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Papel da CETESB na Vigilancia ambiental do
virus da poliomielite

Programa de apoio as doencas de veiculacao hidrica do estado de Sao Paulo

e Monitoramento sistematico
v 1974-1994

v Desde 1999
— Acao conjunta
e Centro de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de
Estado de Saude do Estado de Sao Paulo (CVE/SES/SP)

* Instituto Oswaldo Cruz (I0C/Fiocruz) — Laboratério
Regional de Enteroviroses da América Latina da
Organizacao Mundial da Saude (OMS)
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Por gue monitorar os poliovirus no ambiente?

Plano Estratégico Final de Erradicacao da Poliomielite 2013-2018

OBJETIVO 1

Detectar e interromper a transmissao
dos poliovirus até o final de 2014; e de
novos surtos de cPVDV em até 120 dias

apos a confirmacao do primeiro caso
\/
\/

Vigilancia Ambiental
Acao suplementar a vigilancia de
paralisias flacidas agudas (PFA)

Monitorar o progresso em dire¢ao a

interrupcao da transmissao de
poliovirus selvagem e derivados vacinais




Por gue monitorar os poliovirus no ambiente?

Plano Estratégico Final de Erradicacao da Poliomielite 2013-2018

OBJETI VO 2
Intensificar os programas de
imunizacao e cessar a vacinacao oral

até 2019, iniciando com o componente
tipo 2 em 2016

Vigilancia Ambiental
Deteccao precoce de casos de PVDV2
apos a retirada da VOP2.

Documentar a eliminacao do polivirus
Sabin




Por gue monitorar os poliovirus no ambiente?

Plano Estratégico Final de Erradicacao da Poliomielite 2013-2018

OBJETIVO 3
Certificar a erradicacao mundial da
polio e a contencao segura dos
estoques de poliovirus até 2018

— T~
—

Vigilancia Ambiental
Documentar a erradicacao da polio
Monitorar a eficacia da contencao dos
poliovirus pelas instituicdes acreditadas




Onde monitorar os poliovirus no ambiente?

l

Baixa sensibilidade ou auséncia de vigilancia de AFP
Baixa cobertura vacinal (presente ou passado)
Evidéncia de circulacao recente de poliovirus selvagem ou derivado vacinal
Areas sujeitas a reintroducdo por importacdo

l

Entradas de estacoes de
Tratamento de Esgoto
Pocos de Visita
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Onde monitorar os poliovirus no ambiente?

Entrada dos poliovirus no pais

l

Portos
Aeroportos
Internacionais
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Como monitorar os poliovirus no ambiente?

N

e Coleta de amostras de esgoto

J

N

e Concentracdo dos virus

J

¢ [solamento em cultura celular RD e L20B

N\

e Diferenciacao intratipica dos poliovirus

e Confirmacao dos resultados por sequenciamento
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1. Coleta de amostras: Mecha de Moore

Frequéncia: quinzenal
Meio de transporte: 3% extrato de carne dessecado



2. Concentracao dos virus por floculacao organica

Separacdo dos sélidos

Floculagdo organica Concentragao Eluicao
dos flocos dos flocos




2.1 Descontaminacao da amostra

Homogeneizagdo Separacao da
com cloroférmio fase aquosa Evaporagdo do cloroférmio

