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RESUMO

A febre amarela é causada pelo virus protétipo do género Flavivirus e é transmitida ao
homem através da picada de mosquitos hematofagos infectados com o agente viral. A doenga
permanece endémica em regides das florestas tropicais da Africa e América do Sul, apesar da
disponibilidade de vacinas eficazes contra o virus da FA — 17D-204 e 17DD - consideradas
seguras e altamente imunogénicas, capazes de induzir uma répida resposta imune especifica,
com a formacao de anticorpos neutralizantes que aparecem precocemente, sdo protetores e de
longa duracdo. O teste de neutralizacdo por reducédo de placas de lise (PRNT) é considerado o
teste mais sensivel e mais especifico para a deteccdo e quantificacdo dos anticorpos
neutralizantes, sendo o método de referéncia para a avaliagdo da resposta imune protetora
apos a vacinacdo. Este estudo avaliou a confiabilidade e a acuracia do micro PRNTs
(aplicado em placas de 96 pocos) tomando como referéncia 0 PRNT5, (aplicado em placas de
6 pocos) e comparou o desempenho do micro PRNTso com 0 micro PRNTgg (reducdo de 50%
e 90% das placas de lise, respectivamente). Foram selecionados 200 soros de individuos
brasileiros que participaram de um estudo clinico de dose-resposta da vacina 17DD produzida
em Bio-Manguinhos. A repetibilidade foi aferida a partir de trés repeti¢cdes independentes do
teste para cada um dos 200 soros por uma dupla operadora e 0 mesmo procedimento foi
realizado pelas outras duas duplas operadoras, com a finalidade de determinar a
reprodutibilidade do micro PRNTs,. Foram determinados o Coeficiente de Correlacéo
Intraclasse (CCI) e o Coeficiente de Correlagdo de Pearson. As medidas de acuricia
determinadas neste estudo foram sensibilidade, especificidade, acurécia global, prevaléncia e
valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN). A curva ROC também foi utilizada para
determinar o melhor ponto de corte do micro PRNTs,. Na avaliacdo da repetibilidade, os CCls
das duplas operadoras variaram entre 0,62 e 0,76; e os coeficientes de correlagdo de Pearson
apresentaram-se entre 0,62 e 0,78. Para a reprodutibilidade, o CCI obtido foi de 0,72 e os
coeficientes de correlacdo de Pearson variaram entre 0,70 e 0,76. As melhores medidas de
acuracia foram alcancgadas considerando o ponto de corte para 0 micro PRNTs de 2,9 Logo
muUI/mL, o qual apresentou sensibilidade de 91,1%, especificidade de 72,9% e acurécia
global de 78%. O melhor desempenho do micro PRNTs, com este ponto de corte foi
ratificado pela anélise da curva ROC. Considerando um cenério hipotético de surto de FA, a
prevaléncia seria de 28%, com VPP de 56,7% e VPN de 95,5%. O micro PRNT5o apresentou
niveis satisfatorios de confiabilidade e de acuracia, mas o micro PRNTy, mostrou desempenho
superior com sensibilidade de 100%, especificidade de 94,7% e acurécia global de 95%.
Modificacbes na metodologia do teste e alteragdes nos critérios de classificacdo nas leituras
dos resultados obtidos serdo importantes para melhorar a acuracia do micro PRNT.

Palavras-chave: febre amarela; anticorpos neutralizantes; PRNT; confiabilidade; acuracia.
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ABSTRACT

Yellow fever is caused by the prototype virus of the genus Flavivirus and it is transmitted to
humans through the bite of bloodsucking mosquitoes infected with the viral agent. The
disease remains endemic in tropical forest regions from Africa and South America, despite the
availability of effective vaccines against yellow fever virus - 17D-204 and 17DD - considered
safe and highly immunogenic, capable of inducing a rapid specific immune response, with the
formation of neutralizing antibodies that appear early, are protective and long lasting. The
plaque reduction neutralization test (PRNT) is considered the most sensitive and most specific
test for detection and quantification of neutralizing antibodies, and the reference method for
assessing the protective immune response after vaccination. This study evaluated the
reliability and accuracy of micro PRNTsq (applied in 96-well plates) with reference to the
PRNTso (applied in 6-well plates) and compared the performance of the micro PRNTsq with
the micro PRNTg. Two-hundred serum samples from Brazilian individuals who participated
in a clinical study of dose-response of 17DD vaccine produced in Bio-Manguinhos were
selected. The repeatability was measured from three independent repetitions of the test for
each of the 200 sera by a dual operator and the same procedure was performed by the other
two dual operators, in order to determine the reproducibility of the micro PRNTsy. The
intraclass correlation coefficient (ICC) and Pearson correlation coefficient were determined.
Accuracy measures determined in this study were sensitivity, specificity, overall accuracy,
prevalence and positive predictive values (PPV) and negative (NPV). The ROC curve was
also used to determine the best cut-off point of micro PRNTso. In the assessment of
repeatability, ICCs for dual operators ranged from 0.62 to 0.76, and Pearson correlation
coefficients were between 0.62 and 0.78. For reproducibility, the ICC obtained was 0.72 and
the Pearson correlation coefficients ranged between 0.70 and 0.76. The best measures of
accuracy were achieved considering the cut-off point for the micro PRNTsy of 2.9 logio
mlU/mL, which had a sensitivity of 91.1%, specificity of 72.9% and overall accuracy of 78%.
The best performance of micro PRNTso with this cut-off point was ratified by the ROC curve
analysis. Considering a hypothetical scenario of an outbreak of YF, the prevalence would be
28%, with PPV of 56.7% and NPV of 95.5%. The micro PRNTs, showed satisfactory levels
of reliability and accuracy, however the micro PRNTg showed higher performance with
sensitivity of 100%, specificity of 94.7% and overall accuracy of 95%. Modifications in the
test methodology and changes in the classification criteria in the readings of the results
obtained will be important to improve the accuracy of micro PRNT.

Key-words: yellow fever; neutralizing antibodies; PRNT; reliability; accuracy.



1. INTRODUCAO

1.1 — A Febre Amarela

1.1.1 — Apresentacgao

A febre amarela (FA) é uma doenca viral infecciosa ndo contagiosa, transmitida ao
homem através da picada de mosquitos hematdfagos da familia Culicidae, principalmente dos
géneros Aedes e Haemagogus. O espectro clinico da doenca pode variar desde uma
apresentacdo subclinica a grave doenca sistémica apresentando-se, em sua forma classica,
como febre hemorragica de elevada letalidade (Monath, 2001).

A FA ja representou uma das doencas letais mais temidas antes do desenvolvimento
de uma vacina eficaz, porém, permanece como um grande problema de saude publica para
milhares de pessoas — em grande parte nas florestas tropicais da Africa e América do Sul,
onde a doenca € endémica, e para milhdes de pessoas que viajam para essas areas.
Periodicamente, ocorrem surtos isolados ou epidemias da doenca nas &reas endémicas, as

quais podem ter maior ou menor impacto na saude publica (Tomori, 2004).

1.1.2 — Breve histdria da doenca

A primeira descrigdo da FA é encontrada em um manuscrito Maia, de 1648. Mas, pela
analise da sequéncia gendmica, parece que 0 agente etiolégico viral evoluiu de outro virus
transmitido por mosquito ha 3000 anos, provavelmente na Africa, de onde foi importado para
0 Novo Mundo durante o trafico negreiro (Zanotto et al., 1996; Monath, 2001).

Durante os séculos XVIII e XIX, epidemias devastadoras assolaram 0s continentes das
Américas e da Africa e também, de certa forma, da Europa, consagrando a FA como um
grande, sendo o maior, flagelo nas colénias Americanas e da Africa Ocidental. O panico e 0
caos se deveram a extravagancia das especulacbes sobre a causa da doenca. Além disso, a
confusdo foi agravada pela dificuldade em distingui-la de outras pragas tropicais (malaria e
dengue) (Schoub & Blackburn, 1995).

Em contrapartida ao que se acreditava até entdo — de que a contaminacgédo da doenca se
dava pelo ar — em 1848, Josiah Clark Nott prop6s que a FA poderia ser transmitida pela
picada de um mosquito; sugestdo apoiada pelo médico francés Louis Daniel Beauperthuy
alguns anos depois (1854) e, em 1881, pelo médico cubano Carlos Finlay. Finlay apontou o
mosquito Stegomyia fasciata — hoje conhecido como Aedes aegypti — como o transmissor da
doenca. Em 1900, a Comissdo de Febre Amarela do Exército dos Estados Unidos, sob o
comando do médico militar Walter Reed, demonstrou através de experimentos historicos em

voluntarios humanos que a infecgédo era de fato transmitida de uma pessoa a outra pelo Aedes
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aegypti. A partir dessa descoberta, inimeras campanhas foram realizadas contra 0 mosquito
nos lugares onde a FA era considerada um problema de saide pablica. Assim, cidades como
Havana (Cuba), Rio de Janeiro (Brasil) e outros centros urbanos localizados no Equador,
Peru, Coldmbia, México e paises da América Central adotaram medidas de controle contra o
mosquito, levando temporariamente ao desaparecimento da doenca em varias zonas tropicais
americanas (Chiong, 1989; Benchimol, 2001).

A descoberta e a identificacdo do agente etioldgico da FA s6 ocorreram em 1927,
quando trabalhadores da Comissdo de Febre Amarela do Oeste da Africa da Fundacio
Rockefeller demonstraram a transmissdo da infeccdo de um paciente ganés, de 28 anos,
chamado Asibi, a um macaco rhesus e a subsequente passagem entre macacos. Asibi € a cepa
original da vacina 17D contra a FA, desenvolvida em 1937 na Fundacdo Rockefeller, em
Nova York (Schoub & Blackburn, 1995; Monath, 2004).

No Brasil, no inicio do século XX, a doenca ja era endémica em varios centros
urbanos, sendo que a primeira epidemia de FA descrita no pais ocorreu na cidade de Recife
em 1685 (quadro 1.1). Entre 1928 e 1929, a cidade do Rio de Janeiro foi assolada por uma
epidemia, com mais de 700 casos registrados e 435 dbitos. Com as vigorosas campanhas de
combate a0 mosquito vetor urbano e a implementacdo da vacinagdo, esta foi a Ultima
epidemia em um grande centro urbano; possibilitando, a partir dessas medidas, controlar a
forma urbana da doenca. De fato, os Ultimos casos relatados da modalidade urbana da FA no
Brasil ocorreram em 1942 no Acre. Assim, no final da década de 50, o Brasil e outros paises
sul-americanos foram considerados livres do mosquito vetor urbano (Benchimol, 2001).

Nos anos de 1967 e 1976 ocorreram reintroducdes do mosquito vetor em estados do
Brasil (Para, Bahia e, posteriormente, em quase todos os estados brasileiros) e em paises da
América do Norte e Central (Benchimol, 2001; Gubler, 2004). Recentemente, 0 Ministério de
Saude Publica e Bem Estar Social do Paraguai confirmou 16 casos de FA, incluindo 3 mortes,
onde 9 desses casos ocorreram na area urbana do municipio de San Lorenzo,
aproximadamente a 15 Km da capital Assun¢do (OPAS, 2008).

Entre 1990 e 1993, todos o0s casos registrados de FA no Brasil ocorreram nas regides
Norte, Centro-Oeste e Nordeste (Vasconcelos et al., 2004). No inicio de 2001, na regido
centro-oeste do Estado de Minas Gerais, ocorreu uma epidemia de febre amarela silvestre
(FAS), onde foram registrados 32 casos e 16 6bitos. No inicio de 2003 foi descrito um novo
surto da doenca silvestre em regides rurais de Minas Gerais, com 63 casos confirmados, sendo
que 23 destes foram a obito (SVS, 2003). Entre 2007 e janeiro de 2008, foram registrados 20
casos confirmados da FAS, dos quais 10 evoluiram para ébito. Os provaveis locais destes

casos ocorreram em éareas silvestres de Goiads, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal. Nos
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meses de fevereiro e marco de 2009, no Estado de S&o Paulo, registrou-se um total de 22

casos confirmados e 9 mortes por FAS (SVS, 2008a, 2009). O quadro 1.1 resume a histdria da
FA no Brasil.

Quadro 1.1: Resumo da histéria da FA no Brasil (Fontes: Funasa, 1999; SVS, 2003, 2008a, 2009).

1685 Primeiro relato de epidemia de FA no Brasil (Recife/PE).

1691 Primeira campanha sanitaria oficial no BR (Recife/PE).

1849 Reaparecimento da FA em Salvador/BA, com 2800 mortes registradas. Instalacdo do Aedes
aegypti no Rio de Janeiro — 12 epidemia da doenca no Estado, com 9600 casos e 4160 mortes.

1850 a Propagacdo do Aedes aegypti pelo pais — epidemias em quase todas as provincias do Império

1899 (desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul).
Oswaldo Cruz é nomeado Diretor-Geral de Salde Publica e inicia a luta contra a doenga, criando o

1903 . L
Servigo de Profilaxia da Febre Amarela.

1909 A doenca ¢ eliminada da capital federal (RJ).

1919 Surtos de FA em 6 estados do nordeste. Instalagdo do Servigo Antiamarilico no Recife.

1920 Diagnosticado o primeiro caso de FAS no BR (Pernambuco).

1928 Nova epidemia da doenga no RJ. Clementino Fraga organiza uma nova campanha contra a FA.

1931 Governo brasileiro assina convénio com a Fundagdo Rockefeller (renovado, sucessivamente, até
1939). O Servigo de Febre Amarela é estendido a todo o territério brasileiro.
Primeira epidemia de FAS, no Vale do Canad (Espirito Santo). Instituiu-se o Servigo de

1932 . . )
Viscerotomia, através de Decreto Federal.

