who had or did not have MIS-C, except
for seizures that occurred more frequently in patients with neuro-COVID-19 without MIS-C (p-value =0.0263). One patient
died, and 5 patients still had neurological or psychiatric manifestations at discharge, which persisted for up to 7 months. The
study highlights that SARS-CoV-2 infection can affect the central and peripheral nervous system, particularly in children
and adolescents with MIS-C, and that it is crucial to be vigilant for long-term adverse outcomes, as the neurological and
psychiatric effects of COVID-19 in children are emerging during an important stage of brain development.

Keywords COVID-19 - Children - Neuro-COVID-19 - COVID-19-associated multisystem inflammatory syndrome -
SARS-CoV-2 - MIS-C

Introduction

Brazil has been severely affected by the COVID-19 pan-
demic, caused by severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2 (SARS-CoV-2) (Oliveira et al. 2021). Studies in dif-
ferent countries reported lower severity and mortality from
SARS-CoV-2 infection in children and adolescents than in
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adults and elders (Ray et al. 2021; Feldstein et al. 2020;
WHO 2020). Nevertheless, a nationwide database reported
a case fatality rate of 7.6% among 11,613 hospitalized chil-
dren and adolescents with confirmed COVID-19. These sub-
jects” death variables were age, indigenous ethnicity, poor
geopolitical region, and pre-existing medical conditions
(Oliveira et al. 2021).

There is also growing evidence that SARS-CoV-2 infec-
tion is associated with direct and indirect neurological
symptoms and central nervous system (CNS) complica-
tions, called neuro-COVID-19 (Stafstrom 2022; Shoraka
et al. 2021). Clinical manifestations of neuro-COVID-19
include headaches, seizures, meningitis, encephalitis,
encephalopathy, and peripheral nervous system (PNS)
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manifestations, such as Guillain-Barré syndrome, myeli-
tis, and neuralgia (Stafstrom 2022; Shoraka et al. 2021;
Abdel-Mannan et al. 2020; Moriguchi et al. 2020; Huang
et al. 2020; Abu-Rumeileh et al. 2021; Toscano et al. 2020).
Although neuro-COVID-19 has been associated with long-
term sequelae in adults, little information is known regard-
ing long-term adverse developmental in pediatric patients
(Stafstrom 2022; Panda et al. 2021; Lindan et al. 2021;
LaRovere et al. 2021). In addition, reports of neurological
complications in children and adolescents have also been
associated with multisystem inflammatory syndrome in
children (MIS-C) (LaRovere et al. 2021).

Children and adolescents infected with SARS-CoV-2
are at increased risk for COVID-19-associated multisystem
inflammatory syndrome in children (MIS-C), also known as
a pediatric inflammatory multisystem syndrome, temporally
associated with SARS-CoV-2 (PIMS-TS) (Ray et al. 2021).
MIS-C occurs due to a dysregulation of the innate and adap-
tive immune responses in the face of an intense inflamma-
tory response (Feldstein et al. 2020). MIS-C is characterized
by at least 3 days of fever; altered inflammatory tests; dam-
age of at least two organs and tissues; evidence of COVID-
19; and no other apparent causes of inflammation, according
to the criteria of the World Health Organization (2020).

This study aimed to evaluate the spectrum and prevalence
of neurological manifestations associated or not with MIS-C
in hospitalized children infected by SARS-CoV-2 and the
persistence of symptoms after hospital discharge.

Methods

This study was approved by the Research Ethics Com-
mittee of Hospital Infantil Joao Paulo II (HIJPII) (Belo
Horizonte — MG, Brazil) under number 132/2009 and by
the Universidade Federal de Minas Gerais: CAE number:
09273012.9.0000.5149. For all study subjects, legal guard-
ians signed the consent form for research.

