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Resumo

A doenga meningocdcica (DM) representa um importante problema de
saude publica devido a suas caracteristicas de gravidade e o seu potencial de
disseminacgao na populagao. Entre os dias 10 de julho e 7 de agosto de 2007 foi
detectado um surto de DM nos bairros Vila Esperancga e Jardim Sao Marcos,
localizados na regiao Norte do municipio de Campinas, com a ocorréncia de
oito casos da doenga e um caso secundario. O objetivo deste artigo € descrever
o surto de DM ocorrido nesta localidade e as medidas de controle adotadas,
bem como a operacionalizacéo da atividade de vacinagio. Ataxa de ataque da
doencafoide 122,9/100.000 habitantes e afaixa etaria de ocorréncia dos casos
de 2a 30 anos. O sorogrupo identificado foi o meningococo C com forma clinica
predominante de meningite com meningococcemia. N&o ocorreram ébitos.
Foram adotadas como medidas de controle a quimioprofilaxia dos contatos
intradomiciliares e a vacinagcado casa a casa, em area definida por meio de
mapeamento georreferenciado. Utilizou-se a vacina conjugada contra o
meningococo C para criangas de 2 meses a 1 ano, 11 meses e 29 dias € a
polissacaridica para pessoas entre 2 a 34 anos. As acgdes de controle
mostraram-se eficazes, uma vez que ndo foram registrados mais casos.

Palavras-chaves: doenca meningocodcica; surto; medidas de controle;
vigilancia epidemioldgica.

Abstract

Meningococcal disease is an important public health problem due to its
severity and potentiality to cause epidemic. Local outbreak occurred in
neighborhoods Vila Esperanga and Jardim Sao Marcos, located in the North
region of Campinas. From 10 July to 7 August 2007, 8 cases and a secondary
case were reported to Campinas Health Surveillance Service. The objective
of this article is to describe the outbreak occurred in a small cluster, and
control measures adopted as well as vaccination strategy. The attack rate
was 122,9 per 100.000 inhabitants and affected the age groups 2 to 30 years
old. Serogroup identified was N.meningitidis C and predominant clinical form
was meningococcal septicaemia. Deaths had not occurred.
Chemoprophylaxis of household contacts and immunization of high risk
groups in each house was adopted as control measures in defined area using
geographic information system. It was used polysaccharide vaccine to
immunizate the age groups affected and meningococcal conjugate vaccine
was applied in children under 2 years. Cases were not reported after control
measures because the strategy revealed to be efficient.

Key words: meningococcal disease; outbreak; control measures;
epidemiological surveillance.
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Introducao

A doenga meningocoécica (DM) representa um
importante problema de saude publica devido a suas
caracteristicas de gravidade e o seu potencial de
disseminagcdo na populagdo. InuUmeras epidemias
provocadas por esta doenga ja foram descritas em
varios paises, inclusive no Brasil, sendo a principal
delas a que ocorreu na década de 1970, atingindo
principalmente o municipio de Sdo Paulo'.

Nos dois ultimos anos houve registro no Brasil de
surtos de DM do sorogrupo C, atingindo os munici-
pios de Muriaé (MG) em 2006° e em 2007 de Sete
Lagoas (MG)*. No Estado de S&o Paulo hé relato da
ocorréncia de surto em Itapeva em 2004° e Estrela
D'Oeste em 2006°, ambos pelo meningococo
sorogrupo C. Em todas estas situagdes foi indicada
a vacinacgao da populagdo do municipio, na faixa
etaria de maior risco, como uma das medidas de
controle.

Surtos de DM em comunidades menores, restritos a
escolas ou em bairros de uma cidade, também podem
ocorrer e estdo mais comumente associados ao
sorogrupo C. Nos Estados Unidos, a partir da década
de 1990, observou-se um aumento de surtos da DM
pelo sorogrupo C em organizagdes institucionais ou
na comunidade. A vacinagao tem sido medida indica-
da nestas situacdes’®.

Recentemente, foram descritos dois surtos em
localidades bem definidas no municipio de Séao
Paulo. Em 2006 um surto ocorreu na comunidade

Coeficiente de Incidéncia
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de Sucupira, com trés casos e dois dbitos’; em 2007
houve um surto com trés casos na comunidade
Heliépolis, até o momento da publicagéo dois casos
tinham evoluido para cura e 1 caso encontrava-se
internado™. Nestes dois surtos também foi utilizada
a vacinagado contra o meningococo C para seu
controle.

A DM é endémica em Campinas (Gréafico 1). A
vigilancia epidemioldgica do municipio tem registro
de trés epidemias na cidade. A primeira na década de
1970, durante a epidemia que assolou o Brasil;
observou-se também um aumento de casos pelo
sorogrupo B no final da década de 1980", e a ultima
em meados da década de 1990 (1995/96) pelo
sorogrupo C".

Apds uma campanha de vacinagéo contra o menin-
gococo C, em 1996, o sorogrupo B passou a predomi-
nar no municipio até o inicio dos anos 2000. A partir de
entdo ha uma nova tendéncia de crescimento do
sorogrupo C, com alternancias de predominio entre os
dois sorogrupos, representando cada um coeficientes
de incidéncia em torno de 1 por 100.000 habitantes. O
coeficiente de incidéncia médio da DM nos ultimos seis
anos éde 2,15 casos por 100.000 habitantes.

Em 2006 houve predominio do sorogrupo B,
sendo 42,3% do total de casos (11/26), enquanto o
sorogrupo C contribuiu com 27% (7/26). Chamou
atengao neste ano a ocorréncia de quatro casos pelo
W135 (15,4%), sendo que nos anos anteriores havia
registro de 1 caso por este sorogrupo. A taxa de
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Fonte: Sinan/Covisa/SMS-Campinas.
Grafico 1. Coeficiente de incidéncia (100.000 habitantes) da doenga meningocécica, Campinas (SP).
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letalidade foi de 11,54%. Em todas as idades ocorre-
ram casos, no entanto, os maiores coeficientes de
incidéncia foram nos menores de 1 ano
(19,86/100.000 habitantes).

Em julho de 2007 a vigilancia epidemioldgica do
municipio de Campinas recebeu notificacao de seis
casos suspeitos de doenca meningococica de
pacientes residentes em uma mesma localidade, nos
bairros Vila Esperanca e Jardim Sdo Marcos, locali-
zados no Distrito de Saude Norte. Ndo se observava
aumento de casos no restante do municipio ao
comparar o0 mesmo periodo do ano anterior.
Excluindo os seis casos ocorridos nesta localidade, o
municipio contava com 13 notificagdes. No mesmo
periodo do ano anterior (janeiro a julho) ocorreram 15
casos: 8 do sorogrupo B, 2 pelo C, 1 caso sem soro-
grupo e 4 casos peloW135, (Tabela 1).

Tabela 1. Casos de doenga meningocécica, segundo sorogrupo,
Campinas (SP), janeiro a julho, 2006 e 2007.

Sorogrupo Sorogrupo Sorogrupo  Sem

B C W135  Sorogrupo Total

Ano

2006 8(53,3%) 2 (13,3%) 4(26,6%) 1(6,6%) 15
2007* 1(7,6%) 6(46%) 3(23%) 2(153%) 13

Obs.: excluindo os casos ocorridos no Jardim Sdo Marcos e Vila Esperanca.
*2007 1 caso peloY.

Fonte: Sinan/Covisa/SMS-Campinas.

Banco répido de notificagéo.

O objetivo deste artigo € descrever o surto de DM
ocorrido nos bairros Vila Esperanca e Jardim Sao
Marcos, no municipio de Campinas (SP), nos meses
de julho e agosto de 2007, bem como as medidas de
controle adotadas, destacando a operacionalizagao
da atividade de vacinagao.

Metodologia

Foi considerado como caso suspeito de DM todo
paciente com sinais e/ou sintomas de meningite
aguda, ou seja, febre alta, vomitos, cefaléia intensa,
rigidez de nuca ou abaulamento de fontanela; com ou
sem toxemia (sonoléncia e/ou torpor e/ou irritagao) e
lesdes cutaneas (petéquias ou purpuras)®.

Considerou-se como confirmado o caso suspeito
com critério de confirmacgao laboratorial, necropsia,
clinica ou vinculo epidemioldgico, de acordo com os
critérios de confirmacao e classificacdo da Secretaria
de Estado da Saude de S&o Paulo™.

Os casos considerados neste estudo ocorreram
entre os dias 10 de julho e 7 de agosto de 2007, em
residentes dos bairros Jardim Sao Marcos e Vila
Esperanca, em Campinas (SP).

Adefinigdo de surto de DM utilizada foi: ocorréncia
de trés ou mais casos confirmados ou provaveis do
mesmo sorogrupo, excetuando-se 0s casos Co-
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primarios e secundarios, em um periodo menor ou
igual a trés meses, que residiam na mesma area
geografica e com uma taxa de ataque igual ou maior a
10 casos em 100.000 habitantes™.

Os casos foram identificados por meio de notifica-
¢ao rapida, ja instituida no fluxo da vigilancia das
meningites no municipio de Campinas, posterior
registro em banco de notificagéo rapida da DM da
Coordenadoria de Vigilancia em Saude (Covisa) da
Secretaria Municipal de Saude de Campinas e no
Sistema de Informacgado de Agravos de Notificagao
(Sinan), utilizando a ficha de investigacao epidemio-
l6gica de meningite.

Os exames laboratoriais para o diagndstico dos
casos foram realizados inicialmente pelos hospitais de
atendimento. A confirmacao do sorogrupo foi feita pelo
Instituto Adolfo Lutz Regional Campinas e Central, em
Sao Paulo, por meio de cultura e/ou contraimunoeletro-
forese (CIE) e/ou latex e/ou exame de reagdo em
cadeia dapolimerase emtempo real (RT-PCR).

Ainvestigacao dos casos foi realizada por meio da
ficha epidemioldgica e visita domiciliar (para investi-
gacao e realizagao da quimioprofilaxia). Novas visitas
foram realizadas quando da ocorréncia do sexto
caso, para avaliar se havia relagdo entre eles, se a
quimioprofilaxia havia sido realizada corretamente e
se 0s comunicantes haviam tomado a medicacgao.