1937 Advento e uso da vacina antiamarilica no Servigo de Profilaxia da FA.

1940 E proposta a erradicacdo do Aedes aegypti como resultado do sucesso alcangado pelo Brasil na
erradicacdo do Anopheles gambiae, transmissor da maléria.

1942 Ultimos 3 casos de FA urbana no BR (Acre).

1950 A OPAS recomenda aos paises membros a erradicacdo continental do Aedes aegypti.

1958 A XV Conferéncia Sanitaria Pan-Americana, realizada em Porto Rico, declara que o Aedes aegypti
esta erradicado do territorio brasileiro.

1967 Reintroducdo do Aedes aegypti na cidade de Belém (Pard).

1972/1973 | Epidemia de FAS no Estado de Goias (71 casos e 44 6bitos).

1973 O Aedes aegypti é, mais uma vez, considerado erradicado do territorio brasileiro.

1976 Nova reintroducdo do vetor no Brasil, na cidade de Salvador/BA.

1978 a Registrada a presenca do vetor em quase todos os estados brasileiros, com excecdo da regido

1984 amazonica e extremo sul do pais.

1986 E encontrado pela 12 vez no BR o Aedes albopictus, em terreno da UFRRJ (municipio de Itaguai).

1995 O Aedes aegypti foi identificado em 25 dos 27 Estados, exceto Amazonas e Amapa.

1997 Presenca do mosquito vetor em todos os estados do Brasil, abrangendo 2.719 municipios.

2001 e 2003 | Surtos de FAS em Minas Gerais.
2009 Casos de FAS continuam sendo registrados em areas silvestres de Estados do BR (Goiés, Mato

Grosso do Sul, Séo Paulo) e Distrito Federal.




As descobertas no inicio do século XX de que o Aedes aegypti era responsavel pela
transmissdo e que a doenca poderia ser evitada pelo controle dos mosquitos vetores, bem
como o0 desenvolvimento de vacinas na década de 1930, reduziram o medo associado a
doenca e 0 seu impacto na saude publica. Hoje, apesar dos ultimos casos relatados da FA
urbana (FAU) no Brasil terem ocorrido em 1942, ha um grande receio pela reurbanizacéo da
doenca devido a presenca do Aedes aegypti em varios centros urbanos do pais (Benchimol,
2001; Gubler, 2004). Ademais, a FAS permanece endémica, destacando-se como um
problema de saude publica, especialmente em regides de paises tropicais da América do Sul e
da Africa (Monath, 2001).

1.1.3 — O agente etioldgico

Os arbovirus — virus de artropodes — sdo mantidos na natureza em um ciclo de
transmissdo bioldgica entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e artropodes hematdfagos,
tais como mosquitos e carrapatos. Esses virus se multiplicam e induzem viremia nos
hospedeiros vertebrados, se replicam nos tecidos de artropodes que se alimentam dos
vertebrados infectados e, ap6s um periodo de incubacdo extrinseca, sao passados para novos
hospedeiros vertebrados através da picada do artrépode. Diferencas nas caracteristicas
morfolégicas, antigénicas, bioquimicas e genéticas sao utilizadas para separar os arbovirus em
familia, género, subgrupos, complexos antigénicos, espécie, subtipos e variedades em uma
ordem crescente de parentesco (Calisher et al., 1999).

A familia Flaviviridae é composta por, pelo menos, 70 virus e estes sao responsaveis
por uma variedade de doencas em homens e animais. Esta familia é subdividida em 3 géneros:
Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. O género Flavivirus integra importantes patégenos virais
humanos, como os virus da febre amarela, dengue e encefalite japonesa, que sdo arbovirus
(Schoub & Blackburn, 1995; Calisher et al., 1999).

O virus da FA é o protétipo do género Flavivirus (do latim flavus = amarelo).
Apresenta um genoma de 10.862 nucleotideos, o qual possui uma unica regido codificante,
com cerca de 10.233 nucleotideos para a formagdo das proteinas virais estruturais e nao-
estruturais. Essa regido é flanqueada por duas regides ndo codificantes de tamanhos variaveis:
uma estrutura CAP na extremidade 5° (118 nucleotideos) e uma extremidade 3’ ndo
poliadenilada (511 nucleotideos) (Figura 1.1). As regides ndo codificantes, embora néo
codifiqguem a formacéo das proteinas virais, sdo importantes para a regulacdo e expressao do
virus (Rice et al., 1985; Chambers et al., 1990; Bonaldo et al., 2006).
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Figura 1.1: Traducdo e processamento da poliproteina dos Flavivirus. O genoma viral é
representado com as regides ndo-traduzidas (RNT) 5° ¢ 3’ e a fase de leitura aberta (ORF, do inglés
Open Reading Frame) de 10.862 nucleotideos. Nesta fase de leitura estdo codificadas, no sentido
5’ — 3°, as trés proteinas estruturais (C, prM e E) e os sete genes para as proteinas ndo-estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Adaptado de Lindenbach & Rice, 2001.

O virus da FA é esférico e apresenta um capsideo de simetria icosaédrica que contém
um RNA de fita simples (Figura 1.2). Esta Gnica molécula de RNA, que apresenta polaridade
positiva, funciona como RNA mensageiro e sua traducdo na célula infectada resulta na sintese
de uma poliproteina precursora de 3411 aminoacidos a qual, uma vez clivada por
processamento proteolitico, gera 10 polipeptideos virais especificos: proteina C do capsideo
(12-14 KDa), proteina M da membrana e sua precursora prM (18-22 KDa), proteina E que da
origem ao envelope (52-54 KDa) e as proteinas ndo-estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5 (figura 1.1). As proteinas estruturais — C, prM/ M e E — formam a
estrutura basica da particula viral juntamente com 0 seu genoma e sdo as responsaveis pela
reacdo do organismo humano durante uma infeccdo (produgdo de anticorpos contra as
glicoproteinas do envelope e anticorpos neutralizantes contra a proteina C do capsideo). Ja& as
proteinas ndo-estruturais (numeradas por ordem de sintese de 1 a 5) sdo responsaveis pelas
atividades reguladoras e de expressdo do virus incluindo a replicacdo, a viruléncia e a
patogenicidade (Rice et al., 1985; Chambers et al., 1990; Bonaldo et al., 2006).



Figura 1.2: Reconstrucdo de imagem de
criomicroscopia eletrbnica de uma forma
imatura do virus da FA 17D. A particula
integra mede cerca de 40-50nm de didmetro.
Fonte: Heather, 2005.

O nucleocapsideo (genoma viral protegido pelo capsideo) tem um diametro que pode
variar entre 25-40nm e é coberto por um envoltério bilaminar de natureza lipoprotéica,
originario da célula hospedeira (envelope). A particula integra (nucleocapsideo envelopado)
mede cerca de 40-50nm (Rice et al., 1985; Chambers et al., 1990; Vasconcelos, 2003).

H& pouco tempo ndo se conhecia a origem do virus da FA; ndo se sabia se ele ja
existia na América antes do comércio de escravos vindos da Africa. Mas, 0 sequenciamento
deste virus mostrou que as amostras de FA da América perderam parte de uma sequéncia
repetitiva do genoma na regido ndo codificante 3°, o que ndo ocorre nas amostras africanas.
Esses dados sugerem que o virus se originou na Africa (Wang et al., 1996; Mutebi et al.,
2001; Vasconcelos, 2003).

A primeira etapa da infeccdo viral envolve a interacdo do virus com a célula
hospedeira. Acredita-se que na ligacdo e captura dos Flavivirus ocorra endocitose mediada
por receptores celulares especificos para proteinas do envelope viral. Os virus sdo retomados
em vesiculas revestidas de clatrina e a fusdo do envelope viral com a membrana celular
entrega 0 nucleocapsideo ao citoplasma, onde ocorre a traducdo do RNA gendémico (de
polaridade positiva). A poliproteina formada é clivada por uma combinacdo de proteases
virais e da célula hospedeira. As fitas complementares sintetizadas (de polaridade negativa)
servem como modelos para mais fitas da progénie. O RNA mensageiro codifica para:

replicase, helicase e outras enzimas requeridas para a replicacdo continua; proteases
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envolvidas no processo pés-traducional e proteinas estruturais para a montagem do virion. A
montagem das particulas virais ocorre em estreita associacdo com o reticulo endoplasmatico
e, finalmente, sdo transportadas em vesiculas intracelulares. Essas vesiculas seguem a via
secretdria do hospedeiro, fusionam com a membrana plasmaética e liberam as particulas virais
maduras no meio extracelular (Lindenbach & Rice, 2001; Monath, 2004). A figura 1.3 € um

esquema representativo do ciclo replicativo do virus da FA e de outros Flavivirus.
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Figura 1.3: Esquema das etapas do ciclo de replicacdo dos Flavivirus.
Adaptado de Monath, 2004.




1.1.4 — Hospedeiros naturais, vetores e ciclos de transmissao

A FA é uma infeccdo zoonotica, mantida na natureza por primatas ndo humanos e
mosquitos com atividade diurna (Monath, 2001).

Tanto na Africa quanto na América do Sul, os hospedeiros silvestres primarios do
virus da FA sdo primatas ndo humanos, em especial macacos. A viremia desenvolvida por
macacos € sempre de curta duracdo (geralmente de dois a cinco dias) e, ap6s a infeccao, tém
imunidade ao longo da vida. Macacos que ficam nas copas das arvores da floresta como, por
exemplo, Cercopithecus mitis, sdo os principais hospedeiros vertebrados no ciclo silvestre,
enquanto aqueles que descem ao nivel do solo (como do género Cercocebus) ou passam da
floresta para as plantacfes (como Cercopithecus aethiops) sdo o elo entre o ciclo silvestre e 0
homem — Unico hospedeiro da FAU. Esta modalidade da doenca é transmitida aos seres
humanos através da picada de mosquitos infectados com o virus. O periodo de incubagéo
varia de trés a sete dias e os mosquitos podem ser infectados alimentando-se de pacientes
durante os primeiros trés a quatro dias da doenca, quando o virus é circulante no sangue
(OMS, 2004).

Os mosquitos, além de serem transmissores, sdo 0s reservatorios do virus, pois, uma
vez infectados, assim permanecem por toda vida. Em contrapartida, 0s macacos e 0s homens,
ao se infectarem, morrem ou curam-se, tornando-se imunes para sempre. Os principais vetores
do virus da FA na Africa sdo mosquitos do género Aedes: A. aegypti, A. africanus, A. opok, A.
luteocephalus, A. simpsoni, A. furcifer e A. taylori. Na América do Sul, aléem do A. aegypti,
outros mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes mostram-se responsaveis pela
transmissdo da arbovirose, tais como: H. janthinomys, H. albomaculatus, H. leucocelaenus, S.
chloropterus, S. soperi e S. cyaneus (Vasconcelos, 2003; Monath, 2004).

Vetores do género Aedes podem ser classificados em trés categorias de acordo com o
seu contato com seres humanos: domestico, ou seja, em torno das familias (principalmente A.
aegypti); silvestre (todas as outras espécies); e semi-doméstico (vetores silvestres que podem
adquirir habitos domésticos, como as espécies A. furcifer, A. africanus e A. luteocephalus). A
forma urbana da doenca, tanto na Africa quanto na América do Sul, é transmitida pelo Aedes
aegypti (mosquito vetor que se reproduz em aguas limpas). Ja os vetores da FA em éareas de
floresta africana sdo o Aedes africanus e outras espécies de Aedes, enquanto na América do
Sul os mosquitos vetores da FAS sdo dos géneros Haemagogus (principalmente, H.
janthinomys) e Sabethes (Vasconcelos, 2003; OMS, 2004).

A figura abaixo (1.4) apresenta os ciclos de transmiss&o do virus da FA na Africa e na
América do Sul. No ciclo silvestre 0s virus permanecem em mosquitos que se criam em

buracos de arvores. A doenca é transmitida entre macacos e outros pequenos primatas. Os
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humanos sdo infectados quando eles entram na floresta e sdo picados por mosquitos
portadores do virus. Em locais onde vetores silvestres estdo presentes em alta densidade,
como na zona de savanas da Africa, os seres humanos podem servir como o hospedeiro
principal na transmissdo epidémica. No ciclo urbano, um mosquito doméstico infectado,
Aedes aegypti, transmite o virus diretamente de humano para humano. Durante a estacdo seca
0 virus é mantido atraves da transmissao transovariana entre 0s mosquitos. Ovos contendo
virus sobrevivem em buracos de arvores secos e mosquitos da progénie infecciosa saem dos

ovos quando as chuvas retornam (Monath, 2001; OMS, 2004).

América do Sul

Haemagogus Aedes aegypti

A\ /’ A

Macaco Macaco Homem
Homem

AN

Haemagogus Aedes aegypti

Febre Amarela Silvestre Febre Amarela Urbana

Africa

Aedes africanus Aedes spp* silvestres Aedes aegypti

NARYd

\
Macaco Homem Homem
Homem

NN

Aedes africanus Aedes spp* silvestres Aedes aegypti

Tacaco

Febre Amarela Silvestre Febre Amarela Silvestre Febre Amarela Urbana

(floresta tropical) (savanas imidas) (savanas secas e
areas urbanas)

Figura 1.4: Ciclos de transmisséo do virus da FA na América do Sul (em cima) e na Africa (embaixo).
Transmissdo transovariana € indicada por setas verticais mostrando a transferéncia do virus entre
mosquitos. *Espécies do oeste da Africa: A. furcifer, A. taylori, A. luteocephalus, A. africanus, A. opok,
A. vittatus e A. metallicus. Leste da Africa: A. bromeliae e A. africanus. Adaptado da WHO, 2004.