We carried out a prospective study in Hospital Infantil Joao
Paulo 1II, a reference children’s hospital, to care for infectious
diseases in Minas Gerais state, Southeast Brazil, throughout
2021. Children and adolescents aged 18 or under were included
in the study if they had (i) laboratory-confirmed SARS-CoV-2
infection and new-onset neurological, or (ii) complication of
previous neurological disease, or (iii) psychiatric disorders dur-
ing or after COVID-19. Patients were excluded if diagnosed
with another viral or bacterial co-infection or if the legal guard-
ians did not sign the consent form for research. None of the
children and adolescents in this study had received the COVID-
19 vaccine.

All children and adolescents admitted to the hospital with
flu-like symptoms, or severe acute respiratory syndrome, were
investigated for SARS-CoV-2 infection by real-time polymerase

@ Springer

chain reaction (CDC Protocol respiratory virus or NCOV 500 T
SINTESE BIO 10006713 IDT—Integrate) or nasopharyngeal
swab antigen test (qualitative immunoassay, ACRO BIOTECH,
INC). Patients with signs of MIS-C, or neurological manifes-
tations, but without flu-like symptoms, were investigated by
serological examination using the chemiluminescence immu-
noassay method with sensibility of 84.7 (CI95% 79.2-96) and
specificity of 97% (CI 95% 95-99.5) (kit SARS-CoV-2 IgG and
IgM Abbott). Only patients with neurological symptoms and
laboratory-confirmed SARS-CoV-2 infection were included in
the analysis. We used the World Health Organization criteria
adopted by the Brazilian Ministry of Health to define clinical
cases of MIS-C associated with COVID-19 (WHO 2020).

All neurological symptoms or manifestations were evalu-
ated by pediatric neurologists and classified as headache,
meningitis, encephalitis/encephalopathy, simple febrile sei-
zures, complex seizures, cerebrovascular event, or peripheral
neuropathies (Guillain-Barré syndrome, paresis, myelitis).

Patients, who presented neurological manifestations second-
ary to acute infection or post-infection by SARS-CoV-2 and did
not meet the criteria for MIS-C, were gathered in the neuro-
COVID-19 without MIS-C group. Patients with neurological
symptoms associated with the multisystem inflammatory syn-
drome were defined as the neuro-COVID-19/MIS-C group.

Cerebrospinal fluid (CSF) was collected from patients sus-
pected of having a central nervous system acute infection or
Guillain-Barré syndrome by lumbar puncture. Real-time poly-
merase chain reaction (RT-PCR) was used to investigate viral
RNA or DNA of SARS-CoV-2, dengue virus (DENV), Zika
virus (ZIKV), chikungunya virus (CHIKV), herpes 1,2, and 3
virus, Epstein-Barr virus (EBV), and West Nile virus (WNV),
according to research protocol. To rule out other infections,
patients with meningitis were also investigated by RT-PCR,
routine isolation, and culture for Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis, and Streptococcus pneumoniae.

Children who had severe acute respiratory syndrome were
evaluated by RT-PCR for other respiratory viruses such as res-
piratory syncytial virus, adenovirus, influenza A and B, parain-
fluenza, metapneumovirus, and bocavirus, according to hospital
laboratory routine. Children and adolescents were also evalu-
ated for D-dimer, troponin, C-reactive protein, and blood count
according to medical assistance evaluation (Table 1).

All patients followed up with neurologists and child psy-
chiatrists until clinical improvement. Some patients continue
in clinical follow-up until the publication of this study.

The statistical analysis was made using notification data
and test results for SARS-CoV-2 to estimate the preva-
lence of cases admitted to the hospital between January
2021 and January 2022. Descriptive analyses were per-
formed using Student’s ¢-tests or Mann—Whitney U tests
to compare quantitative variables and the chi-square test
for categorical variables. The tests investigated any signifi-
cant differences between groups in the COVID-19-related
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Table 1 Clinical features, investigations, treatment, and outcomes of patients with COVID-19 and neurological manifestations