Os casos foram georreferenciados utilizando-se o
software MapInfo® 6.0. Considerou-se como popula-
¢ao exposta da area aquela referida pelos agentes
comunitarios de saude que trabalham na localidade,
com 6.509 habitantes.

Resultados

Descrig¢ao epidemiolégica dos casos

No periodo compreendido entre os dias 10 de julho
e 7 de agosto de 2007 ocorreram oito casos de DM, e
mais um caso secundario, totalizando nove, em Vila
Esperangca e Jardim S&o Marcos, localizados na
regiao Norte do municipio de Campinas. Sao bairros
ocupados por populagéo de baixa renda, vivendo em
moradias pouco ventiladas e iluminadas, em situagao
de aglomeracédo domiciliar. Compreendem parte da
area de abrangéncia de dois centros de saude:
Centro de Saude Jardim Sao Marcos e Centro de
Saude Jardim Santa Ménica. Sao unidades que
possuem Programa da Saude da Familia (PSF),
contando com agentes comunitarios de saude.

Considerando-se os casos primarios, a taxa de
ataque foi de 122,9/100.000 habitantes. Nenhum dos
casos notificados evoluiu para o6bito. A distribuicao
temporal, segundo data de inicio de sintomas, pode
ser vista no Grafico 2.

novembro de 2007
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Durante as visitas domiciliarias realizadas por
técnicos da Vigilancia em Saude (VISA) do Distrito
Norte, Covisa e dos centros de saude néo foi identifi-
cado contato ou qualquer vinculo entre os casos,
embora os bairros acometidos e as residéncias
apresentassem localizagao geografica proxima. A
distribui¢cdo espacial dos casos aparece na Figura 1,
demonstrando a agregagao na area destacada.

Dentre os oito casos indices, 7 foram identificados
como meningococo do sorogrupo C e 1 confirmado
por critério clinico. A distribuicdo segundo critério de
classificagdo encontra-se na Tabela 2.

2
caso indice: critério clinico

mée

6dias _3dia

filha: caso secundario

2dias 6 dias 5 dias 9 dias

—

0 13 16 19 2 25 28 3 3 6 9 12 15

Juho  Dia de inicio dos sintomas Agosto

Grafico 2. Casos de doenga meningocdcica, segundo data de inicio
dos sintomas, nos bairros Vila Esperanca e Jardim Sao Marcos.
Campinas, julho/agosto de 2007.

Figura 1. Casos de doenga meningocdcica, segundo distribuigdao
geografica, nos bairros Vila Esperanga e Jardim Sao Marcos.
Campinas/SP, julho/agosto de 2007.
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Tabela 2. Casos de doenga meningocécica, segundo critério de
classificagdo, nos bairros Vila Esperanga e Jardim Sao Marcos.
Campinas, julho/agosto de 2007.

Critério de classificagao N°
Clinica 1

Cultura 6

PCR 1

TOTAL 8

Coordenadoria de Controle de Doengas

O caso secundario foi identificado através de CIE
como meningococo sorogrupo C. A forma clinica
predominante foi meningite com meningococcemia
(cinco casos). A faixa etaria de ocorréncia dos casos
foi de 2 a 30 anos, e pode ser observada na Tabela 3,
assim como as manifestagdes e formas clinicas
estao resumidamente descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Manifestagées e formas clinicas dos casos de doenga

meningocdécica nos bairros Vila Esperanca e Jardim Sao Marcos.
Campinas, julho/agosto 2007.

Forma
clinica

Manifestacoes
clinicas

Febre, vomitos,
petéquias em MMII, MC
artrite

Idade Data inicio
(anos) sintomas

1 24 10/7/2007

Caso

16/7/2007 Febre, vomitos,
P L MM +
petéquias, rigidez
MC
de nuca,
convulsoes,

Kernig/Brudzinski

Dor abdominal

intensa, mialgia,

febre, cefaléia, MC
vomitos, petéquias,
rigidez de nuca,

parada
cardiorrespiratoria

Febre, cefaléia, MM +
petéquias, rigidez ~ MC
de nuca,

convulsodes,
Kernig/Brudzinski

Febre, cefaléia, MM +
vémitos, sufusées MC
hemorragicas,

rigidez nuca,

convulsdes, coma,
agitacao,

disturbio de
comportamento

19/7/2007

20/7/2007

22/7/2007

30/7/2007 Febre, vomitos, MM
coma, convulsoes,

dor abdominal

Febre, cefaléia,

vomitos, petéquias, MM +
rigidez de nuca, MC
convulsdes,
Kernig/Brudzinski,

ictericia

30/7/2007

Febre, cefaléia,

voémitos, MM +
petéquias,rigidez MC
de nuca,

prostragéo

7/8/2007

MM: meningite meningococica.
MC: meningococcemia.

Pagina 7
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Estratégias de controle

Como estratégia de controle imediata, a cada caso
notificado foi realizada a quimioprofilaxia em 45
contatos intradomiciliares dos oito casos confirma-
dos. Porém, nas visitas domiciliares identificou-se
que em dois casos nao foi realizada de forma adequa-
da e oportuna, levando ao surgimento de um caso
secundario.

Outra estratégia utilizada foi a vacinagédo da
populagdo considerada exposta ao risco, apoés
decisbes conjuntas entre a Secretaria Municipal de
Saude de Campinas, a Secretaria de Estado da
Saude de S&o Paulo por meio do Centro de Vigilancia
Epidemioldgica “Prof. Alexandre Vranjac” (CVE) e do
Grupo de Vigilancia Epidemiolégica (GVE 17
Campinas), 6rgaos da Coordenadoria de Controle de
Doengas (CCD) e a Secretaria de Vigilancia em
Saude do Ministério da Saude (SVS/MS).

A vacinagao foi realizada no dia 4 de agosto de
2007 (sabado), na populagao de 2 meses a 34 anos
de idade, faixa etaria de ocorréncia dos casos. As
vacinas utilizadas foram a conjugada contra o menin-
gococo C paracriangcas de 2 meses a 1ano, 11 meses
e 29 dias e a polissacaridica, de 2 a 34 anos. Para
criangas entre 2 meses e 1 ano de idade foi agendada
a segunda dose da vacina. Foram convidados
profissionais de enfermagem de toda a rede de saude
publica do municipio e no dia anterior ao da vacina-
cao foi realizado o treinamento de todos que partici-
pariam da acao.

BEPA
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Nao foi realizada a divulgacao prévia da acao,
de modo a evitar invasdo de moradores de
outras areas.

Apos o georreferenciamento dos casos, foi delimita-
da a area para a vacinagdo em torno dos casos,
considerando os setores censitarios (Figura 2).

A vacinacgao foi realizada casa a casa, com 191
pessoas, 17 delas atuando na supervisio e apoio e 162
nas equipes de vacinagdo, e 12 viaturas. Para as
pessoas que nao estavam em casa no momento, foi
deixado um impresso nominal para comparecimento a
unidade de saude na semana seguinte.
Posteriormente, foram realizadas busca ativa de
moradores nao-vacinados e vacinagao nas escolas
existentes naareado surto.

O registro das doses aplicadas foi feito em
planilha constando nome, idade, endereco e vacina
recebida. As doses de vacina aplicadas por faixa
etaria e a cobertura vacinal total pode ser observa-
danaTabela4.

TABELA 4. Doses de vacina contra o meningococo C aplicadas para

controle do surto de doenga meningocécica nos bairros Vila
Esperanca e Jardim Sao Marcos. Campinas, julho/agosto 2007.

Faixas etarias
Cobertura
<1 1a2 2a4 5a8 9a12 13a19 20a34 vacinal
ano anos  anos  anos  anos  anos anos Total Pop. (%)
156 125 521 762 893 1137 2011 | 5605 6509 86,1

O ultimo caso foi notificado no dia 9 de agosto de 2007 e apresentou inicio de
sintomas em 7 de agosto, trés dias apos ter recebido a vacina polissacaridica.

Figura 2. Area delimitada para vaciﬁagéo casaa casa, ha Vil_a?sberanga e Jardim Sao Marcos. Cam-pinas,-agost_o de 2007.

Coordenadoria de Controle de Doengas
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Discussao

Nao se verificou nenhuma mudang¢a no padrao
epidemiolégico da DM em Campinas, bem como
nas meningites de outras etiologias no ano de 2007.
O aumento de casos observado foi estritamente
relacionado a uma area bem definida, nos bairros
Vila Esperanca e Jardim Sao Marcos. O padrao de
ocorréncia temporal e geografica, a incidéncia alta
na populagao exposta e a etiologia bem definida dos
casos permitem concluir que houve um surto
naquela localidade.

A incidéncia da DM depende de diversos fatores:
suscetibilidade imunologica da populagdo, cepas
circulantes mais virulentas e baixas condicbes socioe-
condmicas’®. Também pode estar relacionada a
introducdo de uma nova cepa na comunidade. No
Canada, Inglaterra, Espanha, Irlanda e Grécia, no
inicio da década de 1990, foi observado surto da DM
por introducdo de nova cepa na comunidade, sendo
necessaria uma campanha de vacinagdo emmassa'’.

Aregido onde os casos ocorreram € caracterizada
pela baixa condigdo socioecondmica das familias,
moradias de alvenaria pouco ventiladas e iluminadas
e aglomeragdo domiciliar, condi¢gdes estas que
favorecem o adoecimento e a transmissao da DM.

Apesar da proximidade das residéncias dos
casos, as familias negaram qualquer contato, paren-
tesco ou conhecimento sobre a ocorréncia da doenga
nos bairros. Como os casos acontecerem em julho,
més de férias escolares, todas as criangas que
adoeceram nao freqlentaram escola nos 15 dias que
antecederam o inicio dos sintomas.