10
1.1.5 — Distribuicao geografica e dados epidemioldgicos
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ocorrem, a cada ano, cerca de
200.000 casos de FA e 30.000 mortes devido a doenga, embora as notificagdes oficiais sejam
menores. Durante as epidemias em popula¢des ndo vacinadas, as taxas de letalidade podem
exceder 50% e ndo existe nenhum tratamento especifico para a doenca além de cuidados de
suporte (OMS, 2010).
A doenca é encontrada nas regides tropicais da Africa e América do Sul (figura 1.5).
Mas, a grande maioria dos casos e das mortes por FA ocorre na Africa subsaariana, onde a
doenca € um problema de salde publica, sendo endémica em 32 paises. Com uma populagéo
total de 610 milhGes de pessoas, entre as quais mais de 219 milhdes vivem em areas urbanas,
a Africa ainda tem experiéncias de surtos periodicos de FAU. Na Asia a doenca nunca foi
relatada, mas, caso seja importada acidentalmente, o potencial para surtos existe, pois 0
mosquito vetor estd presente (OMS, 2010). Na América do Sul, nos altimos 20 anos, a
ocorréncia da FA tem sido registrada em 9 paises: Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Peru,

Venezuela, Guiana Francesa, Paraguai e Argentina (SVS, 2010).

Areas de risco de transmissao da febre amarela

T f J

3\ ] Paises/ regides onde hd um risco de transmissdo o VA
49 da febre amarela.

Figura 1.5: Areas de risco de transmissdo da FA no mundo. Fonte: OMS, 2010 (disponivel em:
http://www.who.int/csr/disease/yellowfev/impact/en/).
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Embora a doenga geralmente cause apenas casos esporadicos e pequenos surtos,
quase todos os grandes centros urbanos nos trépicos americanos foram reinfestados com o
Aedes aegypti. Ademais, observa-se um crescimento demografico nas zonas enzooéticas, além
da baixa cobertura vacinal, tornando moradores urbanos mais vulneraveis & doenga. A
situacdo torna-se ainda mais complicada pelo aparecimento de resisténcia do Aedes aegypti
aos inseticidas, relaxamento das medidas de luta contra este mosquito em algumas regides,
além da dificuldade operacional para desenvolver acdes de vigilancia e combate ao vetor e 0
custo crescente dessas medidas. Assim, considera-se crescente o risco de re-emergéncia da
FAU. A América Latina esta agora em maior risco de epidemias urbanas do que em qualquer
momento nos ultimos 50 anos (Funasa, 1999; OMS, 2010).

Na América do Sul, a FA vem sendo registrada a cada ano. Segundo a Organizagao
Pan-Americana da Saude (OPAS), todos os anos entre 1960 e 2007 foram registrados casos
de FA nas Américas, chegando a mais de 500 casos no ano de 1995. No periodo de 1989 a
1995, Bolivia, Equador, Peru, Colémbia e Brasil somaram 1.373 casos registrados da
modalidade silvestre da FA, com 762 Obitos e letalidade de 56%. Em 1998, a Venezuela
notificou um surto de FAS na area indigena Yanomami, ap6s 11 anos sem registro da doenca;
e nos anos de 2002 a 2005 também notificou casos humanos. Dados mais recentes da OPAS
mostram que Perd, Colémbia, Brasil e Bolivia vém relatando casos da doenca todos 0s anos
no periodo de 2000 a 2009 (principalmente nos trés primeiros paises citados) (Funasa, 1999;
SVS, 2008b; OPAS, 2009).

No periodo de 1989 a 2008, foram registrados no Brasil 540 casos de FA com 236
Obitos. O maior numero de registros foi em Minas Gerais (n = 109), seguido de Goias (n = 90)
e Maranhdo (n = 90), Para (n = 83), e Amazonas (n = 43) (Funasa, 1999; SVS, 2010). A
figura abaixo (1.6) apresenta todos os casos registrados por ano da FA e as taxas de letalidade,
no periodo de 1982 a 2008 no Brasil. A alta letalidade em alguns anos sugere subnotificacdo

de casos.
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Figura 1.6: Distribui¢do da FA no Brasil. Série historica de casos e taxas de letalidade — 1982 a
2008 (dados até a Semana Epidemioldgica 43/08). Fonte: SVS, 2008b (disponivel em:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/Febre%20Amarela-site-SVS-310ut2008.pdf).

1.1.6 — Prevencéo e controle da doenca

A vacinacgdo é a maneira mais eficaz de prevenir e controlar a FA. Nas areas de alto
risco, onde a cobertura vacinal é baixa, 0 reconhecimento imediato e o controle de surtos
através da imunizacgdo sdo fundamentais para impedir uma epidemia. Assim, para evitar surtos
em todas as regibes afetadas, a cobertura vacinal deve atingir pelo menos 60% a 80% de uma
populacdo em risco. Porém, poucos paises na Africa atualmente apresentam este nivel de
cobertura (OMS, 2009).

A vacina contra a FA produzida (desde 1937) por Bio-Manguinhos (Fiocruz) foi
obtida a partir da cepa atenuada 17D do virus da FA, a qual é cultivada em ovos embrionados
de galinhas livres de agentes patogénicos, de acordo com as normas estabelecidas pela OMS.
A vacina é recomendada para pessoas residentes em areas endémicas ou que para la viajam. O
Ministério da Saude, através do Programa Nacional de Imunizagdes (PNI), recomenda que a
vacina seja aplicada a partir dos nove meses de vida, sendo importante o reforgo de, no
minimo, dez em dez anos, principalmente para 0s residentes ou viajantes das regifes
endémicas (Monath, 2004; Romanos, 2008).

O virus vacinal propagado em ovos de galinha fertilizados é extraordinariamente
atenuado, mantendo sua imunogenicidade. As vacinas em uso atualmente — as subcepas
derivadas 17D-204 e 17DD - representam as vacinas desenvolvidas até a data com o melhor

desempenho, sendo consideradas seguras e altamente imunogénicas, induzindo a formacao de
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anticorpos protetores de longa duracdo. Um estudo comparativo realizado com as vacinas
atenuadas das cepas 17DD e WHO-17D demonstrou taxa de soroconversao igual ou superior
a 98% em individuos previamente soronegativos para as duas vacinas. A intensidade da
resposta imune também foi semelhante para ambas as vacinas, variando de 14,5 a 18,6 Ul/mL
(Camacho et al., 2004). A imunidade persiste por no minimo 10 anos, e possivelmente por
toda a vida (Monath, 2004). Ademais, estas vacinas atenuadas apresentam uma metodologia
de producdo bem definida e eficiente e um rigoroso controle de qualidade, além de serem
baratas e administradas em uma Unica dose. Desde 1945, o uso do virus 17D foi estimado em
mais de 200 milhdes de doses, com um excelente registro de seguranca (Schoub & Blackburn,
1995; Galler et al., 1998; Marchevsky et al., 2003).

O controle de mosquitos vetores também representa uma medida fundamental para
controlar a doenca. Esse controle deve ser feito pela eliminacdo dos vetores artrépodes
empregando medidas como: evitar a picada de mosquitos com o uso de repelentes,
mosquiteiros e telas protetoras; eliminar os potenciais criadouros do mosquito através da
vedagdo ou eliminacdo de qualquer tipo de deposito de agua, como caixas d’agua, tanques,
tinas, pocos e fossas; evitar o acumulo de lixo para reduzir os possiveis criadouros de
mosquitos; controle quimico das larvas do mosquito vetor (larvicidas); além das campanhas
de educacdo em saude informando as comunidades sobre as doencas transmitidas por
mosquitos, bem como as medidas adequadas para combaté-los (Romanos, 2008).

A FA, o colera e a peste sdo as trés doencas sujeitas ao Regulamento Sanitario
Internacional. A notificacdo internacional é compulséria para que as medidas preventivas
sejam adotadas pelos paises vizinhos e para proteger os viajantes e alerta-los sobre a

necessidade de se vacinarem (Vasconcelos, 2003).

1.1.7 — Resposta imune humoral do hospedeiro a doenca

A infeccdo com o virus da FA ou a imunizag¢do com a respectiva vacina é seguida por
uma rapida resposta imune especifica. Anticorpos neutralizantes, anticorpos citoliticos contra
proteinas virais na superficie de células infectadas, ADCC (Citotoxicidade Celular
Dependente de Anticorpo) e células T citotoxicas séo presumidas para mediar a remocgéo de
infeccdo primaria (Monath, 2001, 2004).

A resposta humoral para o tipo selvagem do virus da FA é caracterizada pelo
aparecimento de anticorpos IgM — os quais tém como propriedades serem receptores de
antigenos de células B virgens e ativadores do Complemento (Abbas et al., 2008) — durante a
primeira semana da doenga, chegando ao seu nivel maximo durante a segunda semana e

declinio rapido em 30 a 60 dias. Anticorpos com atividade bioldgica (inibicdo da
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hemaglutinacdo e neutralizacdo) aparecem rapidamente, normalmente até o quinto dia da
doenca. Contudo, as respostas dos anticorpos de inibicdo da hemaglutinacdo e neutralizantes
nem sempre estdo unidas, refletindo os diferentes epitopos para esses anticorpos no envelope
viral (Theiler & Casals, 1958; Heinz, 1986; Monath, 2004). O pico de anticorpos inibidores
da hemaglutinacéo ocorre entre 30 e 60 dias apos a infeccdo e uma diminuicdo significativa
do titulo ocorre durante os 6 meses subsequentes. Ja 0s anticorpos neutralizantes persistem
por muitos anos, se ndo toda a vida, apos a infeccdo natural da FA, além de fornecerem
completa protecdo contra a doenga no caso de uma re-exposi¢do ao virus. Os anticorpos de
fixacdo do Complemento aparecem durante a segunda semana ap6s o inicio da doenca,
aumentam durante o periodo de convalescenca e declinam apds 4 e 12 meses (Monath, 2001,
2004).

As respostas dos anticorpos seguidas de FA priméaria sdo especificas para o antigeno
da FA. Essa especificidade diminui com a maturacdo de afinidade dos anticorpos e reacgoes
cruzadas com Flavivirus relacionados aparecem durante a segunda semana ap0s 0 inicio da
doenca. Individuos com imunidade prévia de Flavivirus heter6logos desenvolvem uma ampla
resposta cruzada de anticorpos (Theiler & Casals, 1958; Monath, 2004).

Dentre os testes disponiveis para a avaliacdo da resposta imune especifica do
hospedeiro, o de inibi¢cdo da hemaglutinacdo apresenta-se como o teste menos especifico, o
teste de fixacdo do Complemento apresenta especificidade intermediaria e o teste de
neutralizacdo € considerado o mais especifico. O ELISA de captura para IgM (MAC-ELISA)
é especifico em casos de infecgdo primaria, mas reacfes cruzadas podem ocorrer ao longo do

tempo e em casos de exposicdo prévia a outros Flavivirus (Monath, 2004).

1.1.8 — Testes soroldgicos para febre amarela

Nas ultimas décadas, o diagndstico das infeccbes virais vem posicionando-se como
uma importante ferramenta na medicina, contribuindo de maneira rdpida e precisa na
identificacdo de patdgenos e direcionamento do tratamento, além de sua importancia na satde
publica. Uma importante caracteristica do diagnostico virolégico moderno é o uso de
multiplos métodos na deteccdo das infecgdes virais, incluindo o isolamento viral, a deteccéo
de antigenos e anticorpos e a amplificacdo de &cido nucléico (Santos & Benati, 2008).

O diagndstico para a FA pode ser feito através do isolamento e identificacdo viral,
testes sorologicos para pesquisa de anticorpos e deteccdo do acido nucléico viral. Os testes
soroldgicos sdo amplamente utilizados, destacando-se os classicos testes de neutralizagédo
(TN); inibicdo da hemaglutinacdo (IH) ou fixacdo do Complemento (FC); assim como 0s

ensaios de imunofluorescéncia indireta (IFI) ou imunoenzimatico (ELISA) para a deteccdo de
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anticorpos 1gG ou IgM (Schoub & Blackburn, 1995; Romanos, 2008). Os testes de
neutralizacdo serdo abordados por ultimo, ja que um deles é objeto do presente estudo.

No teste IH, o virus da FA — com capacidade hemaglutinante para hemacias de aves —
é misturado ao soro do paciente. Sabendo-se que a capacidade de hemaglutinacdo do virus é
bloqueada pela reacdo do virus com anticorpo especifico, se 0 soro do paciente contém o0s
anticorpos havera a formacdo do complexo antigeno-anticorpo e, consequentemente, quando
as hemacias forem adicionadas a este sistema ndo ocorrera a hemaglutinacao, confirmando a
presenca dos anticorpos especificos. Em contrapartida, na auséncia de anticorpos contra o
virus, ndo hé a formacdo do complexo antigeno-anticorpo e, portanto, havera hemaglutinagdo
induzida pelo virus (teste negativo para a presenca de anticorpos). A reacdo de IH detecta
anticorpos totais (ndo faz distingdo entre IgG e IgM) que aparecem na primeira semana apos 0
inicio da doenca. Uma importante limitacdo deste teste é a probabilidade de ocorrerem
reacbes cruzadas com outros Flavivirus, dificultando a sua interpretacdo. Assim, IH é
caracterizado como um teste pouco especifico. Historicamente, o teste IH foi o primeiro
ensaio utilizado para detectar anticorpos contra o virus da FA, seguido pelo teste de
neutralizagdo (Groot & Ribeiro, 1962; Robertson, 1993; SVS, 2005; Santos & Benati, 2008).