!
Inoculagao

Teste de
‘ em cultura
L esterilidade |

celular




3. Isolamento de poliovirus em culturas
celulares RD e L20B

L20B: célula de camundongo
modificada geneticamente

Negativo

RD: célula de rabdomiosarcoma
humano




A partir de 2009

ISOLAMENTO DE POLIOVIRUS — NOVO ALGORITMO

CPE +b Reportar-L20B Positivo,
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s Pascar e encaminhar para DIT
CPE 45 S g
em RD + 2 .
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Extrato em L20B
Amiostia Reportar Espécie
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g b Passar CPE - Registrar- RD Negativo©
em RD
Inocular CPE +b
a
em RD CPE +b Reportar L20B Positivo
e encaminhar para DIT
CPE +bd Passarem
CPE +b Passar RD
———
em L20B a CPE -2 Reportar-Negativo
%CPE Reportar P g
EVNPe
a. Observar no minimo por 5 dias.
b. Observar até obter ECP 2 3+ CPE (usualmente 1-2 dias, 5 dias no minimo; re-inocular quanto for observado toxicidade ou contaminagao.
C. Tempo total minimo de observacado de 10 dias (2x5 dias).
d. Fazer um pool dos tubos positivos (se ambos os tubos mostrarem ECP > 3+ CPE no mesmo dia) antes da passagem final em RD.
e. Os isolados podem ser sorotipados pelos laboratérios para diagnéstico dos EVNP ou para confirmar a proficiéncia.

ECP: Efeito Citopatico; EVNP: Enterovirus Ndo Polio); DIT: Diferenciacdo Intratipica




Diferenciacao Intratipica: RT-PCR

PanEV 5'-ACACGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCC-3' 114 base pairs
5'-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC-3'

PanPV* 5'-TTIAIIGCRTGICCRTTRTT-3' 79 base pairs
5'-CITAITCIMGITTYGAYATG-3'

PV-Serotype 1* 5'-ATCATICTYTCIARCATYTG-3' 70 base pairs
5'-TGCGIGAYACIACICAYAT-3

PV-Serotype 2* 5'-AYICCYTCIACIRCICCYTC-3' 79 base pairs
5'-TGCGIGAYACIACICAYAT-3'

PV-Serotype 3* 5'-CCIAIYTGITCRTTIGYRTC-3' 140 base pairs
5'-AAYCCITCIRTITTYTAYAC-3'

Sabin 1 5'-TCCACTGGCTTCAGTGTT-3' 97 base pairs
5'-AGGTCAGATGCTTGAAAGC-3'

Sabin 2 5'-CGGCTTTGTGTCAGGC-3' 71 base pairs
5'-CCGTTGAAGGGATTACTAAA-3'

Sabin 3 5'-AGTATCAGGTAAGCTATCC-3' 53 base pairs

5'-AGGGCGCCCTAACTTTG-3'

*Degenerate primers: M=Aand C;R=Aand G;Y=Cand T; | = Inosin
Method: WHO/IVB/04.10 — Polio Laboratory Manual



Diferenciacao Intratipica

Sorotipo 3
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Reacao de RT-PCR Eletroforese em gel de
poliacrilamida

Resultado do PCR das Amostras Identificacao
Todos os primers (-) Nao enterovirus (NEV)
PanEV (+), todos os outros (-) Nao polio enterovirus (NPEV)

PanEV (+), PanPV (+), todos Sabins (-), 1 ou mais sorotipos | PV selvagem do sorotipo(s) indicativo(s)

(+)

PanEV (+), PanPV(+), 1 ou mais Sabins (+), sorotipos Poliovirus(es) vacinal do(s) sorotipo(s)
correspondentes (+) indicativo(s)

PanEV (+), PanPV(+), 1 ou mais Sabins (+), mais sorotipos (+) | Mistura de poliovirus selvagem e
além dos Sabins vacinal de diferentes sorotipos




Resultados — 1999 a 2013

e Foram detectados somente isolados de
poliovirus Sabin
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Resultados — ano de 2013

5 pontos de coleta

118 amostras analisadas

20 (17%) amostras positivas para 1 ou mais sorotipos de Poliovirus Sabin
48 (41%) amostras positivas para EVNP — Enterovirus nao poliovirus

Pontos de coleta - 2013 jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez
ETE Barueri 112 I'2 12| 213 o

ETE Parque Novo Mundo * £ 213 3¢ 3 *
Aeroporto de Guarulhos 1 2]2

Porto Sao Sebastido - Pier Norte 113 I'2 2 | 112

Porto de Santos 113 213 112

Isolados:

9 PV1 Sabin
12 PV2 Sabin
8 PV3 Sabin
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Campanha de vacinacgao

|

1/2/3

NR

Poliovirus Sabin 1, 2 ou 3
Enterovirus ndo-Poliovirus
Negativo para Enterovirus
N3ao realizado