O caso secundario (filha) ocorreu dentro do
mesmo domicilio, e pode ter sido devido a demora do
diagnéstico do caso primario (mae) que no inicio
apresentou sintomas inespecificos, ndo sendo feita
inicialmente suspeita diagnéstica de DM.

O surto aconteceu nos meses de julho e agosto,
obedecendo a sazonalidade da DM, com maior
incidéncia durante o inverno e inicio da primavera'. A
forma clinica que predominou foi meningite com
meningococcemia (5), sé meningococcemia (2) e s6
meningite (1), demonstrando a gravidade dos casos,
embora nenhum deles tenha evoluido para ébito.

Um dos motivos para a DM ser de extrema rele-
vancia para a saude publica é justamente sua gravi-
dade, podendo ocasionar elevada letalidade € um
percentual de sequelas que varia entre 11%-25%,
como surdez, retardo mental e amputagdes. A menin-
gococcemia € a expressao mais grave da doenca,
apresentando uma taxa de letalidade que varia entre
15%-30%. A forma clinica de meningite apresenta
letalidade de aproximadamente 10% """,

Dos oito casos ocorridos, seis foram atendidos no
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Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp e dois no Hospital Municipal Dr.
Mario Gatti. Um caso, uma menina de 6 anos, ficou
com sequela neurolégica.

Do total de casos ocorridos, sete foram do menin-
gococo do sorogrupo C e um nao foi sorogrupado,
demonstrando o bom trabalho das equipes dos
hospitais onde os casos foram atendidos, de vigilan-
cia e do laboratério de referéncia. O caso no qual ndo
foi possivel a identificacdo do sorogrupo fez uso de
antibidticos durante cinco dias antes da internagéo.

Apesar da DM ser mais incidente nos menores de
5 anos, a faixa etaria acometida foi de 2 a 30 anos,
mediana de 13 anos, sendo apenas um caso em
menor de 5 anos. O intervalo de tempo entre um caso
e outro foi curto, sendo que o tempo entre o inicio dos
sintomas dos casos variou de 2 a 8 dias, com média
igual a 3,6 dias.

Houve dificuldade em definir a area dos bairros
onde seria realizada a vacinagdo, pois os bairros
sdo contiguos e bastante populosos. Optou-se pela
vacinacao de toda a Vila Esperancga e da parte do
Jardim Sao Marcos mais proxima as residéncias
dos casos.

Também houve dificuldade em calcular a popula-
¢ao residente na area, pois os dados populacionais
do Censo do IBGE realizado em 2000 nao refletem a
populagéo atual e o cadastro do Programa da Saude
da Familia, realizado em 2001, estava desatualizado,
segundo os agentes comunitarios de saude e as
coordenadoras dos centros de saude onde os casos
ocorreram. Optou-se por programar a vacinagao com
base no cadastro populacional das préprias unidades
de saude, ndo sendo possivel a obteng¢ao da popula-
¢ao por idade. Devido a faixa etaria acometida no
surto, foi definida a vacinagéo para a populagao de 2
meses a 34 anos.

A vacinagao durante um surto de DM tem como
objetivo o seu controle e a prevencdo de casos
secundarios. As vacinas polissacaridicas contra os
sorogrupos A e C tém imunogenicidade de 85% em
criangas maiores de 5 anos e em adultos, n&o sendo
indicadas para menores de 2 anos. Entretanto, a
imunidade alcangada é temporaria, durandode 3a 5
anos. Essas vacinas sao utilizadas para o controle de
surtos ou epidemias da doenga em grupos definidos
por espacos sociais ou geograficos" .

Avacina conjugada contra o meningococo C induz
imunidade celular T-dependente, resultando em
melhora da resposta imune em lactentes, com
excelente memoria imunoldgica e protegao de longa
duragéo™.

A vacinacao foi realizada nos domicilios da area
programada em um unico dia. Os moradores das
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casas fechadas ou que néo estavam naresidéncia no
dia da vacinacao foram encaminhados para os
Centros de Salude Sao Marcos e Santa Mbénica,
referéncia para estes bairros, durante a semana
subsequente a vacinagcao domiciliar.

A cobertura vacinal alcancada foi de 86,1%,
porém, mostrou-se eficaz para o controle do surto,
pois ap0ds a vacinacgao foi registrado somente um
caso de DM, dentro do periodo esperado de
incubacao.

Avaliacao da atividade de vacinagao

No dia 6 de agosto, na segunda-feira apds a vacina-
¢cao casa a casa, foi realizada reunido para avaliagao
da vacinacao de bloqueio com a presenga de represen-
tantes do GVE 17 da Secretaria de Estado da Saude,
da Covisa, VISA Norte e dos Centros de Saude Jardim
Sao Marcos e Santa Mbnica.

Observou-se que nao houve problemas na
conservacgao dos imunobioldgicos e no seu prepa-
ro, bem como na sua aplicagdo, avaliando-se
como sucesso a atividade, tendo em conta sua
extensao (populacao alvo grande e area geografi-
ca extensa). Com os dados de doses aplicadas no
dia 4 de agosto, avaliou-se que nao havia sido
atingida cobertura vacinal de 95%. Ficou acorda-
do que os centros de saude realizariam a busca de
moradores ndo-vacinados das areas definidas,
utilizando como base as planilhas de registro
utilizadas no dia do bloqueio.

Em relacdo aos aspectos operacionais foram
apontados como pontos positivos: a disponibilidade
dos servicos de saude e dos profissionais em
atenderem rapidamente a atividade e a boa recepti-
vidade dos moradores dos bairros onde a acgao foi
desenvolvida e o sucesso do bloqueio com a execu-
¢ao da vacinagdo nas areas previstas. Foram
apontados como pontos negativos: deficiéncia de
coordenagao em campo das equipes de vacinado-
res; atraso em disponibilizar insumos e vacinas;
atraso nos deslocamentos necessarios; auséncia
de mapas com as equipes de vacinadores, dificul-
tando sua localizagdo e acompanhamento da
cobertura dos domicilios, visto que grande parte dos
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profissionais ndo atuava naquela regido; e dificulda-
de no preenchimento da planilha.

Consideragoées finais

1. Houve um surto de DM localizado nos bairros
Jardim S&o Marcos e Vila Esperanca, no munici-
pio de Campinas, nos meses de julho e inicio de
agosto de 2007.

2. Aboaevolucao dos casos, sem a ocorréncia de
obitos, apesar dos quadros clinicos graves, pode
ser atribuida a qualidade do atendimento. Sugere-
se que se faca identificacdo das cepas dos casos
deste surto.

3. O sistema de vigilancia epidemiolégica do
municipio permitiu a rapida identificagdo do surto e
a implementacgéo de estratégias para a interrup-
¢ao da transmissao naquela comunidade.

4. Arealizacdo das a¢des conjuntas de quimiopro-
filaxia e de vacinagao, a area delimitada e a faixa
etaria escolhida, bem como o alcance da cobertura
vacinal, foram medidas acertadas, evidenciadas
pelo controle do surto, uma vez que ocorreu apenas
mais um caso na localidade apés a vacinagao, ainda
dentro do periodo esperado (considerado pelo
tempo de incubagao da doenca).

Colaboradores: Maria Cristina Restitutti no geo-
referenciamento dos casos.
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Padronizagao e aplicagao da técnica de isolamento do virus da raiva em células de
neuroblastoma de camundongo (N2A)

Patterning and appliance of virus isolation techniques in mice neuroblastoma
cells (N2A)

Juliana Galera Castilho’; Keila lamamoto’; Jonas Yoshitaka de Oliveira Lima'; Karin Corréa Scheffer'; Pedro Carnieli Junior';
Rafael de Novaes de Oliveira’; Carla Isabel Macedo'; Samira Maria Achkar'; Maria Luiza Carrieri’; Ivanete Kotait'

'Instituto Pasteur de Sdo Paulo, Coordenadoria de Controle de Doengas/CCD/SES-SP

Resumo

O diagnéstico laboratorial da raiva € de suma importancia para o controle e
prevencao da doencga, uma vez que os diagnosticos clinicos ndo sao precisos.
A imunofluorescéncia direta (IFD) é o teste mais utilizado e mesmo sendo
altamente sensivel, acurado e relativamente rapido, pode gerar resultados
falsos negativos. Desta forma, recomenda-se o isolamento do virus da raivaem
camundongos (IVC) em amostras de Sistema Nervoso Central (SNC) de
animais suspeitos de estarem infectados, teste que atualmente vem sendo
substituido em varios laboratérios pelo isolamento viral em cultura de células
(IVCC). O objetivo do presente estudo foi comparar a sensibilidade do teste de
isolamento do virus em cultura de células de neuroblastoma de camundongos
(N2A), com o teste de IVC e com a IFD, bem como avaliar os resultados obtidos
na rotina de diagndstico do Instituto Pasteur, em relagéo a reducao de custo,
tempo e trabalho. Foram analisadas 105 amostras de SNC de diferentes
espécies de animais pela IFD, pelo IVC e pelo IVCC: 50 de morcegos, 32 de
céaes, 13 de raposas e 10 de bovinos. Todas as amostras de morcegos e de
bovinos apresentaram resultados concordantes para os trés testes, enquanto
que as de cdes e raposas apresentaram concordancia em somente 24
amostras (69%). Com base nestes resultados, a partir de 2004 estabeleceu-se
que todas as amostras de morcegos enviadas ao Laboratorio do Instituto
Pasteur, apos o diagndstico por IFD, seriam submetidas ao IVCC, substituindo
0 uso de camundongos. No periodo de janeiro de 2004 a setembro de 2007,
foram analisadas 11.298 amostras de morcegos. Um total de 67 amostras
positivas por IFD e/ou IVCC foram também submetidas ao IVC e 61 amostras
apresentaram resultados concordantes nos trés testes, mostrando que o uso
de células N2A é mais sensivel para o isolamento de “virus de rua” em uma
rotina laboratorial para amostras de morcegos, sendo rapido e de menor custo
doqueolVC.