O teste FC baseia-se no principio de que o Complemento é um agente litico do sistema
imune, com capacidade de fixar-se a imunocomplexos (antigeno-anticorpo). Quando a reacdo
FC é utilizada para a pesquisa de anticorpos no soro de paciente, € misturado a este soro o
virus da FA e o Complemento. Apés incubacgdo, adiciona-se a esta mistura um sistema
revelador, composto por hemécias e anticorpos anti-hemécias, o qual funciona como um
complexo antigeno-anticorpo. Se 0s anticorpos presentes no soro do paciente forem
especificos para o virus da FA, os complexos antigeno-anticorpo serdo formados e o
Complemento é fixado a eles. Desta forma, o Complemento ndo mais estara ativo ou
disponivel para atuar no complexo hemécia-anticorpo, e assim as hemacias permanecerdo
intactas e ndo sofrerdo hemolise. Portanto, a auséncia da hemolise indica a presenca de
anticorpos para FA no soro do paciente. Na auséncia de anticorpos especificos para o virus,
nédo havera a formacgéo de imunocomplexos e 0 Complemento ndo sera fixado, permanecendo
livre e ativo para fixar-se ao sistema revelador. Consequentemente, a cascata do
Complemento serd ativada, resultando na lise das hemécias. Portanto, a presenca de hemdlise
indica que o teste FC foi negativo; ou seja, auséncia no soro de anticorpos especificos para o
virus da FA. O teste FC é menos sensivel, porém mais especifico que o IH. Anticorpos
fixadores de Complemento aparecem mais tarde (durante a segunda semana apds o inicio da
doenca) e podem declinar de forma relativamente rapida para baixos niveis de 6 a 12 meses

apos a infeccdo. Assim, a presenca desses anticorpos geralmente indica uma infecgéo recente.



16
No entanto, em alguns estudos esses anticorpos tém demonstrado persistir em titulos
moderados a altos por periodos prolongados (pelo menos 2 anos). A reagdo de FC, assim
como IH, detecta anticorpos totais (Monath et al., 1980; Robertson, 1993; SVS, 2005; Santos
& Benati, 2008).

A técnica de imunofluorescéncia utiliza anticorpos marcados (conjugados) com
corantes fluorescentes (por exemplo, isotiocianato de fluoresceina — FITC) para revelar a
formagdo de imunocomplexos virus-anticorpo. Para o diagnostico de FA, a técnica de
imunofluorescéncia utilizada é a indireta. Na deteccdo de anticorpos por IFI, o soro do
paciente é adicionado a células infectadas fixadas a uma lamina de microscopio. Apds
incubacdo, as laminas sdo lavadas para a remocdo dos possiveis anticorpos ndo ligados e, em
seguida, um anticorpo anti-imunoglobulina conjugado € adicionado. Ap6s nova incubacéo e
lavagem, observa-se ao microscopio de fluorescéncia. Se no soro do paciente ha anticorpos
para o virus da FA, o conjugado ira se ligar ao imunocomplexo formado e a fluorescéncia sera
observada. Na auséncia de anticorpos especificos para o0 virus ndo serd observada
fluorescéncia, representando o teste negativo. O IFI pode detectar tanto anticorpos IgG quanto
IgM  (dependendo do conjugado utilizado). Na infeccdo primaéria, anticorpos 1gG sdo
regularmente encontrados e a especificidade do teste IFI é comparavel a obtida nos testes de
FC e neutralizacdo. Anticorpos IgM sdo altamente especificos, mas nem sempre sao
detectados por esta técnica devido a interferéncia de anticorpos 1gG (Robertson, 1993;
Niedrig et al., 2008; Santos & Benati, 2008).

O ELISA é um ensaio imunoenzimatico, baseado na deteccdo de imunocomplexos
fixos em um suporte soélido, utilizando para isso anticorpo conjugado a uma enzima. Nos
testes para deteccdo de anticorpos, primeiramente, o antigeno viral é fixado ao suporte sélido.
Em seguida, adiciona-se o0 soro do paciente a ser testado. Apos a lavagem desse sistema para a
remocdo do material que ndo reagiu, o conjugado (anticorpo anti-imunoglobulina humana
conjugado com enzima) é adicionado. Apos incubacdo e lavagem, o substrato € adicionado
para que a enzima atue sobre ele. Se 0 paciente possui anticorpos para o virus, o conjugado ira
se ligar aos imunocomplexos formados e havera mudanca de cor devido a atuagdo da enzima
sobre o substrato (teste positivo). Se ndo ha anticorpos especificos, o conjugado ndo se ligara
e serd removido na etapa de lavagem; logo, ndo havera mudanga de cor (teste negativo). O
resultado do teste é determinado por observacéo visual (avaliagdo qualitativa) ou por medida
espectrofotométrica (avaliagdo quantitativa). O primeiro anticorpo em resposta a infeccéo por
um arbovirus é predominantemente IgM, o qual é razoavelmente especifico; no entanto, as
reagOes cruzadas continuam a ser um problema de interpretacdo de diferentes infec¢bes. O

ELISA é um ensaio bastante sensivel e pode detectar anticorpos especificos da classe IgM
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(MAC-ELISA), indicando infeccao recente. Estes anticorpos desenvolvem-se rapidamente
a partir do 5° dia da infeccdo e geralmente podem persistir por 60 a 90 dias apds o inicio da
doenca. O MAC-ELISA ¢ o teste de eleicdo para triagem de casos, por ser sensivel e
dispensar coleta de duas amostras. Em &reas sem Flavivirus, este teste quando positivo é
indicativo de FA. E importante ressaltar que a vacina contra a FA também induz a formacéo
de anticorpos IgM. Em 1983, Deubel e colaboradores demonstraram que o ELISA para a
deteccdo de anticorpos IgG (utilizando um antigeno viral especifico para o virus da FA) é
mais sensivel e mais especifico do que os testes de FC e IH; e os resultados deste ELISA
tiveram relacdo com os obtidos por neutralizacdo (Deubel et al., 1983; Nogueira et al., 1992;
Calisher et al., 1999; SVS, 2005; Santos & Benati, 2008).

Anticorpos neutralizantes podem ser determinados por testes in vivo ou in vitro.
Dentre as técnicas utilizadas para deteccdo desses anticorpos hd o teste de protecdo em
camundongos e o teste de neutralizacdo por reducdo de placas de lise (PRNT, do inglés
Plaque Reduction Neutralization Test) em cultura de células. Independente da técnica
utilizada, o teste de neutralizacdo é fundamentado no principio de que virus infecciosos,
quando reagem com o anticorpo especifico, sdo neutralizados e, portanto, perdem a
capacidade de infectar células permissivas (SVS, 2005; Santos & Benati, 2008).

1.1.8.1 — Testes de neutralizacao

Em 1931, Sawyer e Lloyd descreveram um método para avaliar o poder protetor de
soros contra FA, designado teste intraperitoneal de protecdo em camundongos. Este consiste
essencialmente na inoculacdo de camundongos por via intraperitoneal com virus da FA
juntamente com o soro a ser testado, alem de uma injecdo de solucdo de amido no cérebro do
animal, causando um trauma cerebral para tornar os camundongos susceptiveis ao virus.
Assim, a presenga ou auséncia de anticorpos é demonstrada pela sobrevivéncia ou morte
destes animais, respectivamente. Sawyer e Lloyd demonstraram que o teste é bastante
sensivel, concluindo que este método poderia ser utilizado para estudos epidemiolégicos para
determinar se individuos ja haviam tido FA ou em testes para avaliar resposta vacinal (Sawyer
& Lloyd, 1931).

No entanto, o teste intraperitoneal de protecdo em camundongos apresentava
desvantagens, como: (i) necessidade de um grande volume de soro para a realizacdo de um
unico teste, o que dificultava estudos com amostras de soros pequenas, tais como sdo obtidas
de animais de pequeno porte; (ii) necessidade de uma maior quantidade de virus; e (iii) 0 uso
de uma injecdo de amido suplementar, que ndo somente aumenta a mortalidade devido a

manipulacdo como também aumenta o trabalho e o tempo consumido. Estas desvantagens
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foram superadas pelo teste intracerebral de protecdo descrito, por exemplo, por Theiler em
1933 e por Bugher em 1940. Esta metodologia consiste na neutralizacdo in vitro seguida da
inoculacdo diretamente no cérebro do animal, o que requer quantidades menores de virus e
soros comparadas com as dosagens necessarias para 0 sucesso do teste intraperitoneal, além
da aplicacdo de uma Unica injecdo. Paralelamente aos estudos com testes de protecdo em
camundongos por via intracerebral, em 1943, Whitman, com o objetivo de desenvolver uma
metodologia em camundongos que pudesse ser realizada com uma Unica injecdo e que
exigisse volumes pequenos de soro e de virus por teste, refinou o teste intraperitoneal de
protecdo em camundongos, utilizando animais neonatos (Whitman, 1943).

E importante destacar que os testes de protecdo em camundongos foram muito
utilizados em estudos para avaliar a poténcia e a imunidade protetora induzida pelas vacinas
contra FA, 17D e 17DD (Fox, 1943a, 1943b).

Em 1937, Theiler & Smith descreverem a adaptacdo do cultivo in vitro da cepa 17D
para culturas de tecidos de embrides de galinha. Dulbecco, em 1952, demonstrou que quando
uma monocamada pré-formada de fibroblastos de embrido de galinha (CEF, do inglés Chick
Embryo Fibroblasts) € exposta a infeccdo com uma diluicdo adequada do virus da
Encefalomielite Equina (Western Equine Encephalomyelitis) e depois incubada sob uma
camada de agar contendo nutrientes celulares, placas de lise ou plaques (areas de destruicdo
celular) sdo produzidos. Entdo, a presenca de destruicdo celular ou a apresentacdo de um
efeito citopatico foi, normalmente, considerado ser um pré-requisito para o sucesso da técnica.
Esses estudos permitiram que, em 1959, Porterfield descrevesse uma técnica de plaque in
vitro para a titulacdo do virus da FA em culturas de CEF. Neste método, a cultura de células é
preparada a partir da coleta de embrides de galinha com 10 dias de incubacdo e, apos
processamento, a suspensdo celular obtida é distribuida em placas de petri de
aproximadamente 20cm? ou em garrafas de 100mL. As diluicdes seriadas dos soros e do
virus, assim como a etapa de neutralizacdo sdo realizadas em tubos de ensaios, para a
posterior adi¢do das misturas virus-soro nas culturas de células (pré-formadas em placas de
petri) para que ocorra a adsorcdo. Neste trabalho, Porterfield concluiu que o teste de
neutralizacdo in vitro € um método sensivel e especifico para avaliar a presenca de anticorpos
contra FA em soros de individuos vacinados ou expostos naturalmente ao virus. Além disso, o
autor demonstrou que a técnica de plaque oferece uma precisdo consideralvemente maior do
que a obtida por titulagdo em camundongos. Outra vantagem € a obtencdo dos resultados em 6
ou 7 dias, comparados com os 10, 18 ou até mesmo 21 dias dos testes realizados em

camundongos (Porterfield, 1959).
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Em 1969, De Madrid & Porterfield descreveram uma nova metodologia para o teste
de neutralizacdo in vitro, na qual células PS — uma linhagem celular estavel de rim de suino —
infectadas em suspensdo sdo incubadas sob condigdes que permitem a formagdo de uma
monocamada em que 0 concomitante crescimento de virus leva ao desenvolvimento de placas
de lise induzidas pelo agente viral. A infeccdo generalizada da camada celular é impedida pela
utilizacdo de um gel semi-solido produzido pela incorporacdo do sal de sédio de
carboximetilcelulose (CMC) no meio. Os testes sdo realizados em placas de hemaglutinacédo
de 80 orificios. Esta metodologia representou um avanco em relagdo aos testes de protecdo em
camundongos e aos testes de neutralizacdo in vitro anteriormente descritos. Este método é
econémico tanto para quantidade celular quanto para o volume de meio e de soro. O principio
utilizado de células infectadas em suspensao elimina o tempo normalmente tomado para a
formagdo de uma monocamada celular pré-formada antes da infec¢do, diminuindo o tempo
total necessario para o ensaio de reducdo de placas de lise; e a presenca de células se
dividindo ativamente aumenta a sensibilidade do teste (De Madrid & Porterfield, 1969).

A ndo utilizacdo de camundongos ou uma cultura primaria de células foram fatores
essenciais para a evolugdo do teste de neutralizacdo in vitro, pois levou a uma reducgéo
consideravel de custo, trabalho e tempo gastos para a realizacdo completa do teste. A
utilizacdo de uma microplaca também representou um avanco da técnica, pois possibilita
avaliar varios soros em um unico teste. Assim, o teste de neutralizacdo por reducéo de placas
de lise — PRNT — que resultou desta longa evolucdo ¢ o método de referéncia utilizado
atualmente para a determinacdo do nivel de anticorpos neutralizantes presentes em uma
amostra de soro. A partir de uma quantidade conhecida de virus, determina-se a capacidade de
diluicdes do soro de um individuo impedir a formacao de placas de lise em células suscetiveis
(De Madrid & Porterfield, 1969; Niedrig et al., 1999; Roehrig et al., 2008).

O PRNT determina o parametro bioldgico de neutralizacdo viral in vitro e é
considerado o teste sorol6gico mais sensivel e mais especifico para FA, produzindo resultados
guantitativos que se correlacionam com a protecdo. Embora os anticorpos neutralizantes
contra o virus indiqguem protecdo para infeccbes por Flavivirus (Niedrig et al., 1999;
Camacho et al., 2007; Roehrig et al., 2008), ndo se conhecem os titulos medidos pelo PRNT
que sejam considerados correlatos de protecdo para FA.