Mecha perdida




Resultados — 1° semestre de 2014

Pontos de coleta - 2014 jan fev mar abr mai jun
ETE Barueri 2 3] [3]2[nrR[ 2 [NR
ETE Parque Novo Mundo 23| 2 |2 NR[ 3 [NR
Aeroporto de Guarulhos 2 2 2/3 NR NR
Aeroporto de Viracopos -montante da ETE 2 . 2/3 NR

Porto Sao Sebastido - Pier Norte . 2/3 NR NR
Porto de Santos * 2 NR NR
Aeroporto de Viracopos - cdrrego NR [NR[NR|NR|NR [NR|NR|NR|NR|NR[NR[NR|NR
Aeroporto de Viracopos -cloaca NR [NR[NR|NR|NR [NR|NR|NR|NR|NR|NR[NR[NR|NR|NR
Rua Bar3o de Ladario Bras NR[NR[NR[NR|NR [NR[NR[NR{NR[NR[NR[3 [73 113
Bras - Liga da Juventude Islamica NR|NR[NR[NR|NR [NR[NR[NR[NRINR[NR 12 1 [113

Poliovirus 1 selvagem

Poliovirus Sabin1,20u3

Poliovirus derivado vacinal 2

Negativo para Enterovirus
NR [N3o realizado
*+ |Mecha perdida

Enterovirus ndo-Poliovirus



Resultados — 2° semestre de 2014

Pontos de coleta - 2014 jul ago set out nov dez

ETE Barueri NR| * [NR NR 113 | NR NR|[ 3 [NR[1[NR NR | 2 [NR NR NR NR
ETE Parque Novo Mundo NR NR NR 2/3|NR NR|13|NR| [NR NR NR NR NR NR
Aeroporto de Guarulhos NR[ 1 [NR NR 2/3|NR NR NR| * [NR|23]| NR NR|[ 1 [NR NR NR
Aeroporto de Viracopos -montante da ETE ' "

Porto S3o Sebastido - Pier Norte NR NR NR NR NR NR| |NR NR NR NR NR NR
Porto de Santos NR NR NR NR NR NR| [NR NR| * [NR| * |NR NR NR
Aeroporto de Viracopos - corrego 1 | NR 1

Aeroporto de Viracopos -cloaca NR|NR [ NR [NR|NR|NR [NR|NR[NR 3

Rua Barao de Ladario Bras 1 NR NR| |NR NR NR| * [NR NR NR
Bras - Liga da Juventude Islamica 1 33 NR NR| |NR[3 |NR NR NR NR NR

10 pontos de coleta
256 amostras analisadas

Campanha de vacinagao

43 (17%) amostras positivas para 1 ou mais sorotipos de Poliovirus Sabin
136 (53%) amostras positivas para EVNP — Enterovirus nao poliovirus
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Poliovirus 1 selvagem
Poliovirus derivado vacinal 2

1/2/3|Poliovirus Sabin 1, 2 ou 3

Enterovirus nao-Poliovirus
Negativo para Enterovirus
nR |N3o realizado

| * |Mecha perdida




Deteccao de Poliovirus derivado vacinal 2

e Caracterizacao molecular do gene VP1

— 8,6% de divergéncia em relacao ao PV2 Sabin
(78/903)

— Tempo de replicacao estimado: 8,5 anos
* Possivel transmissao pessoa-pessoa

* N3ao foi associado a nenhum outro isolado
* Possivelmente trata-se de um isolado importado
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Deteccao Poliovirus selvagem 1

* Analise da sequéncia nucleotidica do gene
VP1 (~900bp) pelo CDC constatou que o virus

pertence a um genotipo de poliovirus
selvagem tipo 1

* 99,6% de identidade com PV1 selvagem
isolado na Guiné Equatorial em 2014.
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Resultados — ano de 2015