Palavras-chave: raiva, cultura celular, neuroblastoma murino, morcegos

Abstract

Rabies laboratorial diagnosis is very important since clinical diagnosis is not
precise. Fluorescent Antibody Test (FAT) is the most used test and even though
it is highly sensible, accurate and fast, false negatives results may occur. Thus,
the isolation of rabies virus in mice (VIM) of Central Nervous System (CNS)
samples of suspected animals to be infected is also recommended and,
nowadays, this test has been substituted in many laboratories by viral isolation
in cell culture (VICC). The aim of the present study was to compare the
sensibility of virus isolation in murine neuroblastoma (N2A) cell culture with VIM
test and with FAT, as well as evaluate obtained results in the diagnostic routine
from Pasteur Institute, regarding reduction of costs, time and work. Atotal of 105
CNS samples of different animal species were analyzed by FAT, VIM and
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VICC: 50 bats, 32 dogs, 13 foxes and 10 bovines. All bats and bovines
samples presented concordant results for the three tests, while dogs and
foxes samples presented concordance only in 24 samples (69%). Based on
these results, since 2004 it has been instituted that all bat samples sent to
Pasteur Institute Laboratory, after diagnosed by FAT, should be submitted to
viral isolation in cell culture, replacing the use of mice. In the period of January
2004 to September 2007, 11.298 bat samples were analyzed. A total of 67
positive samples for IFD and/or VICC were also submitted to VIM, and 61
samples presented concordant results for the three tests, and showed that
the use of N2A cells is more sensible to “street virus” isolation of bat samples
in laboratorial routine, being fasterand lower in costs than VIM.

Key words: rabies, cell culture, murine neuroblastoma, bats

Introducgao

A raiva é uma encefalite viral causada por um
Lyssavirus, que continua sendo de grande importan-
cia na saude publica, pelo elevado numero de obitos
que ocasiona, especialmente nos paises do conti-
nente Africano e Asiatico, estimados em 55.000
Obitos/ano. O virus da raiva apresenta intenso
neurotropismo e apds percorrer um caminho centri-
peto, em diregao ao sistema nervoso central (SNC), e
sua intensa replicacdo nesse local, se distribui de
maneira centrifuga para muitos 6rgaos do corpo,
onde é capaz de se replicar eficientemente. Este fato
explica porque o virus da raiva pode ser cultivado em
uma ampla variedade de linhagens celulares, sendo
esse cultivo importante, ndo somente para estudos
relativos a replicagdo viral e para a obtengdo de
antigenos destinados a produgéo de vacinas’, mas
também para utilizag&o no diagnostico laboratorial®.

Afungéo do laboratdrio de diagndstico da raiva é de
fundamental importancia, pois seus resultados influen-
ciam tanto na decisdo de se instituir um tratamento
profilatico como, também, para ado¢ado de medidas de
controle em epizootias’.

A Organizacdo Mundial da Saude preconiza a
imunofluorescéncia direta (IFD) como o teste de
diagnéstico para a identificagao do virus da raiva,
sendo este um teste altamente sensivel, acurado e
relativamente rapido, desenvolvido por Goldwasser
e Kissling em 1958°. Entretanto, o isolamento do
virus porinoculagao intracerebral em camundongos
€ também recomendado para a confirmacido do
diagnéstico pela IFD. Isto porque o isolamento do
virus porinoculacéao intracerebral em camundongos
detecta virus em amostras com baixa concentragao
viral, que pode gerar resultados falsos negativos na
IFD*. A técnica de isolamento viral em camundon-
gos (IVC), apesar de apresentar uma alta sensibili-
dade, pode demorar até 30 dias para obtengao do
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resultado, e é possivel somente quando ha o conti-
nuo fornecimento de animais, sendo, porém, de
grande importancia epidemioldgica e académica’.
Por outro lado, o virus da raiva pode ser cultivado em
células, e em muitos laboratérios o IVC tem sido
substituido pelo isolamento viral em cultura de células
(IVCC), sendo este ultimo um método relativamente
facil, barato e com redugao de tempo para a obtencao
dos resultados’.

O uso de linhagens celulares para o cultivo do
virus daraiva foi primeiramente descrito em 1913, por
Levaditi®. Entretanto, pensava-se que as amostras de
“virus de rua” adaptavam-se lentamente ao cultivoem
células e desta forma, esse procedimento nio foi
adotado na rotina laboratorial de diagndstico’. Na
décadade 70, as linhagens celulares BHK-21, CER e
neuroblastoma de camundongo (N2A) foram identifi-
cadas como sistemas apropriados para o isolamento
de “virus de rua”"®’. Atualmente, os estudos indicam
que a célula N2A é a mais susceptivel a infecgao pelo
virus daraiva"""*",

O objetivo desse trabalho foi comparar a sensibili-
dade dos testes de isolamento do virus da raiva em
cultura de células (N2A), com o isolamento em
camundongos e com a IFD, como também analisar os
resultados obtidos na substituigdo do IVC pelo IVCC,
na rotina do Laboratério de Diagnéstico do Instituto
Pasteur, em relagao ao custo, tempo e trabalho.

Material e métodos

Amostras

Para a comparagao entre as técnicas de diagnosti-
co foram analisadas 105 amostras de SNC de dife-
rentes espécies animais ja diagnosticadas por IFD e
IVC: 50 de morcegos, 32 de caes, 13 de raposas e 10
de bovinos. As amostras de morcegos foram coleta-
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das entre junho e dezembro de 2003, em varios
municipios do Estado de Sdo Paulo. As amostras de
caes e raposas foram coletadas em 2005 e 2007 nos
Estados do Para, Maranhdo e Pernambuco e as
amostras de bovinos foram provenientes de varios
municipios do Estado de Sao Paulo e Minas Gerais
no ano de 2007.

Para avaliar a eficiéncia da técnica de IVCC, na
rotina do Laboratorio de Diagnostico do Instituto
Pasteur, foram diagnosticadas 11.278 amostras de
morcegos. Essas amostras foram inicialmente
diagnosticadas por IFD seguida pelo IVCC e coleta-
das, na sua maioria, em municipios do Estado de Sao
Paulo, durante o periodo de 2004 a outubro de 2007,
sendo: 2004 (2.219), 2005 (3.986), 2006 (3.466) e
2007 (1.607).

ImunofluorescénciaDireta (IFD)

Foram preparadas laminas a partir do SNC de
todas as amostras e submetidas a IFD, como
descrito por Dean et al. (1996)". Areagéo foi revela-
da com conjugado anti-rabico policlonal antinucleo-
capsideo, produzido com soro hiperimune de
coelho pelo Instituto Pasteur de Sao Paulo. As
Idminas foram examinadas em microscopio de epi-
iluminacdo de fluorescéncia, juntamente com
controles positivo e negativo, assegurando o
controle da qualidade do teste.

Isolamento Viral em Camundongos (IVC)

Uma suspensdo a 20% (peso/volume) foi
preparada a partir de SNC das 105 amostras de
diferentes espécies animais e das 67 amostras de
morcegos positivas pelo IVCC coletadas no
periodo de 2004 a 2007. Cada uma das suspen-
sdes foi inoculada por via intracerebral em sete
camundongos albinos suicos de 21 dias, com
peso entre 11 e 14g, de acordo com a técnica
preconizada por Koprowski (1996)".

Isolamento Viral em Cultivo Celular (IVCC)

O isolamento in vitro do virus em culturas celula-
res foi realizado em microplacas com 96 pocos,
seguindo o protocolo descrito por Webster e Casey
(1996)°, com adaptagbes realizadas no Instituto
Pasteur. A suspenséo foi a mesma utilizada para o
isolamento viral em camundongos, que foi diluida
em Meio Minimo Essencial (MEM) (Sigma, cat. n°
M0268), suplementado com 10% de soro fetal
bovino e com células de neuroblastoma de camun-
dongo, adquiridas da American Type Culture
Collection, Rockville, Md. (ATTC), e diluidas em
MEM (suplementada com 0,3mM de aminoacidos
nao essenciais e Gentamicina). As células foram
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utilizadas em uma concentracdo de aproximada-
mente 5 x 10° células/mL, resultando em uma
suspensdo cerebral final de 4%. Cada suspensao foi
inoculada em triplicata nas placas e foram utilizados
controles positivos e negativos para garantir a
qualidade interna. As placas contendo células foram
incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO, por 96
horas. Apds esse tempo, o meio foi removido e as
células aderidas as placas foram fixadas com
acetona a 80%, durante 15 min. Em seguida a
reacgao foi revelada por IFD, como descrito por Dean
et al. (1996)", com pequenas modificacbes, e
utilizando o conjugado anti-rabico policlonal antinu-
cleocapsideo, produzido com soro hiperimune de
coelho, pelo Instituto Pasteur de Sao Paulo e, a
seguir, foram incubadas a 37°C durante 1 hora.
Logo apés, as células foram lavadas trés vezes em
tampao fosfato salina (pH 7,4) e em agua destilada.
Finalizando o processo, as placas contendo células
foram examinadas em microscopio invertido de
fluorescéncia e os resultados foram assim determi-
nados: a) resultado negativo nenhuma célula
infectada detectada por fluorescéncia e, b) resulta-
do positivo - presenca de uma ou mais células
infectadas detectadas por fluorescéncia.

Resultados

Os resultados das 105 amostras de SNC testa-
das IVCC, coletadas no periodo de 2003 a 2007,
foram comparados com a IFD e o IVC, sendo os
dados apresentados na Tabela 1. Em relacio as
amostras de morcegos e bovinos, os resultados de
IFD e isolamento viral tanto em cultivo celular como
em camundongos foram concordantes, mas em
relacdo as amostras de caes e raposas 0s resulta-
dos se mostraram variaveis para as trés técnicas
realizadas (Tabela 2).

Tabela 1: Resultados dos testes realizados para o diagnéstico da
raiva em 105 amostras de SNC de morcegos, bovinos, caes e
raposas coletadas no periodo de 2003 a 2007.