O PRNT é um teste trabalhoso, requer equipamentos e insumos especificos e leva
varios dias para sua finalizacdo, ndo sendo, portanto, facilmente passivel de producéo elevada,
tornando dificil a sua utilizacdo em grande escala. Apesar das suas limitacdes e de testes mais
recentes estarem sendo desenvolvidos para a deteccdo de anticorpos neutralizantes, 0 PRNT

continua sendo considerado o método de referéncia para a analise da resposta imune protetora
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apos a vacinacdo. Isto se deve, principalmente, a capacidade deste método detectar os
anticorpos neutralizantes, os quais aparecem precocemente, permanecem por muitos anos e
sdo protetores, reduzindo ou eliminando a infecciosidade do virus (Niedrig et al., 1999; SVS,
2005; Niedrig et al., 2008; Roehrig et al., 2008).

1.2 — Conceitos Basicos na Avaliacdo do Desempenho de um Teste Diagndstico

No desenvolvimento de um novo teste diagndstico se faz necessario demonstrar a sua
utilidade, e para isso é importante focar em questdes como a confiabilidade do teste e a sua
acuracia, além da aplicacdo pratica e efeitos nas decisdes clinicas e resultados desse teste.
Respostas favoraveis a cada um desses pontos sdo necessarias, porém insuficientes para
indicar a realizagdo de determinado teste. Por exemplo, se o teste ndo fornece resultados
consistentes quando realizado por operadores diferentes ou em pessoas diferentes,
dificilmente serd util (Hatanaka & Bensefior, 2005).

A acuracia de um teste diagndstico se refere a capacidade deste em discriminar entre
aqueles que tém e os que ndo tém a condigdo de interesse, isto €, a frequéncia com que o teste
acerta o resultado tanto para individuos com a doenca como para aqueles sem a doenca. A
acuracia serve-nos de instrumento na constatacdo do grau de importancia do teste em estudo.
Antes, no entanto, de estabelecermos a acuracia do teste, ha que se estar certo quanto a sua
confiabilidade, ou seja, a capacidade de um teste produzir resultados consistentes (similares)
quando repetido por diferentes observadores e instrumentos, em tempos e lugares diferentes.
Reprodutibilidade e precisdo sdo outras palavras utilizadas para designar esta propriedade. A
confiabilidade é pré-requisito, mas ndo garante a acuracia do teste (Jekel et al., 1999;
Hatanaka & Bensefior, 2005; Leeflang et al., 2008).

A confiabilidade intraobservador (ou repetibilidade) se refere aos resultados de testes
mutuamente independentes, obtidos com 0 mesmo método de ensaio, de material idéntico, por
um mesmo laborat6rio/ operador e usando 0 mesmo equipamento em intervalos de tempo
pequenos. A confiabilidade interobservador (ou reprodutibilidade) se refere aos resultados
obtidos com 0 mesmo método de ensaio e material idénticos, mas por laboratorios/ operadores
diferentes e usando equipamentos diferentes, sendo os testes executados com maiores
intervalos de tempo entre um e outro. Uma importante questdo para a medicina clinica e a
pesquisa € o grau no qual observacdes diferentes de um mesmo fendémeno diferem. Se existe
concordancia intraobservador ou interobservador, os dados no estudo podem ser considerados
fidedignos (confidveis). No entanto, confianca ndo é prova de validade, pois dois

observadores podem chegar aos mesmos resultados, mas estes estarem errados. E ndo é
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incomum a concordancia imperfeita entre observadores, como também nao & dificil
observar 0 mesmo operador discordando dos seus proprios resultados realizados em ocasides
diferentes (Lopes, 2003).

Para a avaliacdo da confiabilidade de um teste podemos calcular o estimador Kappa ou
o0 Coeficiente de Correlacdo Intraclasse. Se o teste usa uma variavel dicotdmica (duas
categorias de resultados; por exemplo, positivo e negativo), os resultados podem ser
colocados em uma tabela padréo 2 x 2, de maneira que as concordancias observada e esperada
possam ser calculadas; e, a partir delas, determinar o estimador Kappa (k), o qual relaciona a
proporcdo de concordancias observadas (P,) com as esperadas pelo acaso (Pe) (quadro 1.2).
Essa medida de concordancia obedece a um intervalo de -1 (quando a discordancia ¢ perfeita),
passando pelo zero, até +1 (concordancia perfeita) (Cohen, 1960; Hatanaka & Bensefior,
2005).

Quadro 1.2: Medida de concordancia
Kappa (Cohen, 1960).

K= I:)o'l:)e
1'Pe

O Coeficiente de Correlagdo Intraclasse (CCI) é uma estimativa da fracdo da
variabilidade total de medidas devido a variagdes entre os individuos. O CCI é equivalente ao
Kappa para variaveis continuas e varia entre 0 e 1; quanto maior o CCI (mais proximo de 1),
menor a contribui¢do dos erros no processo de medida na variagdo total (Mcgraw & Wong,
1996).

O resultado de um teste diagndstico pode nos fornecer 4 possiveis interpretacdes: 1.
verdadeiro-positivo, quando positivo na presenca da doenca; 2. falso-positivo, se o teste
revelar-se positivo em paciente sem a doenca; 3. verdadeiro-negativo, ao excluir a
possibilidade da doenca em individuo que realmente ndo a possui; e 4. falso-negativo, ao
descartar a doenca quando ela esta presente. Essas definigdes sdo importantes para as
determinacGes de sensibilidade e especificidade, onde a acurdcia do teste € mais
frequentemente expressa por essas duas medidas. A sensibilidade caracteriza-se como a
capacidade de um teste em detectar a doenca em um individuo doente. Testes com uma boa

sensibilidade s&o utilizados em situagcBes em que se quer detectar todos os individuos com
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determinada doenca na populacdo sem que haja perda de casos, ja que a possibilidade de
falso-negativos € menor. A especificidade pode ser definida como a capacidade do teste em
excluir os individuos isentos da doenca. Assim, testes com especificidade alta sdo indicados
para confirmar um diagndstico sugerido por testes prévios, ja que raramente sdo positivos na
auséncia da doenca (falso-positivos). Para calcular as medidas de sensibilidade e
especificidade, os dados que dizem respeito aos individuos estudados e os resultados dos
testes podem ser colocados em uma tabela 2 x 2 (Hatanaka & Bensefior, 2005; Leeflang et al.,

2008), como demonstrado no quadro abaixo (1.3).

uadro 1.3: Possiveis interpretagdes para o resultado de um teste diagnostico.

Doenca/ Teste referéncia
Ausente/ Negativo Presente/ Positivo

. Verdadeiro-negativo Falso-negativo
Negativo
Teste (a) (0)
Indice* » Falso-positivo Verdadeiro-positivo
Positivo
(©) (d)

*Teste em avaliacdo de desempenho.

Portanto, a sensibilidade (S) é a proporcdo de verdadeiro-positivos entre todos os
doentes (S =d / (b + d)); e especificidade (E) é a proporcdo de verdadeiro-negativos entre
todos os sadios (E = a/ (a + c)). A acuracia (A) de um teste € definida como a porcentagem de
vezes em que o teste acerta, ou seja, a proporcdo entre os verdadeiros positivos e negativos
em relacdo a todos os resultados possiveis (A =(a+d)/ (a+ b + c + d)) (Hatanaka &
Bensefior, 2005).

Geralmente, o aumento de sensibilidade por meio da mudanca no critério de
positividade baseado em varidvel continua, resulta na perda de especificidade; e 0 aumento da
especificidade, por sua vez, gera queda da sensibilidade. A relacdo entre sensibilidade e
especificidade pode ser apresentada graficamente por meio da curva ROC (do inglés receiver-
operating characteristic). Através desta curva é possivel determinar o melhor ponto de corte
(cut-off point) para um teste diagnostico; isto €, aquele que fornece, a0 mesmo tempo, a
melhor sensibilidade e a melhor especificidade. Na curva ROC, testes de bom poder

discriminatorio concentram-se no canto superior esquerdo, no qual, a medida que a
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sensibilidade aumenta (diminuicdo do ponto de corte), ha pouca ou nenhuma perda na
especificidade, até que niveis altos de sensibilidade sejam alcangados. A acurécia global de
um teste, por sua vez, pode ser descrita como a area sob a curva ROC: quanto maior a &rea,
melhor é o teste (Hatanaka & Bensefior, 2005).

A sensibilidade e especificidade sdo medidas importantes de um teste, sendo Uteis por
si s6. No entanto, essas medidas ndo respondem a duas questdes clinicas importantes: se 0
resultado do teste de um paciente é positivo, qual a probabilidade de ele ter a doenca que esta
sendo testada? E se o resultado é negativo, qual a probabilidade do paciente ndo ter a doenca?
Essas questbes podem ser respondidas através dos valores preditivos, que se dividem em:
valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN). O VPP refere-se a
probabilidade de o paciente ter a doenca, ja que o teste resultou positivo; e o VPN refere-se a
probabilidade de o paciente ndo ter a doenca, visto que o resultado do teste foi negativo.
Diferentemente da sensibilidade e especificidade, as quais sdo proprias do teste, os valores
preditivos dependem da prevaléncia — proporcdo de pessoas com a doenga em estudo em uma
populacéo definida, em determinado ponto do tempo. Assim, podemos dizer que prevaléncia é
a probabilidade prévia (pré-teste), ou seja, a probabilidade de ter a doenca antes de se
conhecer o resultado do teste (Jekel et al., 1999; Hatanaka & Bensefior, 2005).

Portanto, VPP é a propor¢do de verdadeiros positivos entre todos os individuos com
teste positivo (VPP =d / (c + d)). VPN é a proporcdo de verdadeiros negativos entre todos 0s
individuos com o teste negativo (VPN = a / (a + b)). A prevaléncia (P) refere-se a todos os
casos da doenca existentes previamente a realizacdo de um teste (P=(b +d)/(a+ b +c + d))
(Hatanaka & Bensefior, 2005) (ver quadro 1.3).

1.3 — Justificativa

O Laboratério de Tecnologia Viroldgica (LATEV), localizado em Bio-Manguinhos/
Fundacdo Oswaldo Cruz, possui uma longa experiéncia na realizacdo do PRNT (teste
referéncia, aplicado em placas de 6 pocos) e do micro PRNT (método executado na rotina do
Laboratorio em placas de 96 pocos). Esta técnica é amplamente utilizada na avaliacdo da
vacina 17DD fabricada em Bio-Manguinhos em ensaios clinicos realizados na FIOCRUZ
(Galler et al., 2001; Marchevsky et al., 2003; Camacho et al., 2004; Freire et al., 2005;
Marchevsky et al., 2006; Camacho et al., 2007). No entanto, o micro PRNT para febre
amarela ainda ndo havia sido formalmente validado pelo Laboratério. Recentemente, por
solicitacdo da Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), fez-se uma validacao deste

método. Porém, para esta validacdo, somente o coeficiente de variagdo (uma medida simples
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de disperséo relativa, a qual ndo responde as medidas de acuracia) referente aos resultados
obtidos de cada operadora foi determinado (protocolo n° 4353). A avaliacdo completa do
desempenho do micro PRNTso, utilizando as medidas ideais para determinacdo de
confiabilidade e acurdcia ainda ndo havia sido realizada. A propria experiéncia do Latev com
este método por quase 20 anos indicava a necessidade de uma avaliagdo estruturada do
desempenho do micro PRNT5o, pois ja se observava limitagdes na reprodutibilidade do teste
(Camacho et al., 2004).

Portanto, diante da ampla utilizacdo e da necessidade de se avaliar o micro PRNT, o
processo de validagdo deste método é da maior importancia para os estudos clinicos de analise
da resposta vacinal contra febre amarela no Brasil. Assim, este estudo tem por finalidade
determinar a confiabilidade e a acuracia do micro PRNT para febre amarela tomando como

referéncia 0o PRNT em placas de 6 pocos.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Geral
O presente estudo visa avaliar a confiabilidade e a acuracia do micro PRNT utilizado
para a determinacgdo do titulo de anticorpos neutralizantes presentes no soro de um grupo de

individuos brasileiros imunizados com a vacina 17DD produzida em Bio-Manguinhos.

2.2 — Especificos

e Determinar a repetibilidade do micro PRNT a partir de 3 ensaios independentes deste
método para cada soro, pelo mesmo operador;

e Determinar a reprodutibilidade do micro PRNT através da realizacdo deste método por 3
diferentes operadores;

e Avaliar os parametros de acuracia do micro PRNT através da comparacdo dos resultados
deste método com os resultados do teste referéncia (PRNT);

e Determinar o melhor ponto de corte do teste utilizando a curva ROC;

e Comparar a sensibilidade e a especificidade do micro PRNT baseado no percentual de
reducdo da infecciosidade viral total de 50% (micro PRNTsp) com o micro PRNT baseado no
percentual de reducdo de 90% (micro PRNTgp).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Soros Amostrais

Foram utilizados 200 soros de adultos do sexo masculino que participaram de um
estudo de dose-resposta da vacina contra FA produzida em Bio-Manguinhos (virus vivo
atenuado da cepa 17DD). Os soros foram previamente inativados a 56°C em banho-maria por
30 minutos e mantidos a - 20°C até a realizacdo dos testes.

A utilizacdo dos soros para a realizacdo do estudo dose-resposta foi aprovada pela
Comisséo de Etica do IPEC (Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas) pelo Parecer n°
058/2008, de 10 de novembro de 2008 (protocolo do projeto: CAAE 0038.0.009.000-08). A
utilizacdo dos soros selecionados para o presente estudo foi autorizada pelo coordenador do

estudo dose-resposta Dr. Reinaldo de Menezes Martins.