Neuro-COVID-19 without Neuro-COVID-19/ MIS-C (n =14) p-value
MIS-C (n=7)
Number of patients (%) Number of patients (%)
Age 4.4 (1 mo-10.5 yr) 5.9 (4 mo-12.2 yr) 0.3887
Sex
Male 6 (85.7%) 10 (71.4%)
Female 1(14.3%) 4 (28.6%) 0.6244
Clinical features
Rash 0(0%) 8 (57.1%) 0.0179*
Mpyocarditis or coronary dilatation 0(0%) 6 (42.8%) 0.0609
Shock or hypotension 1(14.3%) 8 (57.1%) 0.1588
Respiratory symptoms 5(71.4%) 6 (42.8%) 0.3615
Headache 3(71.4%) 9 (64.3%) 0.3972
Meningitis 3(42.8%) 2 (14.3%) 0.2800
Encephalitis 3(42.8%) 5(35.7%) 1
Seizures 3(42.8%) 0 (0%) 0.0263"
Ataxia 2 (28.7%) 1(7.1%) 0.2474
Peripheral nervous system 3(42.8%) 2 (14.3%) 0.2800
involvement
Behavioral changes 1(14.3%) 0 (0%) 0.3333
Investigations
SARS-CoV-2 PCR positive 6 (85.7%) 6 (42.8%) 0.1588
SARS-CoV-2 IgG positive 2(28.6%) 9 (64.3%) 0.1827
Elevated acute-phase reactants* 0(0%) 13 (92.8%) 0.0003*
C-reactive protein, mg/dl 22.7 (0.9-261) 233 (72-595) 0.0118°
Blood white cell count (cells/mm3) 8280 (4470-10,280) 15,895 (5080-47,000) 0.0149°
CSF white cell count (cells/mm?) 51.8 (1-250) 38.2 (1-175) 0.8033
Treatment
Intensive care unit admission 4(57.1%) 7 (50%) 1
Inotropic support 1 (14.3%) 4 (28.6%) 0.6244
Immunomodulation** 1(14.3%) 11 (78.6%) 0.0158"
Outcome
Disability*** 2 (28.6%) 2 (14.3%) 0.5743
Death 1(14.3%) 0 (0%) 0.3333

*Combined acute-phase reactants were defined as lactate dehydrogenase, ferritin, and D-dimers

**Immunoglobulin and/or corticosteroid

*##*Disability: defined as an altered neurological examination performed by a neurologist at hospital discharge

“Student’s t-tests
"Mann-Whitney U tests

symptoms, laboratory exams, and neurological symptoms.
Statistical analyses were done with R software, and p-values
less than 0.05 were considered significant.

Results
Between January 2021 and January 2022, 3021 children and

adolescents with clinical suspicion of COVID-19 were admit-
ted to the hospital and eligible to participate in the study.

Samples from the 3021 patients were collected and
screened for SARS-CoV-2 infection. A total of 232
patients had laboratory confirmation of SARS-CoV-2
infection. COVID-19 diagnosis was performed by RT-PCR
from nasopharyngeal swabs in 114/232 patients (49.1%),
by antigen test in 97/232 (41.8%), and by serological test
in 21/232 (9.1%) patients.

Regarding the 232 patients with confirmed SARS-
CoV-2 infection, the mean age of the patients was 4 years

@ Springer
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and 6 months (ranging from 1 month to 18 years), but 163
(70.2%) were younger than 6 years. A total of 128 patients
(55%) were male, and 151 (65.1%) had no known comorbid-
ity (Centers for Disease Control and Prevention 2022). The
clinical presentations of COVID-19 observed were severe
acute respiratory syndrome in 171 (73.7%), a flu-like syn-
drome in 33 (14.3%), and COVID-19-associated MIS-C
in 28 patients (12%). Neurological manifestations were
identified in 21 patients (9%), of which 14 presented neuro-
COVID-19/MIS-C and 7 presented neuro-COVID-19 with-
out MIS-C (Table 1). The pediatric neurologists diagnosed
and evaluated all children during the hospital stay. There
was 1 death, and at hospital discharge, 4 (19%) still had
some neurological manifestations such as paresis, ataxia,
or diplopia (Table 1). Only one 7-year-old child presented
psychiatric manifestations with auditory hallucinations and
behavioral changes, such as aggression, during acute SARS-
CoV-2 infection. In this cohort, the patients who developed
neurological and psychiatric manifestations associated with
SARS-CoV-2 infection had no previous neurological or psy-
chiatric disorders.