Ao Testes diagnosticos para Raiva
Espécie \° de

Animal/ Diagndstico IFD Isolamentoem | Isolamento em
periodo il Camundongos | Cultivo Celular
PPN P N P N

Morcegos
(2003) %

Bovinos
(2007)

(Cées (2005
e 2007)

Raposas
(2007) 0

T 15 [ [ 68

P*= Positivo; N*= Negativo.

20 0 20 0
0 30 0 30
10 0 10 0
0 0 0 0
1 0 14 0
20 0 18
0 7 0
9 0 6
3| 46 59 51 54

)

=Z= U =Z U =Z U =710
o
w
o o No o o & o
o B~ o
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Tabela 2: Resultados dos testes realizados para o diagnéstico da
raivaem 45 amostras de caes e raposas.

N° de Isolamento em Isolamento em
- IFD :
Amostras/Espécie Camundongos  Cultivo Celular
13 cdes e 6 raposas + + +
5 cées - - -
10 cées e 4 raposas + + -
1 raposa + - +
2 cdes e 2 raposas + -
1céo - + +
1céo - +

Fonte: Instituto Pasteur.

Em relacdo as 11.278 amostras de SNC de
morcegos processadas na rotina do Laboratério do
Instituto Pasteur, foi comparado o resultado da IFD e
IVCC, além do IVC para as amostras positivas pela
IFD e/ou pelo IVCC.

Verificou-se uma pequena discordancia em
relacado aos resultados obtidos pelas técnicas utiliza-
das na rotina do Laboratério do Instituto Pasteur no
periodo de 2005 e 2006. Nesse periodo, duas amos-
tras, uma em cada ano, foram identificadas como
positivas pelo IVCC, sendo negativas pela IFD. Em
seguida, foram submetidas a técnica de IVC e em
ambas isolou-se virus, mas em uma das amostras
apenas um camundongo adoeceu no 13° dia pos-
inoculacado e, apds apresentar paralisia dos mem-
bros, foi eutanasiado no 17° dia. O encéfalo desse
camundongo foi submetido a técnica de IFD, para
confirmagdo da presenca de antigeno viral, tendo
apresentado resultado positivo para raiva.

Nesse mesmo periodo, duas amostras, sendo
uma em cada ano, foram positivas na IFD e no IVCC,
mas foram negativas no IVC. Este mesmo perfil de
resultado foi também encontrado em duas amostras
testadas no periodo de 2007.

Discussao

A exposicao ao virus da raiva pode resultar em
uma infecgao fatal em humanos, caso nao haja, em
tempo habil, a adocdo de medidas especificas de
controle como a vacinagao e a soro-vacinagao pos-
exposicao. Adecisao para o esquema de vacinagao a
ser utilizado é baseada nos resultados dos testes de
deteccdo de antigeno viral realizada no tecido
cerebral do animal agressor. A técnica de IFD tem
demonstrado ser rapida e segura na rotina de diag-
nostico da raiva'. O sucesso no diagnéstico da raiva
com o uso da IFD tem induzido muitos laboratérios a
abandonarem o uso do IVC para confirmagao do
resultado”. Entretanto, a experiéncia e testes de
proficiéncia tém demonstrado que a IFD nao é 100%
confiavel ™", fazendo com que os resultados desta
técnica sejam confirmados pelo IVC, como é reco-
mendado pela Organizacdo Mundial da Saude
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(OMS)"”. A importancia do IVC ¢é a capacidade em
detectar o virus da raiva em amostras com pequena
concentragcdo de virus, situagdo esta que pode
produzir resultados falsos negativos na IFD".
Entretanto, a desvantagem desta técnica é o longo
tempo requerido para o término do diagndstico, bem
como o seu custo. Assim, a eficacia da combinagao
de técnicas de diagnostico rapidas usando IFD e o
IVCC tem sido explorada™.

O isolamento do virus da raiva em cultura de célula
€ uma técnica que vem sendo bem desenvolvida e
tem sido amplamente utilizada para o diagnéstico da
raiva. Em muitos laboratérios esta técnica vem
substituindo o IVC. O IVCC é relativamente facil de
realizar, com um custo aproximado cinco vezes
menor que o IVC e, o mais importante, reduz conside-
ravelmente o tempo necessario para a obtengao dos
resultados, que podem ser obtidos em quatro dias,
enquanto que o IVC pode necessitar até 30 dias para
ser concluido’.

Para uma técnica ser aceita como um teste de
diagnéstico, sua sensibilidade deve ser comparada
com testes ja estabelecidos. Numerosas compara-
¢des tém sido realizadas entre a IFD, o isolamento
viral em camundongos e o cultivo celular. Os resulta-
dos desses estudos indicaram que o IVCC é no
minimo tdo sensivel quanto o IVC, em relagédo a
demonstragdo da replicagdo do virus presente no
tecido animal ou humano'""**.

Estudos comparativos também indicam que a
célula N2A apresenta uma sensibilidade superiorem
relagdo as outras linhagens celulares ", permitindo
que esta linhagem de células seja utilizada com
seguranga em uma rotina laboratorial para o isola-

mento de “virus de rua”™.

No presente estudo, a linhagem celular N2A foi
utilizada com sucesso. Das 105 amostras testadas,
os resultados de 60 amostras (50 de morcegos e 10
de bovinos) foram concordantes em relagéo aos trés
testes realizados: IFD, IVC e IVCC (Tabela 1). Essas
60 amostras, enviadas ao laboratdério para a continui-
dade do Programa de Vigilancia da Raiva no Estado
de Sao Paulo, foram diagnosticadas pelas trés
técnicas apds seu recebimento.

O IVCC para as amostras de bovinos se mostrou
bastante eficiente quando comparada com os outros
testes de diagnésticos realizado (Tabela 1). Para
cada uma destas amostras foram preparados indcu-
los de diferentes fragmentos do SNC: tronco encefali-
co, coértex, corno de Amon, cerebelo e um pool de
todas essas estruturas. O virus foi isolado através da
técnica de cultivo celular em todas as estruturas, mas
aquela que apresentou maior numero de células
infectadas foi o tronco encefalico, enquanto que o
cortex apresentou menor nimero.
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Isso nos leva a concluir que o tronco encefalico é o
fragmento de eleicdo em amostras de bovinos para o
teste de isolamento viral em cultivo celular. Em uma
pesquisa desenvolvida utilizando amostras de
equinos diagnosticadas por IFD e IVC, observou-se
resultado semelhante: uma concentragdo maior de
antigenos virais foi detectada no tronco encefélico e
em tecidos de medula cervical®.

Em funcdo da concordancia dos resultados para
os trés testes de diagnéstico realizados em amostras
de morcegos, além da grande quantidade de amos-
tras dessa espécie que chega ao laboratério para a
vigilancia passiva, foi estabelecida como rotina
laboratorial do Instituto Pasteur a associacdo das
técnicasde IFD e 0 IVCC, substituindo, assim, o IVC.

Fatores relacionados as interferéncias ou mesmo
a destruicdo do ecossistema natural dos morcegos, e
o fato de estes animais serem extremamente versa-
teis a adaptacdao a novos ambientes (que hoje,
oferecem condigbes especiais para sua sobrevivén-
cia, tais como alimentos e abrigos), fizeram com que
eles adquirissem habitos sinantropicos, como um
processo adaptativo, podendo ser encontrados com
grande freqliéncia em areas urbanas®. Desta forma,
muitos municipios tém realizado uma Vigilancia Epi-
demioldgica eficiente, o que faz com que o laboratério
receba um grande numero desses animais. Dentre as
medidas de Vigilancia Epidemioldgica, ha a recomen-
dacao de envio, ao laboratério de diagndsticos, de
morcegos que sao encontrados fora de seu habitat
natural e em condigbes atipicas, como 0s morcegos
encontrados no chdo e aluzdo dia”.

Em relagdo as 45 amostras de caes e raposas,
apenas 24 apresentaram resultados concordantes
para os trés testes (sendo 19 positivos e 5 negati-
vos) e 14 amostras positivas por IFD e IVC foram
negativas no teste de IVCC. Isso pode ser atribuido
ao fato de essas amostras terem sido diagnostica-
das, primeiramente, em laboratérios da regido
Norte e Nordeste do pais, sendo encaminhadas
apenas fragmentos ao Instituto Pasteur (considera-
do Laboratério de Referéncia Nacional para Raiva)
para estudos antigénicos e genéticos e, portanto,
sao amostras que foram submetidas a sucessivos
congelamentos e descongelamentos. Sete amos-
tras de caes e raposas apresentaram resultados
nao concordantes em relagdo aos trés testes
realizados (Tabela 2).

A principal razao para alteragdo da sensibilidade da
IFD é o estado de conservacdo da amostra de tecido
cerebral. Decomposicao, ciclos repetidos de congela-
mento e descongelamento, exposicdo a agentes
quimicos podem reduzir a sensibilidade do teste™.

Os resultados das amostras de canideos para os
trés testes realizados mostraram variagdes em
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relacdo a sensibilidade, ndo permitindo a substituicao
da técnica de isolamento do virus em camundongos
pelo cultivo celular para essas espécies na rotina
laboratorial. Essa discordancia é de dificil avaliacao,
em funcao de o Estado de Sao Paulo apresentar-se
com a raiva canina sob controle, uma vez que os
estudos antigénicos revelaram que a variante de
virus daraiva classicamente associada a raiva canina
nao tem sido detectada no Estado desde margo de
1998%%. Este fato que n&o permite uma melhor
analise da sensibilidade em relacdo ao isolamento
viralem camundongos e em cultivo celular, em virtude
do pequeno numero de amostras positivas que vem
sendo analisado.

A partir do ano de 2004 foi estabelecido, diante
dos resultados apresentados, que todas as amos-
tras de morcegos enviadas ao Laboratério do
Instituto Pasteur seriam, depois de diagnosticadas
por IFD, submetidas ao IVCC, substituindo o uso de
camundongos, com grandes ganhos econdmicos e
éticos, diminuindo sensivelmente o uso de animais
de laboratérios.