3.2 — Soro Padréo In House

O soro padréo preparado in house utilizado como controle positivo (M7/100) provem
de macacos Rhesus (Macaca mulata), vacinados contra FA, com titulo de anticorpos
neutralizantes contra o virus de 1115 mUI/mL e calibrado frente a um soro de referéncia
internacional da OMS com titulo de anticorpos de 14300 mUI/mL (Copenhagen Serum
Institute) (Freire et al., 2005). O soro padréo foi inativado e estocado a - 20°C até a realizacdo

dos testes.

3.3-Virus

O virus desafio utilizado foi o lote semente secundario 17D/WHO 213/77/BR - 1B/86.
No momento do uso, uma aliquota viral foi reconstituida com 1mL de agua destilada estéril e
esta permaneceu em repouso por, pelo menos, 10 minutos para a completa reconstituicdo do
liofilo. ApoGs esse periodo, a aliquota foi vigorosamente homogeneizada (para dissolver
completamente a pastilha) e, em seguida, diluida (em meio diluente para PRNT) de forma a
obter uma media de 30 placas de lise por orificio (niUmero determinado para melhorar a

visualizacdo do resultado).

3.4 — Solugdes e Reagentes
Bicarbonato de sodio 4,4% gaseificado (NaHCO3)

NaHCO3; 44 g
\[ermelho de fenol 1% 1ml
Agua bidestilada g.s.p. 1000 ml
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Instrucdes: Adicdo de gelo seco com agitacao até a solucédo atingir pH 7,0 — 7,2; aliquotar
em 20 ml e esterilizar por autoclavagéo (121°C por 15 minutos).

Verseno — Solucdo estogue 5%

EDTA S0g
\[ermelho de fenol 1% 0,1 ml
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

InstrucOes: Misturar e acertar o pH para 7,6 com NaOH 1N. Estocar a temperatura ambiente.

Tripsina/verseno

Tripsina estoque 0,5ml
Verseno 50 ml

Instrucdes: Preparar imediatamente antes do uso.

Soro Fetal Bovino (Cultilab)

Inativado a 56°C por 30 minutos. Aliguotado (50 ml) e armazenado a 4°C.

Sulfato de gentamicina (Garamicina)

1 ampola de Garamicina (2 ml) para 18 ml de agua bidestilada estéril.

Carboximetilcelulose (CMC) 3%

CMC 39
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Instrucbes: homogeneizacdo por agitacdo vigorosa (liquidificador); autoclavacdo (121°C por
20 minutos); armazenagem a temperatura ambiente.

Meio 199 com sais de Earle completo (meio diluente para 0 micro PRNT e 0 PRNT)

Sistema Fechado (garrafas Micro PRNT PRNT

de cultura)
Meio 199 com sais de Earle 10X* 10% 10% 10%
Hepes 1M - 2,5% -
NaHCO3 4,4% (pH 7,0) 2,5% 0,5% 5%
SFB inativado (Cutilab) 5% 5% 5%
Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) 1% 1% 1%
Agua destilada g.s.p. 100 ml 100 ml 100 ml

*Diluido em agua destilada estéril, completando o volume total necessario.
InstrucOes: Todo o material estéril, preparo no momento do uso.



28

CMC (Carboximetilcelulose)

Meio 199 com sais de Earle 10X* 10%
NaHCOs 4,4% (pH 7,0) 5%
SFB inativado 5%
Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) 1%
Fungizona (500mg/ml) 0,4%
CMC 3% (Sigma) g.s.p. 100 ml

*Diluido no CMC 3%, completando o volume total necessario.
**Previamente preparado e esterilizado.
Instrucdes: Todo material esteril; preparo no momento do uso. Homogeneizar vigorosamente.

Formaldeido 10%

Eormaldeido 37% 1000 ml
Agua destilada 2600 ml

InstrucOes: Preparar e estocar a temperatura ambiente.

Cristal Violeta — Solucdo Estoque (2%)

Cristal Violeta 10g
Metanol 100 ml
Agua destilada q.s.p. 500 ml

Cristal Violeta — Solucdo de Uso (0,04%)

Cristal Violeta solugéo estoque 20 ml
Agua destilada g.s.p. 1000 mi

InstrucOes: Preparar e estocar a temperatura ambiente.

3.5 - Células

Células Vero, uma linhagem de rim de macaco verde africano (ATCC, CCL 81),
expandidas a partir do banco de células (mantidas a -196°C em container de N,) foram
mantidas em meio 199 com sais de Earle (10X), tamponado com bicarbonato de sodio
gaseificado 4,4%, suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado e antibidtico (1% de
garamicina/ 100mL). A concentragdo celular utilizada no micro PRNT foi de 2,7 x 10°/ cm?.
Para 0 PRNT a concentracdo utilizada foi de 1,0 x 10°/ cm?, as quais foram semeadas em

placas de 6 pocos 24 horas antes do teste ser realizado (monocamadas pré-formadas).
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3.6 — Micro PRNT (placa de 96 pocos)
Para cada teste, dilui¢cbes seriadas das 200 amostras de soros em meio diluente para
PRNT foram realizadas em placas de 96 pocos (colunas 1 a 10 de cada placa, onde cada
coluna recebeu uma amostra de soro distinta) de modo que tenhamos dilui¢des de 1:5 a 1:640
(fator 2). A coluna 11 de cada placa foi destinada a mesma diluicdo seriada do soro padrao
(controle positivo). Apos esta etapa de diluicdes seriadas dos soros, 50uL do virus da FA (ha
concentracdo necessaria para a obtencdo de uma média de 30 placas de lise por orificio,
determinada previamente por titulacdo viral) foram distribuidos em todos os pogos das placas.
A coluna 12 de cada placa foi destinada ao controle de virus; ou seja, somente o virus diluido
em meio diluente para PRNT (figura 3.1). Para a etapa de neutralizacdo, 0s virus e 0s soros
foram incubados por 1 hora no escuro e em temperatura ambiente. Apds essa incubacéo, 50uL
de uma suspensdo de células Vero (2,7 x 10°/ cm?) foram adicionados a cada orificio da placa
e esta foi incubada novamente por 3 horas a 37°C em incubadora BOD (do inglés
Biochemical Oxygen Demand). Nesta etapa, os virus que ndo foram neutralizados se ligam as
células, onde estas formam uma monocamada (etapa de adsorcdo). Apds esse periodo, 0
sobrenadante foi completamente descartado e adicionou-se 100l de CMC (meio semi-s6lido)
em todos os orificios da placa. Finalmente, as monocamadas foram incubadas por 6 dias a
37°C em incubadora com 5% de CO, (Stefano et al., 1999; Freire et al., 2005).
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Controle
virus

Soros amostrais 1-10 v
Soro

referéncia
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Figura 3.1: Esquema ilustrativo da placa de 96 pocos para a realizacdo do micro PRNT. As
colunas 1 a 10 foram destinadas aos soros amostrais e a coluna 11 ao soro referéncia. Estes
soros foram submetidos as dilui¢Bes seriadas de 1:5 a 1:640 (fator 2). A coluna 12 é destinada
ao controle de virus, o qual ndo sofre diluicBes seriadas. C+ = controle positivo (M7/100).
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Apos 6 dias, as monocamadas foram fixadas com 0,2mL de formol (10%) por, pelo

menos, 1 hora a temperatura ambiente. O formol foi retirado por inversdo vigorosa das placas,
seguida de lavagem das monocamadas formadas em uma cuba com &gua corrente até a
completa remogcdo do CMC. Em seguida, foram colocados 100ul do corante cristal violeta
(0,04%) em todos os orificios da placa, que permaneceu por 30 minutos em temperatura
ambiente. Apos fixadas, coradas e secas, as placas de lise formadas foram contadas (Stefano
et al., 1999; Freire et al., 2005). A foto abaixo (figura 3.2) é representativa de uma microplaca

submetida ao micro PRNT.
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Figura 3.2: Foto de uma microplaca submetida ao micro PRNT (96 pocos). Da esquerda para direita:
coluna 1 — controle de virus; coluna 2 — soro padrdo in house (M7/100); demais colunas (3-12) — soros
amostrais. Estes soros foram submetidos as diluicGes seriadas de 1:5 a 1:640 (fator 2).
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3.7 —PRNT (placa de 6 pocos)

Diluicdes seriadas dos 200 soros (inclusive o soro padrdo) em meio diluente para
PRNT foram realizadas em placas de 24 pocos, de modo a obter diluicdes de 1:16 a 1:16384
(fator 4) (figura 3.3). Ap0s essa etapa, 500uL de cada dilui¢do de soro foram misturadas com
500uL de suspensdo viral em uma segunda placa de 24 pocos (a reconstitui¢éo e a diluicdo do
virus foram realizadas previamente, de modo a obter 30-40 placas de lise por po¢o). O mesmo
procedimento foi realizado para o controle de virus: 800uL da suspensao viral foi misturada
com 800pL de meio diluente (diluicdo 1:2). Para a etapa de neutralizacdo, 0s virus e 0s soros
foram incubados por 1 hora em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,.

Diluicbes

1:256 1:1024 1:4096 1:16384
dos soros

[EN
=
(o]

Soros

OO0
OOO0)|:
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0000
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Figura 3.3: Esquema ilustrativo da placa de 24 pocos para a realizagdo do PRNT em placas de
6 pocos. Primeiramente, 0s soros sdo submetidos a dilui¢cbes seriadas (1:16 a 1:16384 — fator
4), onde cada linha de pogos destina-se as diluicBes de um soro. Apés essa etapa, em uma
segunda placa de 24 pocos, todas as 6 dilui¢des de cada soro sdo adicionadas com o virus da
FA. Para o controle de virus, 0,8mL da suspensdo viral foi misturada com 0,8mL de meio
diluente em um orificio da placa de 24 pogos.

Ap0s a etapa de neutralizagdo, todo o meio das placas de 6 pocos (semeadas 24 horas
antes com celulas Vero) foi retirado e, em seguida, adicionou-se a cada poco 0,2mL das
misturas virus-soro descritas acima. As diluicGes de cada soro (total de 6) foram feitas em
triplicata, totalizando, portanto, 3 placas (de 6 pocos) por soro (figura 3.4); enquanto o
controle de virus foi em sextuplicata (1 placa completa). As monocamadas foram incubadas
por 1 hora em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO, para que ocorresse a adsorc¢éo.

Apos essa incubacgdo, as misturas foram aspiradas e, em cada poco, adicionou-se 3mL de
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CMC. As monocamadas foram incubadas por 7 dias em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO, (Marchevsky et al., 2003; Freire et al., 2005).

‘ ‘ ‘ > Diluicéio 1:16 do soro X
Placa 1
‘ ‘ ’ > Diluigo 1:64 do soro X
‘ ’ ‘ I::> Diluicéo 1:256 do soro X
SORO X Placa 2
‘ ‘ ’ I::>Dilui<;éo 1:1024 do soro X
‘ ‘ ’ > Diluicéo 1:4096 do soro X
Placa 3
‘ ‘ ‘ > Diluicéo 1:16384 do soro X
Figura 3.4: Esquema ilustrativo das placas de 6 pocos (PRNT). Apds as etapas de diluicdo dos soros e
neutralizacdo (em placas de 24 pogos), os meios das placas de 6 pogos semeadas com células Vero 24
horas antes da realizacdo do PRNT sdo retirados para que os inéculos (suspensdo viral + soro diluido)
sejam adicionados em triplicata. Ap6s a etapa de adsor¢do, os indculos sdo aspirados e substituidos pelo
meio semi-solido (CMC).

Passados os 7 dias, as monocamadas foram fixadas por, pelo menos, 1 hora a
temperatura ambiente com 3mL de formol (10%) em cada orificio, lavadas para a retirada
completa do CMC e coradas por 30 minutos com 3mL de cristal violeta por orificio. Apos a
secagem das monocamadas a 37°C, as placas de lise formadas foram contadas (Marchevsky et
al., 2003; Freire et al., 2005). Abaixo (figura 3.5) uma foto representativa de uma placa
resultante do PRNT.
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Figura 3.5: Foto de uma placa de 6 pocos resultante do PRNT. Os trés orificios de cima
sdo representativos de um soro na dilui¢do 1:16. Os orificios de baixo sdo representativos
do mesmo soro na diluicdo 1:64.

3.8 — Calculos do Titulo de Anticorpos

Primeiramente calcula-se o end-point do teste, que é o ponto onde hd uma reducéo de
50% ou 90% do ndmero das placas de lise em relagdo ao nimero de plaques obtidos no
controle de virus. Assim, o titulo do PRNT foi definido como a reciproca da Gltima diluicdo
do soro que reduz o numero de placas de lise em 50% ou 90%. O end-point de 50% do teste
foi determinado multiplicando-se a média aritmética do nimero de placas de lise obtidas no
controle de virus por 0,5. Para a determinacdo do end-point de 90%, a média aritmética do
namero de placas de lise obtidas no controle de virus foi multiplicada por 0,1.

A diluicdo do soro amostral que reduziu o nimero de placas de lise em 50% ou em
90% foi calculada através de regressdo linear utilizando o Microsoft Excel 2007 por
interpolacdo das diluicdes correspondentes ao numero de plaques imediatamente acima e
abaixo do end-point determinado. A concentragdo de anticorpos em muUI/mL foi calculada
com relagdo aos anticorpos presentes no soro referéncia internacional, da seguinte forma: o
quociente da divisdo de 1115 mUI/ml pela diluicdo correspondente ao end-point (de 50% ou
90%) da referéncia, multiplicado pela diluicdo do soro amostral equivalente ao end-point
determinado para o teste. O base line foi calculado na menor dilui¢cdo dos soros (1:5 para o

micro PRNT), pois corresponde ao limite de deteccédo do teste.