Cerebrospinal fluid was harvested from 12 patients. Ten
patients were male between 1 month and 10 years (mean:
3.9 years; median: 2.6 years). SARS-CoV-2 infection was
diagnosed in eight patients detecting the presence of SARS-
CoV-2 antigen or RNA indicating acute infection. Four
patients had laboratory tests showing the previous infection
by detecting SARS-CoV-2 IgG (Table 2).

A total of 14 patients diagnosed with MIS-C were clas-
sified as neuro-COVID-19/MIS-C. The neurological symp-
toms or manifestations presented by 9 patients were head-
aches, 5 had encephalitis/encephalopathy, 2 had meningitis,
2 had peripheral neuropathy, and 1 patient presented with
ataxia, diplopia, and muscle weakness (Table 1). Four of the
6 CSF samples collected from these patients showed altera-
tions in cellularity, ranging from 8 to 175 cells/mm?, with a
predominance of lymphomononuclear cells (80-100%). Two
patients in this group also showed a significant increase in
CSF protein (210-270 mg/dL) (Table 2).

Regarding the 7 patients with neuro-COVID-19 with-
out MIS-C symptoms, 3 patients presented headache, 3
encephalitis/encephalopathy, 3 meningitis, 3 seizures, 2
ataxia, 1 Guillain-Barré syndrome, 1 meningitis, seizures,
and cerebrovascular event, and 1 patient presented a psy-
chiatric disorder. Six patients had neurological symptoms
during the acute phase of SARS-CoV-2 infection. Two of
the 6 CSF collected from these patients showed cellularity
alterations (55-250 cells/mm?), and 3 had increased pro-
tein levels (117-580 mg/dL). Viral investigations in CSF
performed by RT-PCR of PCR for SARS-CoV-2, DENV,
ZIKV, CHIKYV, herpes 1, 2, and 3 viruses, EBV, and WNV
were negative (Table 2).

@ Springer

Four patients (19%) at hospital discharge still had some
neurological manifestations such as muscle weakness,
ataxia, and diplopia. Only one child presented with muscle
weakness and diplopia for 7 months; the other 3 patients
improved between 1 and 2 months. The child who presented
changes in behavior continues to use risperidone and is
being followed up with a psychiatrist.

When we compared patients with neuro-COVID-19
without MIS-C (n=7) and neuro-COVID-19 with MIS-C
(n=14), we found no statistical difference between the neu-
rological manifestations presented during hospitalization
and outcomes at hospital discharge between the 2 groups,
except for seizures that occurred more frequently in the
group without MIS-C (p=0.0263). However, as expected in
the neuro-COVID-19 with MIS-C group, there was a signifi-
cant statistical difference regarding inflammatory response
markers such as D-dimer, ferritin, and lactate dehydrogenase
(p<0.0003), C- reactive protein (p=0.0118), and treatment
with immunoglobulin and corticosteroid (p =0.0158).

Discussion

This study evaluated the neurological manifestations of
SARS-CoV-2 infection in pediatric patients with neuro-
COVID-19 without or with MIS-C. We observed 9% of
neurological manifestations among all pediatric patients
confirmed for COVID-19. The main neurological manifesta-
tions observed were headache, meningitis, and encephalitis/
encephalopathy.

Previous studies in the UK and the USA observed 3.8% and
22% of the prevalence of neurological manifestations in pedi-
atric patients with COVID-19 (Feldstein et al. 2020; LaRovere
etal. 2021). A systematic review with meta-analysis that evalu-
ated 3707 children and adolescents with SARS-CoV-2 infec-
tion in 25 studies reported 15.6% of nonspecific neurological
manifestations such as headache, myalgia, and fatigue and 1%
of neurological complications such as encephalopathy, seizures,
and meningeal signs (Panda et al. 2021). However, a study con-
ducted in Poland, and limited to children with MISC-C using data
from national registers found a higher prevalence of neurological
symptoms, including lethargy (59.4%), headache (46.1%), irrita-
bility (41.7%), photophobia (11%), and meningeal signs (10.4%)
(Ludwikowska et al. 2021).