Pontos de coleta - 2015 jan fev mar abr mai jun jul set out nov dez
ETE Barueri 3 2 213|213 w2l 12| sl 2 [ 3
ETE Parque Novo Mundo Ir1 * 3|3 1 133 |13~ 213
Aeroporto de Guarulhos 2 1 2
Aeroporto de Viracopos -montante da ETE 1 3

Elevatdria Santiago - Sdo Sebastido I'*3 = |13] 2 13[ 3 3 1/3'3 3
Porto de Santos *

Aeroporto de Viracopos - cérrego NR|NR| NR [NR[NR[NR|NR|NR|NR|NR| NR [NR|NR|NR |NR|NR|NR[NR[NR
Aeroporto de Viracopos -cloaca NR|NR|NR[NR| NR [NR|NR|NR |NR|NR|NR[NR|NR
Porto de S3o Sebastiao - Porto Seco NR[NR| NR [NR|NR|NR [NR|NR|NR|NR[NR
Porto Sao Sebastiao - Pier Norte NR|NR|NR|NR|NR|NR| NR |[NR|NR|NR|NR|NR|NR[NR[NR
Rua Barao de Ladario Bras 113 * 2 [NR| NR [NR|NR|NR|NR[NR|NR|NR [ NR |[NR|NR[NR|NR|NR[NR[NR|NR
Bras - Liga da Juventude Islamica 113 NR [ NR [NR[NR|NR[NR|NR|NR|NR| NR |NR[NR|NR|NR|NR|NR[NR|NR

Campanha de vacinagao

12 pontos de coleta

213 amostras analisadas

50 (23%) amostras positivas para 1 ou mais sorotipos de Poliovirus Sabin
122 (57%)@mostras positivas para EVNP — Enterovirus nao poliovirus

1/2/3 |Poliovirus Sabin 1, 2 ou 3

Enterovirus ndo-Poliovirus

Negativo para Enterovirus

NR

N3o realizado

Mecha perdida



Importancia dos resultados

* Vigilancia ambiental dos poliovirus € uma
ferramenta sensivel na deteccao de poliovirus
selvagem e derivados vacinais, mesmo na
auséncia de casos clinicos.

* A entrada de poliovirus selvagem e derivado
vacinal indica a importancia em se manter as
acoes de vacinacao e dos programas de Vigilancia
das Paralisias Flacidas (PFA).

* Necessidade de ampliar a vigilancia ambiental
para deteccao precoce de casos importados de
poliovirus e PVDV autéctones emergentes.



Estratégias futuras da Cetesb para o
monitoramento ambiental do poliovirus no Brasil

1. Ampliar o numero de pontos de coleta

— Priorizando populacdes de alto risco

e Com baixa cobertura vacinal

— Selecao dos pontos criticos — analise conjunta com a Sabesp e
Centro de Vigilancia Epidemioldgica de Sao Paulo

» Periferia da cidade de Sao Paulo
» Cidades com baixa cobertura vacinal
» Alteracao do ponto de coleta de Santos

* Areas com predominio de imigrantes e grande
circulacao de pessoas — centro de Sao Paulo
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Estratégias futuras da Cetesb para o
monitoramento ambiental do poliovirus no Brasil

2. Aprimorar os métodos de deteccao dos

poliovirus

* Implementar estudo de comparacao de técnicas de
coleta e concentracao

— Mecha Moore + Técnica de concentracao por floculacao
organica em extrato de carne (empregada atualmente)

— Coleta pontual (amostra liquida )
+ Técnicas de concentracao por:

* precipitagao com PEG e Dextran (recomendada pela
OMS);

e adsorcao com celite ou
* floculacao organica em extrato de carne
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Futuras estratégias da Cetesb para o
monitoramento ambiental do poliovirus no Brasil

2. Aprimorar os métodos de deteccao dos
poliovirus

* Implementar a técnica de PCR em Tempo Real para
identificacao de poliovirus vacinal, selvagem e derivado
* Resultados em menor tempo
e Resultados mais confiaveis

» técnica de qRT-PCR apresenta maior especificidade
gue a técnica de RT-PCR
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