34
3.9 — Titulagéo Viral

A experiéncia do Latev com o micro PRNT indica que para melhorar a sensibilidade
do teste em placas com pocos de 0,3 cm? de &rea, é preciso que o virus desafio seja diluido de
forma que se obtenha aproximadamente 30 placas de lise por orificio referente ao controle de
virus. Para saber a diluicdo viral necessaria para tal € preciso fazer uma titulacdo do virus
desafio previamente a realizacdo do teste de neutralizacéo.

A quantificacdo do virus vacinal utilizado no Latev (lote semente secundario
17D/WHO 213/77/BR - 1B/86) ¢ feita com uma determinada frequéncia para a realiza¢éo do
micro PRNT. Porém, é observada uma variacdo frasco a frasco do lote vacinal, em que uma
diluicdo viral pré-determinada ndo é suficiente para alcancar 30 placas de lise por orificio ou
ultrapassa este numero. Consequentemente o teste precisa ser repetido, levando a perda de
material e insumos além de prejudicar a agilidade no langamento de resultados de estudos
clinicos realizados por Bio-Manguinhos e outras unidades da Fiocruz.

A variacdo na diluicdo viral ideal para a realizacdo do micro PRNT motivou a
realizacdo de uma nova quantificacdo do virus estoque, na qual 10 frascos do lote vacinal
foram titulados em placas de 96 orificios, de forma que cada placa foi destinada a titulacdo de
um frasco. Foram feitas diluicGes seriadas do virus (fator 2), comecgando de 1:1 até 1:2048 e
aplicou-se 0 mesmo protocolo utilizado para a neutralizacdo (ver topico 3.6). Essa titulacdo
foi repetida em dois outros dias, totalizando 30 frascos de virus desafio submetidos a
titulagdo. Calculou-se a média, o desvio-padrédo e o coeficiente de varia¢do (ver topico 3.10.4,
a seguir) resultantes de cada coluna de pogos correspondente a uma dilui¢cdo em todas as 30
placas.

Foram observadas 18 placas em que a diluicdo de 1:1024 do virus vacinal resultava
em, aproximadamente, 30 placas de lise por orificio; e, portanto, a dilui¢do viral de 1:1000 foi
a escolhida para trabalhar neste estudo (dados ndo mostrados). A ndo obtengdo de uma média
do controle viral entre 20 e 40 placas de lise (end-point de 50% entre 10 e 20,
respectivamente) foi utilizada como um critério de exclusao para o micro PRNTs,. Testes com
a média do controle de virus fora destes limites foram desconsiderados e repetidos. Outro
criterio de exclusdo foi a ultrapassagem do limite aceito para o coeficiente de variacdo
(medida de avaliacdo do desvio-padrdo com relagdo a média. Ver, a seguir, topico 3.10.4) de
20% referente a média do controle viral.

As demais placas correspondentes a titulacdo apresentaram diluicbes de 1:512 e
1:2048 referentes a 30 placas de lise por orificio.

Para 0 PRNT (placas de 6 pogos), a faixa aceita para o numero de placas de lise por

orificio 6 mais ampla por conta de uma &rea maior (9,62 cm?), o que facilita a visualizagéo
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dos plaques. A faixa aceita para 0 PRNTs5, € de 40 a 100 plaques por poco (end-point de
50% entre 20 e 50, respectivamente). Testes com a média do nimero de placas de lise para o
controle de virus fora desta faixa foram desconsiderados, assim como testes com coeficientes
de variacdo referentes a estas médias acima de 20%. A diluicdo de 1:10.000 do virus desafio
para 0 PRNT ja havia sido determinada pelo Latev por titulacdo em placas de 6 pogos e foi

utilizada com sucesso para a realizacéo deste estudo.

3.10 — Analises Estatisticas

O desempenho do micro PRNT para a determinacdo do titulo de anticorpos
neutralizantes contra o virus da FA foi aferido em termos de confiabilidade e acuréacia.

Os resultados obtidos no PRNT e micro PRNT foram organizados no Microsoft Excel
2007 e as analises estatisticas foram realizadas no Statistical Package for Social Science
V.17.0 (SPSS Institute Inc., 1990).

3.10.1 — Calculo do tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra foi feito previamente no programa WinPepi
(Abramson, 2004). A utilizagdo de 200 soros para este estudo foi calculada com base nos
seguintes parametros: coeficiente de correlacdo intraclasse igual ou maior a 0,8, com nivel de
significancia de 5% e amplitude do intervalo de confianca de 0,1. E para um Kappa esperado
de 0,65 ou mais, considerando a frequéncia de soropositivos de 50%, com nivel de
significancia de 5% e amplitude do intervalo de confianca de 0,2.

3.10.2 — Selecéo dos soros

A selecdo das 200 amostras (de um universo de 900) foi feita de forma sistematica,
onde os soros foram ordenados segundo titulos de anticorpos obtidos previamente no micro
PRNT realizado para o estudo clinico (dose-resposta), de modo a representar um amplo
espectro de resposta imune. A selecdo destas amostras foi “cegada”, de forma que as
operadoras participantes do presente estudo desconhecessem os resultados (titulo de
anticorpos) obtidos previamente.

3.10.3 — Operadoras
Trés operadoras participaram deste estudo: Ana Carolina dos Reis Cajaraville, Emily
Hime Miranda e Marisol Simdes. Todas sdo funcionarias do LATEV e foram previamente

treinadas para a execucdo do PRNT em placas de 6 e de 96 pogos.
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Para a realizacdo do micro PRNT fez-se um rodizio de operadoras organizadas em
duplas, ja que para a aplicacdo deste teste com 200 soros num mesmo dia € necessaria a
participacdo de duas operadoras. A operadora denominada “principal” realizou a maior parte
do procedimento: adigdo do meio diluente, das suspensdes viral e celular e do CMC em todas
as placas, além de proceder a diluicdo do virus, a diluicdo seriada dos soros e a contagem das
placas de lise obtidas. A operadora denominada “auxiliar” foi responsavel somente por
colocar os soros amostrais nos pogos das primeiras linhas de cada placa.
Denominou-se Dupla A aquela composta por Emily (operadora principal) e Marisol
(operadora auxiliar); Dupla B Marisol (operadora principal) e Emily (operadora auxiliar); e

Dupla C composta por Ana Carolina (operadora principal) e Marisol (operadora auxiliar).

3.10.4 — Médias e Medidas de Dispersao

O desvio-padrdo (DP) é uma medida de dispersdo absoluta que descreve os desvios de
resultados com relacdo a média. O coeficiente de variacdo (CV) é uma medida de dispersdo
relativa, correspondendo ao desvio-padrdo expresso como a porcentagem da média. Quanto
menor o CV mais homogéneo é o conjunto de dados (Toledo & Ovalle, 1995a). Coeficientes
de variacdo menores do que 20% sao aceitos para ensaios bioldgicos (ANVISA, 2003).

Calculou-se as médias, os desvios-padrdo e os coeficientes de variacdo dos nove
resultados para cada um dos 200 soros — resultantes de trés repeticdes realizadas por cada uma
das trés duplas (anexos 1 e 2). Essa avaliagdo foi importante para determinar que os resultados
deste estudo seriam expressos em Logip mUI/mL e ndo em Logie X (correspondente a
reciproca da diluicdo). Aquela forma resultou em um melhor cenério, com somente 20 soros
apresentando um CV maior que 20%. Por outro lado, resultados expressos em Logio da
reciproca da dilui¢do, 106 soros apresentaram CV acima de 20%.

O CV também foi utilizado para avaliar as médias obtidas das placas de lise contadas
na triplicata de cada diluicdo dos soros e controles de virus para o PRNT. Ensaios com 0 CV

do controle de virus maior do que 20% foram desconsiderados e repetidos.

3.10.5 — Analises de confiabilidade

Neste estudo, a repetibilidade foi avaliada a partir de trés repeticGes independentes
(sem conhecimento dos resultados anteriores) do micro PRNT para cada um dos 200 soros,
realizadas por uma mesma dupla. Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade do teste, as
duas outras operadoras realizaram 0s mesmos procedimentos (quadro 3.1). As repeticoes
foram realizadas sob as mesmas condigdes (de insumos, materiais, equipamentos, dilui¢ces do

virus e dos soros, incubacOes etc). A cada rotina (determinadas pelas diferentes datas) foi



37
realizado o micro PRNT para os 200 soros amostrais. A partir desses testes foi possivel
determinar o Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (CCI) e o Coeficiente de Correlacdo de

Pearson.

Quadro 3.1: Titulos de anticorpos (em muUIl/mL) contra febre
amarela segundo andlises independentes do micro PRNT.

Dupla Operadora
Soro
A B C
S-1 la 1b 1c
S-2 2a 2b 2c
S-3 3a 3b 3c
S-n na Nb nc

Obs.: cenério hipotético para exemplo.

A concordéncia dos resultados quantitativos foi medida pelo CCI — utilizado para
variaveis continuas, é considerado ser a melhor medida para avaliar a concordancia de
resultados de diferentes operadores (Mcgraw & Wong, 1996) — com intervalos de confianca
de 95%.

O Coeficiente de Correlacdo de Pearson também foi determinado como aproximacgéo
da repetibilidade e reprodutibilidade do micro PRNT. A correlagdo linear indica concordancia
entre duas séries de medidas quando a reta que descreve os pontos tem inclinacdo proxima de
45° e passa pela intersecdo dos eixos de X e Y. O instrumento de medida da correlacdo linear
é dado pelo coeficiente de correlacdo de Pearson; uma medida do grau de relacdo linear entre
duas variaveis quantitativas. Este coeficiente varia entre os valores -1 e 1. O valor 0 (zero)
significa que ndo hé relacdo linear, o valor 1 indica uma relacdo linear perfeita e o valor -1
também indica uma relagdo linear perfeita mas inversa, ou seja quando uma das varidveis
aumenta a outra diminui. Quanto mais proximo estiver de 1 ou -1, mais forte é a associacdo

linear entre as duas variaveis (Toledo & Ovalle, 1995b).
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3.10.6 — Analises de acurécia

A acuracia foi aferida tomando como referéncia o PRNT em placas de 6 pocos. Este é
considerado o melhor método existente para dosagem de anticorpos neutralizantes para FA.
Os parametros de acurdcia utilizados neste estudo foram sensibilidade (probabilidade da
amostra de soro ser reativa — “teste dar positivo” — nos individuos que tém anticorpos
neutralizantes contra o virus da FA) e especificidade (probabilidade da amostra de soro néo
ser reativa — “teste dar negativo” — nos individuos que ndo possuem anticorpos); além dos
valores preditivos positivo (probabilidade do soro do individuo ter anticorpos contra o virus
dado que o teste mostrou ser reativo) e negativo (probabilidade do soro do individuo néo
apresentar anticorpos dado que o resultado do teste foi ndo-reativo), com intervalos de
confianca de 95%.

A construcdo da curva ROC (receiver-operating characteristic) permitiu determinar o
melhor ponto de corte (cut-off point) do teste; isto €, aquele que nos fornece, ao mesmo
tempo, a melhor sensibilidade e a melhor especificidade para o0 micro PRNTso (Greiner et al.,
2000).
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4. RESULTADOS

4.1 — Anélises de Confiabilidade do Micro PRNTsg

4.1.1 — Repetibilidade

Na andlise de repetibilidade da dupla A obteve-se um CCI de 0,64 (quadro 4.1) e 0s
coeficientes de correlagcdo de Pearson ficaram entre 0,67 e 0,72 (figura 4.1 e quadro 4.2). O
CClI da dupla B foi de 0,62 (quadro 4.1) e os coeficientes de correlacdo de Pearson ficaram
entre 0,62 e 0,71 (figura 4.2 e quadro 4.3). A dupla C apresentou um CCI de 0,76 (quadro 4.1)

e coeficientes de correlacdo de Pearson que variaram de 0,77 a 0,78 (figura 4.3 e quadro 4.4).

Quadro 4.1: Analise de repetibilidade das duplas operadoras (considerando o EP50) analisada pelos
Coeficientes de Correlacdo Intraclasse (CCI) obtidos a partir de trés repeti¢ces independentes dos 200
soros submetidos ao micro PRNT por cada dupla. I1Cos9 = Intervalo de confianca de 95%.

Dupla CCI (ICos0s) CCI da Média (1Cesss)
A 0,64 (0,53-0,73) 0,84 (0,77-0,89)
B 0,62 (0,50-0,70) 0,83 (0,75-0,38)

C 0,76 (0,70-0,81) 0,90 (0,88-0,93)
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Figura 4.1: Gréfico de dispersdo obtido no SPSS V.17.0 representativo das andlises de
repetibilidade da dupla A (EP50). No eixo X, os resultados (em Log;o mUI/mL) dos 200 soros
submetidos ao micro PRNT no dia 06/07/2010. No eixo Y os resultados (em Log;, mUIl/mL) dos
200 soros submetidos ao micro PRNT no dia 02/08/2010. O coeficiente de correlacdo linear de
Pearson desta analise foi de 0,72.
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Quadro 4.2: Coeficientes de correlacdo de Pearson dos resultados obtidos dos 200 soros submetidos
ao micro PRNT pela dupla A (EP50).