The differences between the prevalence of neurological
manifestations of COVID-19 detected in children and ado-
lescents may be due to the different neurological manifes-
tations considered in the studies and whether there is an
association with MIS-C. There may be significant differ-
ences in neurovirulence SARS-CoV-2 variants circulating
during the periods.

Six patients of each group neuro-COVID-19 without
MIS-C or neuro-COVID-19/MIS-C had CSF collected
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Reference range

10

o

Table 2 (continued)
demographic /

Tests (units)
patient

@ Springer

150— 400

89

86 702 78

131

103

365

480

411

Platelets (cells/

mm®x 10%)

<l

5

346.3

371 216.5 149.2 192

261

13.1

257,

19.7

27.7

C-reactive protein 0.9

(mg/L)

4.22 .24

1.03

51.09

377

0.92

D-dimer (meg/

mL)
Troponin (ng/mL) -

6272 1498 <1l

9.86

534

<L5

49.14

<15

IGH immunoglubulin, E encephalitis/encephalopathy, D detectable, U undetectable, M male, F female, P positive, N negative, -, not done

Bold numbers or results represent alterations related to reference range

by lumbar puncture, but we did not detect SARS-CoV-2
genomic RNA by RT-PCR in any CSF; however, 58%
showed changes in cellularity or CSF protein (Table 2).
Failure to detect the SARS-CoV-2 in the CSF patient sam-
ples supports an immune mechanism rather than direct
CNS viral invasion in patients with neuro-COVID-19
(Stafstrom 2022; Shoraka et al. 2021; Abdel-Mannan
et al. 2020; Moriguchi et al. 2020; Huang et al. 2020,
Abu-Rumeileh et al. 2021; Toscano et al. 2020; Panda
et al. 2021; Lindan et al. 2021; LaRovere et al. 2021,
Centers for Disease Control and Prevention 2022).

A review study of the neurological manifestations in chil-
dren with SARS-CoV-2 infection also reported a low rate of
viral detection in CSF, which may be due to either low viral
invasion or poor sensitivity of the test (Valderas et al. 2022).

The intense inflammatory response and immune dys-
regulation triggered by SARS-CoV-2 infection are patho-
physiological mechanisms that can cause the neurological
manifestations seen in patients with COVID-19 (Stafstrom
2022; Shoraka et al. 2021; Valderas et al. 2022). Metabolic
hypoxemia and acidosis triggered by severe acute respira-
tory syndrome can cause symptoms of mental confusion,
delirium, encephalopathy, hypotonia, and ataxia (Fotuhi
et al. 2020; Valderas et al. 2022). The immune dysregula-
tion described in children with MIS-C leads to a cytokine
storm, with a significant increase in the interleukins (IL-1,
IL-6, IL-10) and tumor necrosis factor (TNF-a), increasing
the permeability of the blood-brain barrier, attracting leuko-
cytes, and causing inflammation in the CNS with symptoms
of encephalitis and meningitis (Stafstrom 2022; Moriguchi
et al. 2020; Boldrini et al. 2021; Valderas et al. 2022).