No periodo de janeiro de 2004 a outubro de 2007,
11.298 amostras foram diagnosticadas por IFD
seguida do IVCC. As 67 amostras positivas por IFD
e/ou IVCC foram também submetidas a técnica de
IVC, e destas 61 amostras apresentaram resultados
concordantes para os trés testes realizados. Duas
amostras que foram diagnosticadas negativas por
IFD apresentaram resultados positivos por IVCC.
Essas duas amostras foram submetidas ao IVC e
apresentaram resultados positivos, resultado este
confirmado pelatécnicade IFD.

A IFD tem por finalidade identificar a presencga de
virus em amostras suspeitas, assim, o resultado
negativo da amostra em estudo pode ser atribuido a
baixa concentragcdo viral no fragmento analisado,
pois se sabe que a distribuicdo do virus no SNC nao é
homogénea”. Uma hipdtese para explicar a baixa
concentracao viral no SNC pode ser o fato de o
animal em questado ter sido capturado no inicio da
doenca. No caso da tentativa do isolamento viral, de
amostras provenientes de morcegos, € usado todo o
SNC, o que pode explicar a positividade para ambas
as técnicas de isolamento emrelagao a IFD.

Quatro amostras, entre seis que ndo apresenta-
ram resultados concordantes, foram positivas na
IFD e no IVCC, mas apresentaram resultados
negativos no IVC. Esse resultado é concordante
com um estudo realizado por Webster (1987), o
qual trabalhando com inéculos contendo pequena
concentracao viral demonstrou a presencga de virus
em somente 50% quando utilizou camundongos,
enquanto que no cultivo celular isolou virus em 99%
dos mesmos indculos.
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Ainoculagdo em camundongos, via intracerebral, é
um teste biolégico sensivel para a replicagéo do virus
da raiva e mesmo quando ha baixa concentragao de
virus na amostra o teste pode revelar positividade.
Entretanto, em outras espécies, resultados discordan-
tes entre a IFD e a inoculagdo em camundongos ja

foram observados, principalmente em equiinos™*.

O isolamento do virus fornece, ndo somente um
diagnostico da raiva, mas também se faz necessario
para obtencéo de antigenos necessarios a caracteri-
zacao do “virus de rua”, indispensavel para estudos
de Epidemiologia Molecular.
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Resumo

Amblyomma cajennense é um carrapato considerado de importéncia
médico-veterinaria, transmissor da Febre Maculosa Brasileira (FMB), bem
como responsavel por prejuizos econdmicos na pecuaria, infestando areas
de pastagens e animais, além do incOmodo a populagéo que convive nestas
areas. Técnicas de coleta para detecgao de infestacdo no ambiente sao
aplicadas nas acdes de Vigilancia Acaroldgica em muitos municipios, sendo
as mais conhecidas, a técnica do pano de arrasto e a técnica do gelo seco.
Duas novas técnicas sdo apresentadas neste trabalho: técnica do bastao
para coleta no ambiente e a técnica do pregador para coleta em animais. A
primeira foi testada e aplicada durante a¢des de vigilancia da Prefeitura no
Municipio de Sao Paulo, e a segunda em animais apreendidos no Centro de
Controle de Zoonoses. A técnica do bastao visa promover a seguranca do
operacional durante 0 manuseio, reduzindo a exposi¢do humana na area
infestada; enquanto a técnica do pregador permitiu a coleta do carrapato
fixado, com maior facilidade e integridade do mesmo, garantindo assim a
identificagao.

Palavras-chave: Amblyomma cajennense, Febre Maculosa, técnicas de
coleta, pano de arrasto, gelo seco, vigildncia acaroldgica.

Abstract

Amblyomma cajennense is a tick considered important by medical and
veterinary reasons, which transmits Brazilian Maculous Fever (FMB), and
responsible, as well, by economical losses in cattle breeding, infesting
grazing grounds and animals, as well as representing a nuisance for the
population living in these areas. Collection techniques for infestation
detection in the environment are applied in actions for the Surveillance of
acarus in many cities, and the most widely known are the technique of the
catching cloth and the dry ice technique. Two new techniques are presented
in this study: the stick collection technique in the environment and the
fastener technique for collection in animals. The first was tested and applied
during surveillance actions of the municipal government of the city of Sao
Paulo, and the second in animals apprehended in the Zoonosis Control
Center. The stick collection technique is designed to promote the safety of the
staff while handling the animals, reducing human exposition in the infested
area; the fastener technique allowed easier collection of the fixed tick,
preserving it whole, therefore allowing identification.

Key words: Amblyomma cajennense, Maculous fever, collection techniques,
catching cloth technique, dry ice, surveillance of acarus.
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Introducao

A febre maculosa € uma doencga infecciosa aguda,
causada pela bactéria Rickettsia rickettsii e transmi-
tida pelo carrapato da espécie Amblyomma cajen-
nense (carrapato-estrela), espécie comumente
encontrada em animais domésticos e silvestres,
considerada uma praga nos campos e pastagens
no periodo de inverno, quando estdo em fase
imatura (micuins)'. Outra espécie do género
Amblyomma, o A. aureolatum, ja foi encontrada na-
turalmente infectada pela R. rickettsii, podendo
ser transmissora experimentalmentez; A. dubitatum
(= A cooperi) pode estar relacionada com o ciclo
enzootico da riquétsia entre os hospedeiros primari-
os (capivara)’.

Diante dos casos suspeitos e confirmados de
febre maculosa ocorridos nos ultimos anos na
Grande Sao Paulo e na capital paulista, acdes e
intervengcbes ambientais foram executadas para
diagnosticos das espécies e direcionamento das
acbes de controle pelas Supervisdes de Vigilancia
em Saude (Suvis) e Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) érgaos da Secretaria Municipal
da Saude de Sao Paulo (SMS-SP). Uma dessas
acbes, durante a vigildncia acaroldgica, consiste
na coleta de carrapatos no ambiente e nos hospe-
deiros (cdo, gato, cavalo), para determinar a
espécie vetora e estimar o nivel de infestacao
no ambiente.

Atualmente, segundo a Superintendéncia de
Controle de Endemias (Sucen)’, da Secretaria de
Estado da Saude, as técnicas para coleta de
carrapatos no ambiente sdo o pano de arrasto e a
técnica do gelo seco; a primeira apresenta maior
eficiéncia na captura de formas imaturas (larvas e
ninfas) e a segunda, na de adultos. O pano de
arrasto pode ser aplicado em ambiente com
vegetagéao rasteira, de preferéncia sem a interfe-
réncia de arbustos e outros tipos de vegetacéao
que caracterizam “pasto sujo”; a técnica do gelo
seco para liberagao do gas carbbnico pode ser
aplicada em locais com vegetacdo um pouco mais
alta e diversificada.

Outras técnicas de coleta no ambiente
aplicadas por Arzua’ sdo as armadilhas de solo
tipo pitfall e o método de coleta de folhico. A
primeira consiste em potes ou baldes contendo
alcool 70%, enterrados no chao e vistoriados apds
determinado periodo, a fim de verificar a queda
dos carrapatos. O segundo método consiste na
coleta de 1 m* de folhigo do solo e de vegetagéo
rasteira, em pontos especificos ou aleatérios da
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area de estudo, levados para posterior triagem em
laboratorio.

A técnica para coleta no hospedeiro é preconi-
zada através do método de tor¢cao do carrapato,
com o auxilio de uma pinca, puxando-o até a
soltura do aparelho bucal da pele do animal.
Meétodos utilizados popularmente para a retirada
do carrapato s&o o aquecimento do carrapato com
objetos pontiagudos e utilizacdo de produtos
quimicos. Ambos s&o considerados perigosos,
podendo intensificar a transmissao das riquétsias
pelo carrapato no momento do parasitismo,
durante a aplicagao da técnica.

Material e métodos

O presente trabalho visa a notificar duas novas
técnicas alternativas de coleta de carrapatos,
desenvolvidas pela Coordenagao de Controle de
Sinantrépicos, sendo testadas juntamente com o
Lab-Fauna, do CCZ, em vistorias no Municipio de
S&o Paulo: técnica de arrasto com haste regulavel
(1 a 3 m) para uso no ambiente e a técnica do
prendedor modificado, para uso no corpo do
animal hospedeiro. Atécnica com a haste consiste
de uma ou mais flanelas brancas, semelhante a
técnica do pano de arrasto, fixadas em uma das
extremidades da haste (Foto 1), que permite
pesquisa numa area mais abrangente, em faixas
lineares (Foto 2) ou cobrindo areas no raio das
medidas da haste regulavel (Foto 3), com o mini-
mo de deslocamento e de exposicdo das pessoas
que estdo investigando o ambiente infestado. A
técnica facilita a coleta de exemplares fixados nos
panos (Foto 4).

Foto1. Técnica do pano de arrasto modificado com o uso de haste
prolongadoraregulavel.
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A técnica do prendedor modificado consiste de um
mecanismo semelhante a uma pinga, adaptado de um
“prendedor de roupa” (Foto 5). Modificado por desgaste
em sua extremidade, em forma de cunha, permite
prender o carrapato (Foto 6), quando fixo no hospedei-
ro, pela base do aparelho bucal denominado hiposto-
mio (Foto 9) e promover os movimentos giratorios mais
facilmente (Foto 7), até a retirada do exemplar (Foto 8),
sem danificar por rompimento, o aparelho bucal (Foto
9). Oferece maior seguranga, uma vez que nao ocorre o
contato manual com o corpo do carrapato, diferente-
mente da técnica que utiliza a pinga tradicional. Aponta
de encaixe do pregador exerce uma pressao firme,
constante e segura no momento da torgéo do carrapato

) Al , fixado, além de manté-lo preso ao prendedor no
Foto 2. Uso da técnica para coleta de exemplares de carrapato em m_o_mento da_ soltura do hospedelro (FOtO 8)- Quando
faixas lineares, com reduzida exposi¢ao do profissional de campo. utilizada a pinga, por vezes, O exemplar escapa por

falha de manipulagdo, dificultando seu encontro na
vegetacao ou mesmo ocasionando a perda nos casos de
unico exemplar.

| T TP
y 5

Foto 3. Técnica de coleta de exemplares de carrapato em areas
circulares, evitando a exposi¢ao da equipe.