Within the neuro-COVID-19 without MIS-C group, a
1-year and 11-month-old child was diagnosed with Guillain-
Barré syndrome associated with acute COVID-19, with the
presentation of muscle weakness, hyporeflexia, and menin-
geal signs (Table 2). It has been shown that SARS-CoV-2
can dysregulate the immune response and trigger acute dis-
seminated encephalomyelitis, autoimmune encephalitis,
Guillain-Barré syndrome, and other neurological complica-
tions (Stafstrom 2022; Shoraka et al. 2021; Abdel-Mannan
ct al. 2020; Moriguchi et al. 2020; Huang ct al. 2020; Abu-
Rumeileh et al. 2021; Toscano et al. 2020; Panda et al. 2021;
Lindan et al. 2021; LaRovere et al. 2021). Molecular mimicry
between SARS-CoV-2 and neural antigens is another possi-
ble mechanism of post-infection neurological complications,
commonly described with other microorganisms triggering
Guillain-Barré syndrome (Shoraka et al. 2021). However,
there is a lack of studies evaluating the presence of antigan-
glioside antibodies in patients with COVID-19 (Shoraka et al.
2021; Abu-Rumeileh et al. 2021; Toscano et al. 2020).

One fatal case described here was represented by one
patient also classified within the neuro-COVID-19 without
MIS-C group. This patient presented flu-like symptoms and
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seizures, and brain tomography indicated a cerebrovascular
event (Table 2). It has been demonstrated that endothelial
cells of brain vessels also have receptors for SARS-CoV-2.
Once infected, these cells release neutrophils and mac-
rophages and increase thromboembolic factors causing
microthrombosis, minor ischemia, and tissue damage related
to COVID-19 pathogenesis (Fotuhi et al. 2020; Boldrini
etal. 2021; Valderas et al. 2022).

Our study observed no significant differences between
patients with neuro-COVID-19 with or without MIS-
C, except for seizures that occurred more frequently
in the group with neuro-COVID-19 without MIS-C
(p-value=0.0263). A similar study that evaluated 52 chil-
dren found a statistical difference between patients who
presented recognized para-infectious or post-infectious neu-
rologic disease (p-value=0.0003), hallucinations (0.032),
headache, or meningism (0.04 1) (Feldstein et al. 2020).

Although the inflammatory response in children in the
group of neuro-COVID-19/MIS-C was more significant than
in children with neuro-COVID-19 without the MIS-C group,
the neurological manifestations, complications, and death
were not statistically different. This corroborates multicenter
study results in the UK (Feldstein et al. 2020).

However, the small number of patients evaluated here is
a limitation of the study. A larger number of patients should
be further evaluated to understand neurological manifesta-
tions of COVID-19, assessing the immune and inflammatory
response and the presence of autoantibodies with molecular
mimicry between SARS-CoV-2 and neuronal antigens.

Adults who have recovered from a severe illness or
after being hospitalization for COVID-19 have reported
prolonged neurologic symptoms such as headache, cogni-
tive dysfunction, anosmia/dysgeusia, and insomnia; these
symptoms are referred to as “long COVID-19” (Taquet
etal. 2021; Balcom et al. 2021). If these symptoms persist
between 4 and 12 weeks after the initial symptoms, they are
considered to be long COVID. In children, although data is
still limited, the main neurological manifestations associ-
ated with long-term COVID include changes in cognition,
such as decreased attention and recent memory, headaches,
numbness, dysgeusia, anosmia, dizziness, blurred vision,
and tinnitus (Valderas et al. 2022).

A case—control study that evaluated the neurodevelop-
ment at babies exposed to COVID during pregnancy at
6 months of age found no difference compared to the neu-
rodevelopment of unexposed babies. However, there was a
significant delay observed between children born during the
pandemic and historical cohorts (Shuffrey et al. 2022). Thus,
it is essential to conduct prospective studies evaluating the
neurodevelopment of infants and children after SARS-CoV-2
infection or exposure to the stressors of the pandemic.

From January 2021 and January 22nd, 9% of children
and adolescents admitted to the hospital with confirmed

SARS-CoV-2 infection presented with neurological or
psychiatric manifestations. One child died due to a cer-
ebrovascular event, 4 were discharged with neurological
symptoms, and 1 patient remained with psychiatric disor-
ders. The results of the study emphasize the importance
of investigating the viral cause in children with acute neu-
rological manifestations and conducting clinical follow-
up after hospital discharge of pediatric patients to assess
persistent neurological and psychiatric complications.
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