Foto 4. Coleta de exemplares de carrapato fixados nos panos. Foto 6. Carrapato fixado pelo prendedor modificado.
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Foto7. Movimentos de girar para promover o desprendimento do
carrapato.

Foto 8. Retirada do ectoparasita preso ao prendedor.

Foto 9. Detalhe do prendedor modificado. Em destaque o aparelho
bucal (hipostomio), a direita, sem ser danificado.
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- -

Foto 10. Vistoria de carrapatos no corpo do animal hospedeio.

Fotos: Arquivo CCZ Carlos A. Madeira Marques Filho, Rogério Dalcol
e Moacyr Giovanini Dalbon.

Atécnica da haste regulavel foi aplicada e testada,
inicialmente, durante vistorias em Campo Limpo, por
solicitagao da SUVIS M' Boi Mirim-SMS, nas proximi-
dades da represa Billings, Jd. Caigara e no Parque
Cemucam por solicitagdo do Departamento de
Parques e Areas Verdes da Secretaria do Verde e do
Meio Ambiente (Depave/SVMA), localizado no
municipio de Cotia (SP). As areas de aplicagao da
técnica eram constituidas de vegetacao caracteristi-
ca de gramado e mato alto, sem a presenca de
troncos, gravetos e arbustos de pequeno e médio
portes; outras localidades com tais caracteristicas
serdo utilizadas para novos testes desta técnica,
conforme a demanda solicitada a Coordenacao de
Controle de Animais Sinantropicos do CCZ. Atécnica
do prendedor vem sendo testada em eqlinos e
bovinos eventualmente infestados por carrapatos
(Foto 10), quando apreendidos pela Coordenagéo de
Grandes Animais do CCZ.

Conclusao
Ambas as técnicas mostraram-se importantes

quanto a agilidade das amostragens em campo,
sendo possivel sua aplicagado em vigilancia acarolégi-
ca, inclusive no que diz respeito a seguranga do
profissional durante a execugao, seja em pesquisa de
campo, seja no manejo e lida de animais em areas
infestadas, ou mesmo de animais com infestagbes
eventuais. Isso porque, no caso da técnica da haste
regulavel, procurou-se reduzir a possibilidade de
infestagdo corporea do profissional de campo por
carrapatos, quando do trabalho em ambientes
reconhecidamente infestados. Quanto a técnica do
prendedor, o intuito foi evitar o contato manual com
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carrapatos ingurgitados e possivelmente infectados,
inclusive quando rompidos ou danificados acidental-
mente durante a coleta manual no corpo do animal
hospedeiro pelo método de torgdo, e consequente-
mente reduzir o risco de infecgdo humana por micro-
organismos patogénicos. Além disso, evitar a possibi-
lidade do rompimento do aparelho bucal que, ficando
no hospedeiro, pode produzir os processos alérgicos
mais duradouros.
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Hantavirose: um risco invisivel a saude dos trabalhadores da cultura da cana de

agucar

Hantavirosis: an invisible risk to health of sugar care woers

Secao de Virus Transmitidos por Artrépodos do Instituto Adolfo Lutz

Dentre os 110 casos de hantavirose que ocorre-
ram no Estado de Sao Paulo no periodo de 1993 a
2007, 18 casos (16,36%) estédo relacionados aos
trabalhadores do cultivo da cana-de-agucar. Inquérito
realizado na populagdo da zona rural da regido de
Ribeirdo Preto (SP), onde sdo encontradas as
maiores plantagdes de cana-de-acucar do Pais,
estima uma soroprevaléncia de 16%. Dos individuos
soropositivos, a maioria referiu realizar alguma vez
trabalhos inerentes ao cultivo da cana.

A hantavirose € uma zoonose transmitida por
roedores silvestres pertencentes a subfamilia sigmo-
dontinae tipica do continente americano. As infec-
¢des humanas causadas pelos hantavirus ocorrem,
principalmente, pela inalacdo de aerossodis de parti-
culas virais, formados a partir de excretas de roedo-
res infectados. Outras formas mais raras de transmis-
sao podem ocorrer através de escoriagdes cutaneas
ou mordeduras de roedores, contato do virus com
tecido conjuntivo da boca, olhos e nariz.

No Novo Mundo a hantavirose manifesta-se sob a
forma clinica de sindrome cardiopulmonar por
hantavirus (SCPH), com a letalidade variando entre
40% e 56%. A transmissao de hantavirus entre os
roedores ocorre por meio de aerossoéis € mordidas
ocasionadas pela competi¢ao por alimentos, procria-
cdo e espaco. A infecgdo por hantavirus em seu
roedor reservatorio resulta em infeccao cronica, que
permite a eliminacdo de virus durante toda a sua
existéncia, que duraem média 16 meses.

O perfil agricola e as atividades agricolas constitu-
em os fatores determinantes na transmissdo da
SCPH no Brasil. As altera¢des na vegetagao natural,
onde o homem introduz plantas de interesse comer-
cial, acaba fornecendo aos roedores existentes na
natureza uma nova fonte de alimentacéo, propician-
do o aumento rapido na densidade populacional
destes animais nas areas ocupadas pelo homem.
Entre as principais culturas que atuam dessa forma
destacamos o capim braquiaria, cana-de-acucar,
milho, arroz e capim colonido. As areas cultivadas por
capim braquiaria (Brachiaria decumbens) e cana-de-
agucar (Saccharum spp) sao as que mais favorecem
a manutencido de colbnias de roedores silvestres
na natureza.
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E nos ambientes compostos por estes dois tipos
de vegetacao é que ja foram observadas as maiores
densidades populacionais de roedores silvestres.
Contudo, vale ressaltar que a situagdo que mais
contribui para a infeccdo humana é quando as
excretas dos roedores infectados s&o eliminadas no
interior de habitagdes humanas que se encontram a
uma distancia menor que 50 metros destes ambien-
tes compostos, porque os virus se mantém mais
ativos por estarem livres da exposicdo aos raios
ultravioletas do sol e efeitos dispersivos de corrente
de ar. De maneira semelhante as infecgées humanas
adquiridas em ambientes abertos, também ocorrem
por meio de aerossois ou de escoriagdes cutaneas
durante as atividades de plantio, colheita, transporte
e armazenamento de produ-tos agricolas.

A colheita manual da cana-de-agucar merece
uma especial atengéo na epidemiologia do hantavi-
rus no Brasil. Casos de SCPH foram registrados nos
Estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso
e Goias, tendo os pacientes essa ocupacao, o que a
coloca como uma atividade profissional de grande
risco. O roedor Bolomys lasiurus, reservatério do
hantavirus Araraquara, tem como seu ecossistema
o cerrado onde estéo inseridas as maiores planta-
¢oes e usinas canavieiras do Pais. Esta espécie de
roedor prefere viver no interior do pasto de braquia-
ria, alimentando-se das suas sementes e extraindo
agua de suas raizes, o que permite a manutengao
de populacdes desta espécie de roedor em densida-
des altissimas. Porém, no periodo de estiagem nas
regides de cerrado, que acontece entre abril e
agosto, a massa vegetativa do capim braquiaria
diminui consideravelmente, obrigando as comuni-
dades de roedores a viverem no interior dos canavi-
ais, onde eles conseguem abrigo, alimento e agua
roendo os caules de cana-de-agucar.

Estudos epidemiolégicos mostram que as
circunstancias e os fatores determinantes para a
ocorréncia da doenca estao intimamente relaciona-
dos ao comportamento do trabalhador durante a
colheita manual e transporte da cana. Quando um
canavial é totalmente cortado os roedores deslo-
cam-se naturalmente para outros canaviais mais
proximos, o que ocasiona grandes concentragoes
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de diversas espécies de roedores silvestres. Isto é
provado pelos elevados indices de captura que
chegam a ser de até 120% durante a realizagéo de
trabalhos ecoepidemioldégico de hantavirus em
roedores silvestres.

Supde-se que é durante o periodo de colheita e
transporte que os trabalhadores contraem a hanta-
virose, ao deitar-se diretamente no solo, no horario
do almoco, para descansar nas areas sombrias
destes ambientes infestados de roedores. Acredita-
se que a infecgdo pode ocorrer por aerossois
quando os trabalhadores encostam a face préxima
a entrada das tocas dos roedores no solo do canavi-
al ou pela penetragao de virus através das escoria-
¢des de suas maos, quando estes as apdiam no
chao sujo de excretas de roedores.

Bolomys lasiurus
Reservatorio do virus Araraquara

Vista de uma toca de Bolomys lasiurus em um ambiente composto
de cana e braquiaria
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o Paulista

Também, observa-se que a transmissdo de
hantavirus é favorecida pelo descarte dos restos de
comida das marmitas dos trabalhadores durante o
almoco. Esta oferta de alimento condiciona os roedo-
res a alimentarem-se nestas areas de descanso,
ocasionando grandes concentragdes que levam ao
aumento da prevaléncia de roedores infectados na
natureza, devido aos encontros e brigas entre eles.

Diante da atual situacéo, considera-se de grande
importancia a oficializacido de medidas de preven-
¢ao para extingdo do numero de casos de hantaviro-
se associado aos trabalhadores de canaviais. Pelos
argumentos expostos tais medidas alicergam-se
apenas na orientag¢ao dos trabalhadores, para que
eles evitem usar areas infestadas de roedores como
locais de almoco e descanso.

Vista de uma cana roida em um canavial infestado por Bolomys
lasiurus
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Instrugcdes aos Autores

O Boletim Epidemioldgico Paulista (Bepa) publicagdo mensal da Coordenadoria de
Controle de Doengas, 6rgao da Secretaria de Estado da Saude de S&o Paulo (CCD/SES-
SP) veicula artigos relacionados aos agravos a satde publica ocorridos nas diversas areas
de controle, assisténcia e diagnéstico laboratorial do Sistema Unico de Saude de Sao Paulo
(SUS-SP). Além de disseminar informagdes entre os profissionais de saude de maneira
rapida e precisa, 0 Bepa tem como objetivo incentivar a producdo de trabalhos que
subsidiem as agdes de prevencéo e controle de doengas na rede publica, apoiando, ainda, a
atuagdo dos profissionais do sistema de saude privado, promovendo a atualizagéo e o
aprimoramento de ambos.

Os documentos que podem ser publicados neste boletim estéo divididos nas seguintes
categorias:

1. Artigos originais — destinados a divulgag&o de resultados de pesquisa original
inédita, que possam ser replicados efou generalizados. Devem ter de 2.000 a 4.000
palavras, excluindo tabelas, figuras e referéncias.

2. Revisdo -Avaliagao critica sistematizada da literatura sobre assunto relevante
a salde publica. Devem ser descritos os procedimentos adotados, esclarecendo a
delimitagao e limites do tema. Extensdo méxima: 5.000 palavras.

3. Comunicagdes breves - Sao artigos curtos destinados a divulgacéo de
resultados de pesquisa. No méaximo 1.500 palavras, umatabela/figura e cinco referéncias.
4, Informe epidemiolégico - Textos que tém por objetivo apresentar ocorréncias

relevantes para a saude coletiva, bem como divulgar dados dos sistemas de informagao
sobre doengas e agravos. Maximo de 3.000 palavras.

5. Informe técnico - Trabalhos que tém por objetivo definir procedimentos,
condutas e normas técnicas das agdes e atividades desenvolvidas no ambito da salde
coletiva. Nomaximo 5.000 palavras.

A estrutura dos textos produzidos para a publicagdo devera adequar-se ao estilo
Vancouver, cujas linhas gerais seguem abaixo.

« Pagina de identificagéo - Ttulo do artigo, conciso e completo, em Portugués e Inglés;
nome completo de todos os autores; indicagdo da instituicdo a qual cada autor esta
afiliado; indicagao do autor responsavel pela troca de correspondéncia; se subvenciona-
do, indicar nome da agéncia de fomento que concedeu o auxilio e respectivo nome do
processo; se foi extraido de dissertagao ou tese, indicar titulo, ano e instituicdo em que foi
apresentada.

o Resumo-Todos os textos, a excegéo dos

o Informes técnicos, deverdo ter resumo em Portugués e em Inglés (Abstract),
dimensionado entre 150 palavras (comunicagdes breves) e no maximo 250 palavras
(artigos originais, revisdes, atualizagdes e informes epidemiolégicos). Para os
artigos originais, 0 resumo deve destacar os propositos do estudo, procedimentos
basicos adotados (selegéo de sujeitos de estudo ou animais de laboratério, métodos
analiticos e observacionais), principais descobertas e conclusdes. Devem ser
enfatizados novos e importantes aspectos do estudo ou das observagdes. Uma vez
que os resumos sao a principal parte indexada do artigo em muitos bancos de dados
eletronicos, e a Unica parte que alguns leitores Iéem, os autores precisam lembrar que
eles devem refletir, cuidadosamente, o contetido do artigo. Para os demais textos, o
resumo deve ser narrativo, mas com as mesmas informagées.

o Descritores (unitermos ou palavras-chave) - Seguindo-se ao resumo, devem ser
indicados no minimo trés e no maximo dez descritores do conteudo, que tém por
objetivo facilitar indexagdes cruzadas dos textos e podem ser publicados juntamente
com o resumo. Em Portugués, os descritores deverdo ser extraidos do vocabulario
“Descritores em Ciéncias em Saude” (DeCS), da Bireme. Em Inglés, do “Medical
Subject Headings” (Mesh). Caso ndo sejam encontrados descritores adequados a
tematica abordada, termos ou expressdes de uso corrente poderdo ser empregados.

e Introdugdo - Contextualiza o estudo, a natureza dos problemas tratados e sua
significancia. A introdugao deve ser curta, definir o problema estudado, sintetizar sua
importancia e destacar as lacunas do conhecimento abordadas.

o Metodologia (Métodos) — A metodologia deve incluir apenas informagéo disponivel no
momento em que foi escrito o plano ou protocolo do estudo; toda a informagao obtida
durante a conduta do estudo pertence a se¢éo de resultados. Deve conter descrigao,
clara e sucinta, acompanhada da respectiva citagdo bibliografica, dos procedimentos
adotados, a populagdo estudada (universo e amostra), instrumentos de medida e, se
aplicavel, método de validagao e método estatistico.

o Resultados — Devem ser apresentados em seqiiéncia logica no texto, tabelas e figuras,
colocando as descobertas principais ou mais importantes primeiro. Os resultados
encontrados devem ser descritos sem incluir interpretacées e/ou comparagdes. Sempre
que possivel, devem ser apresentados em tabelas e figuras auto-explicativas e com
anélise estatistica, evitando-se sua repeti¢éo no texto.

o Discussdo - Deve enfatizar os novos e importantes aspectos do estudo e as
conclusdes que dele derivam, sem repetir material colocado nas segdes de introdugdo
e resultados. Deve comegar com a apreciagéo das limitagdes do estudo, seguida da
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e  comparagao com a literatura e da interpretacéo dos autores, apresentando, quando for
0caso, novas hipéteses.

o Conclusao - Traz as conclusdes relevantes, considerando os objetivos do trabalho e
formas de continuidade. Se tais aspectos j& estiverem incluidos na discusséo, a
concluséo ndo deve ser escrita.

o  Referéncias bibliograficas — A exatiddo das referéncias bibliograficas & de
responsabilidade dos autores.

- Citagdes bibliograficas no texto, tabelas e figuras: deverdo ser colocadas em
ordem numérica, em algarismo arabico, sobrescrito, apos a citagao, constando da lista
de referéncias bibliograficas. Exemplo:

“Os fatores de risco para a infecgao cardiovascular estao relacionados a imunocompe-

téncia do hospedeiro'.”
- Referéncias bibliogréficas: devem ser numeradas consecutivamente, obedecendo
a ordem em que aparecem pela primeira vez no texto, de acordo com o estilo
Vancouver. A ordem de citagdo no texto obedecera esta numeragéo. Até seis autores,
citam-se todos os nomes; acima disso, apenas 0s seis primeiros, seguidos da
expressdo em Latim “et al’. E recomendavel ndo ultrapassar o nimero de 30
referéncias bibliograficas por texto.
A) Artigos de periddicos — As abreviaturas dos titulos dos periodicos citados devem
estar de acordo com o Index Medicus, e marcadas em negrito.

Exemplo:

1. Ponce de Leon P; Valverde J e Zdero M. Preliminary studies on antigenic mimicry of
Ascaris Lumbricoides. Rev Lat-amer Microbiol 1992; 34:33-38.

2. Cunha MCN, Zorzatto JR, Castro LLC. Avaliagao do uso de Medicamentos na rede
publica municipal de Campo Grande, MS. Rev Bras Cien Farmacéuticas 2002; 38:217-27.

B) Livros Acitagao de livros deve seguir o exemplo abaixo:

3. Medronho RA. Geoprocessamento € saude: uma nova abordagem do espago no
processo satde-doenca. Primeira edigdo. Rio de Janeiro: Fiocruz/CICT/NECT.

C) Capitulos de livro- Ja ao referenciar capitulos de livros, os autores deveréo adotar
omodeloaseguir:

4. Arnau JM, Laporte JR. Promogao do uso racional de medicamentos e preparagéo de
guias farmacoldgicos. In: Laporte JR, Tognoni G, Rozenfeld

S. Epidemiologia do medicamento: principios gerais. Sdo Paulo: Hucitec; Rio de
Janeiro: Abrasco; 1989.

D) Dissertagoes e teses:

5. Moreira MMS. Trabalho, qualidade de vida e envelhecimento [dissertagao]. Rio de
Janeiro: Escola Nacional de Satde Publica; 2000. p. 100.

E) Trabalhos de congressos, simpdsios, encontros, seminarios e outros:

6. Barboza et al. Descentralizagao das politicas publicas em DST/Aids no Estado de
Sao Paulo. In: Il Encontro do Programa de Pés-Graduagao em Infecgdes e Saude Publica;
2004 ago; Sao Paulo: Rev IAL. P. 34 [resumo 32-SC].

F) Periédicos e artigos eletrnicos:

7. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Sintese de indicadores sociais
2000. [Boletim on-line]. Disponivel em: http://www.ibge.gov.br [2004 mar 5]

G) Publicagbes e documentos de organizagées governamentais:

8. Brasil. Decreto 793, de 5 de abril de 1993. Altera os Decretos 74.170, de 10 de junho
de 1974, e 79.094, de 5 de janeiro de 1977, que regulamentam, respectivamente, as Leis
5991, de 17 de janeiro de 1973, e 6360, de 23 de setembro de 1976, e d4 outras providénci-
as. Brasilia (DF): Diério Oficial da Uni&o; 6 abr 1993. Segao 1. p.4397.

9. Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Como investigar el uso de medicamentos
em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamentos. Ginebra;
1993. (DAP.93.1).

Casos ndo contemplados nesta instrugdo devem ser citados conforme indicagdo do
Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver) (http://www.cmje.org).

Tabelas — Devem ser apresentadas em folhas separadas, numeradas consecutiva-
mente com algarismos arabicos, na ordem em que forem citadas no texto. Acada uma deve
ser atribuido um titulo breve, NAO SE UTILIZANDO TRAGOS INTERNOS HORIZONTAIS
OU VERTICAIS. Notas explicativas devem ser colocadas no rodapé das tabelas e ndo no
cabegalho outtitulo.

Quadros - Sao identificados como tabelas, seguindo uma Unica numeragéo em todo o
texto.

Figuras - Fotografias, desenhos, graficos etc., citados como figuras, devem
ser numerados consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram
mencionados no texto, por nimero e titulo abreviado no trabalho. As legendas
devem ser apresentadas em folha a parte; as ilustragdes devem ser suficientemente
claras para permitir sua reprodugao. Nao sdo permitidas figuras que representem os
mesmos dados.
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