Variavel Preditora (eixo X)
Log;o mUI/mL de 6 julho 2010
Log;o mUI/mL de 6 julho 2010
Log;o mUI/mL de 15 julho 2010
Log;o mUI/mL de 15 julho 2010
Log;o mUI/mL de 2 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 2 agosto 2010

Variavel Dependente (eixo Y)
Log;o mUI/mL de 15 julho 2010
Log;o mUI/mL de 2 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 6 julho 2010
Log;o mUI/mL de 2 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 6 julho 2010
Log;o mUI/mL de 15 julho 2010

Coeficiente de Correlacéo de
Pearson

0,67
0,72
0,67
0,68
0,72
0,68
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Figura 4.2: Gréfico de dispersdo obtido no SPSS V.17.0 representativo das analises de
repetibilidade da dupla B (EP50). No eixo X, os resultados (em Logyy mUI/mL) dos 200 soros
submetidos ao micro PRNT no dia 14/07/2010. No eixo Y os resultados (em Log;o mUI/mL) dos
200 soros submetidos ao micro PRNT no dia 25/08/2010. O coeficiente de correla¢do linear de
Pearson desta andlise foi de 0,71.

Quadro 4.3: Coeficientes de correlagdo de Pearson dos resultados obtidos dos 200 soros submetidos
ao micro PRNT pela dupla B (EP50).

Variavel Preditora (eixo X)
Log;o mUI/mL de 8 julho 2010
Log;o mUI/mL de 8 julho 2010
Log;o mUI/mL de 14 julho 2010
Log;o mUI/mL de 14 julho 2010
Log;o mUI/mL de 25 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 25 agosto 2010

Variavel Dependente (eixo Y)
Logi mUI/mL de 14 julho 2010
Log;o mUI/mL de 25 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 8 julho 2010
Log;o mUI/mL de 25 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 8 julho 2010
Log;o mUI/mL de 14 julho 2010

Coeficiente de Correlacéo de
Pearson

0,69
0,62
0,69
0,71
0,62
0,71
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Figura 4.3: Grafico de dispersdo obtido no SPSS V.17.0 representativo das andlises de
repetibilidade da dupla C (EP50). No eixo X, os resultados (em Log;o mUI/mL) dos 200 soros
submetidos ao micro PRNT no dia 07/07/2010. No eixo Y os resultados (em Log;, mUl/mL) dos
200 soros submetidos ao micro PRNT no dia 03/08/2010. O coeficiente de correlagdo linear de
Pearson desta andlise foi de 0,78.

Quadro 4.4: Coeficientes de correlacdo de Pearson dos resultados obtidos dos 200 soros submetidos
ao micro PRNT pela dupla C (EP50).

Variavel Preditora (eixo X)
Logio mUI/mL de 7 julho 2010
Log;o mUI/mL de 7 julho 2010
Log;o mUI/mL de 13 julho 2010
Log;o mUI/mL de 13 julho 2010
Log;o mUI/mL de 3 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 3 agosto 2010

Variavel Dependente (eixo Y)
Logio mUI/mL de 13 julho 2010
Log;o mUI/mL de 3 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 7 julho 2010
Log;o mUI/mL de 3 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 7 julho 2010
Log;o mUI/mL de 13 julho 2010

Coeficiente de Correlacéo de
Pearson

0,77
0,78
0,77
0,77
0,78
0,77
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4.1.2 — Reprodutibilidade
Para a analise de reprodutibilidade considerou-se a 3? rotina de cada dupla para
determinar o nivel de concordancia entre elas. O CCI entre as trés duplas foi de 0,72 (1Cgsu:
0,66-0,78) (quadro 4.5). O menor coeficiente de correlagdo de Pearson obtido foi 0,70 e 0
maior 0,76 (figura 4.4 e quadro 4.6).

Quadro 4.5: Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (CCI) resultante da anélise de reprodutibilidade do
micro PRNT, considerando a 32 rotina de cada dupla (EP50). 1Cgsq, = Intervalo de confianca de 95%.

Reprodutibilidade do CClI (1Cg50) CCI da Média (1Cgs0s)

micro PRNT 0,72 (0,66-0,78) 0,89 (0,85-0,91)
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Figura 4.4: Gréfico de dispersdo obtido no SPSS V.17.0 representativo das analises de
reprodutibilidade das duplas operadoras (EP50). No eixo X, os resultados (em Log;, mUI/mL) dos
200 soros submetidos ao micro PRNT da Dupla C (32 rotina). No eixo Y os resultados (em Logio
mUI/mL) dos 200 soros submetidos ao micro PRNT da dupla A (32 rotina). O coeficiente de
correlacdo linear de Pearson desta andlise foi de 0,76.

Quadro 4.6: Coeficientes de correlagdo de Pearson resultantes da analise de correlacdo do micro
PRNT realizado pelas trés duplas operadoras (considerando a 32 rotina de cada dupla. EP50).

Variavel Preditora (eixo X) Variavel Dependente (eixo Y)

Log;o mUI/mL dupla A
Log;o mUI/mL dupla A
Log;o mUI/mL dupla B
Log;o mUI/mL dupla B
Log;o mUI/mL dupla C
Log;o mUI/mL dupla C

Log;o mUI/mL dupla B
Log;o mUI/mL dupla C
Log;o mUI/mL dupla A
Log;o mUI/mL dupla C
Log;o mUI/mL dupla A
Log;o mUI/mL dupla B

Coeficiente de Correlacéo de

Pearson
0,70

0,76
0,70
0,76
0,76
0,76
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4.2 — Anélises de Acuracia do Micro PRNT5
4.2.1 — Determinacéo do ponto de corte para 0 PRNT5s
Para realizar as andlises de acuracia do micro PRNT (placas de 96 poc¢os) tomando
como referéncia o PRNT (placas de 6 pocos) foi preciso, primeiramente, determinar o ponto
de corte para este ultimo. Com esta finalidade, foi feito no SPSS um histograma de frequéncia

considerando os resultados dos 200 soros submetidos ao PRNT (figura 4.5).

807 Média = 2,54

— DP = 0,527
N =200

60

Frequéncia
S
N
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Figura 4.5: Histograma correspondente aos resultados (expressos em Logio mUI/mL) obtidos
dos 200 soros submetidos ao PRNT em placas de 6 pocos, considerando o EP50. DP =
Desvio-padréo.

Listando no Excel todos esses resultados obtidos constatou-se que 144 soros
apresentaram resultados menores do que 2,5 Logip mUI/mL; o que pode ser visualizado no
histograma acima. H& uma separacdo bem definida de soros com resultados menores ou
maiores que 2,5 Log;o mUl/mL.

Esses resultados indicam que o PRNT em placas de 6 pocos possui uma forte relacéo

com o estado imune esperado pela origem do soro (figura 4.6).
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Figura 4.6: Boxplot dos 200 soros amostrais comparando a sua classificagdo com os seus
resultados em placas de 6 pogos. Eixo X: soros classificados como pré-vacinais (0) ou pds-
vacinais (1). Eixo Y: resultados (expressos em Logi, mUI/mL) obtidos dos 200 soros submetidos
ao PRNT, considerando o EP50.

Este boxplot permite visualizar que a grande maioria dos soros pré-vacinais (0)
apresentaram resultados entre 2 e 2,5 Log;o mUI/mL para a concentracdo de anticorpos
neutralizantes e alguns poucos soros (marcados como asteriscos no grafico) apresentaram
resultados maiores do que 2,5 Logip mUI/mL. Os soros pos-vacinais (1) apresentaram
resultados variados, entre, aproximadamente, 2 e 4,5 Log;o mUI/mL, com uma média em
torno de 3 Logip mUI/mL.

Portanto, a partir destas analises, determinou-se que o ponto de corte para 0 PRNTsg

em placas de 6 pocos seria de 2,5 Logip mUI/mL.
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4.2.2 — Analise dos parametros de acuracia do micro PRNT5s

Previamente a realizacdo deste estudo foi estabelecido pelo Latev que soros,
submetidos ao micro PRNTsp, com resultados acima de 631 mUI/mL (ou > 2,8 Logio
mUI/mL) séo considerados positivos para a presenca de anticorpos neutralizantes contra febre
amarela. Diferente do que ocorre para 0 PRNTs, em placas de 6 pocos, quando analisou-se
um histograma de frequéncia considerando os resultados dos 200 soros no micro PRNTs
(figura 4.7) ndo foi possivel observar uma separacdo bem definida de soros negativos e
positivos para a presenca desses anticorpos. A média de todos os resultados dos 200 soros foi
de 2,88.
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Figura 4.7: Histograma correspondente as médias dos resultados (expressos em Logiq
mUI/mL) obtidas a partir das 9 rotinas para cada um dos 200 soros submetidos ao micro
PRNT, considerando o EP50. DP = Desvio-padrao.
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Com o objetivo de determinar os parametros de acuracia do micro PRNTso com

diferentes possiveis pontos de corte e, assim, determinar o melhor dentre eles, foram feitas no
SPSS tabelas a partir das médias obtidas dos 9 resultados dos 200 soros, comparando 0 micro
PRNTs5 (teste indice) com o PRNTsg (teste referéncia), considerando os seguintes pontos de
corte para o micro PRNTso: 2,5 (quadro 4.7); 2,6 (quadro 4.8); 2,7 (quadro 4.9); 2,8 (quadro
4.10) e 2,9 (quadro 4.11). Para 0 PRNTs, (em placas de 6 pogos) considerou-se 2,5 Logio
mUI/mL como ponto de corte em todas as analises.

Quadro 4.7: Pardmetros de acurcia do micro PRNT com ponto de corte de 2,5 Log;o mUI/mL (316
mUI/mL). Considerando as médias dos 9 resultados obtidos de cada soro (EP50).

7 PRNT (6 pocos)
Ponto de corte >2,5 Log;, mUl/mL Total
A Negativo Positivo

Micro PRNT Negativo 47 0 47
(96 pocos) 32,6% 0% 23,5%

Ponto de corte > N 97 56 153

2,5 Logyo Positivo

mUI/mL 67,4% 100% 76,5%

144 56 200

Total

100% 100% 100%

Considerando o ponto de corte do micro PRNTsg de 2,5 Log;o mUI/mL obteve-se uma
sensibilidade de 100% (56 soros classificados como positivos em ambos o0s testes);
especificidade de 32,6% (47 soros com concordancia de resultados entre os testes) e acuracia
global de 51,5%; isto é, a soma dos verdadeiros negativos (47 soros) com 0s verdadeiros

positivos (56 soros) em relacdo a todos os possiveis resultados (200 soros).



Quadro 4.8: Parametros de acuracia do micro PRNT com ponto de corte de 2,6 Log;o mUI/mL (398
mUI/mL). Considerando as médias dos 9 resultados obtidos de cada soro (EP50).

% PRNT (6 pocos)
Ponto de corte > 2,5 Log;o mUIl/mL Total
/ Negativo Positivo
i
Micro PRNT Negativo 54 0 54
iv
(96 pogos) d 37,5% 0% 27%
Ponto de corte > N 90 56 146
2,6 Logy Positivo
muUl/mL 62,5% 100% 73%
144 56 200
Total
100% 100% 100%
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Com o ponto de corte do micro PRNTso em 2,6 Logio mUI/mL a sensibilidade foi de
100%,; especificidade de 37,5% e acurdcia global de 55%.

Quadro 4.9: Pardmetros de acurcia do micro PRNT com ponto de corte de 2,7 Log;p mUI/mL (501
mUI/mL). Considerando as médias dos 9 resultados obtidos de cada soro (EP50).

7 PRNT (6 pocos)
/ Ponto de corte > 2,5 Log;o mUI/mL Total
Negativo Positivo
Y, 9
Micro PRNT N ) 74 0 74
egativo
(96 pogos) g 51,4% 0% 37%
Ponto de corte > N 70 56 126
2,7 Logso Positivo
muUl/mL 48,6% 100% 63%
144 56 200
Total
100% 100% 100%

Um ponto de corte de 2,7 Logip mUI/mL para o micro PRNTso resulta em uma

sensibilidade de 100%; especificidade de 51,4% e acurécia global de 65%.
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Quadro 4.10: Parametros de acuracia do micro PRNT com ponto de corte de 2,8 Log;, mUl/mL
631 mUI/mL). Considerando as médias dos 9 resultados obtidos de cada soro (EP50).

% PRNT (6 pocos)
Ponto de corte > 2,5 Log;o mUIl/mL Total
A Negativo Positivo
i
Micro PRNT Negativo 87 3 90
iv
(96 pogos) : 60,4% 5,4% 45%
Ponto de corte > N 57 53 110
2,8 Logyo Positivo
muUl/mL 39,6% 94,6% 55%
144 56 200
Total
100% 100% 100%

O ponto de corte de 2,8 Logip mUI/mL para o micro PRNTsp resultou em uma

sensibilidade de 94,6%; especificidade de 60,4% e acuracia global de 70%.

Quadro 4.11: Pardmetros de acurcia do micro PRNT com ponto de corte de 2,9 Log;o mUI/mL
794 mUI/mL). Considerando as médias dos 9 resultados obtidos de cada soro (EP50).

7 PRNT (6 pocos)
Ponto de corte > 2,5 Log;o mUl/mL Total
// Negativo Positivo
i
Micro PRNT Negativo 105 5 110
ivi
(96 pogos) g 72,9% 8,9% 55%
Ponto de corte > - 39 51 90
2,9 Logyo Positivo
mul/mL 27,1% 91,1% 45%
144 56 200
Total
100% 100% 100%

Considerando o ponto de corte para 0 micro PRNTso de 2,9 Logip mUI/mL obteve-se

uma sensibilidade de 91,1%; especificidade de 72,9% e acuracia global de 78%.
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4.2.3 — Curva ROC
A relacdo entre as sensibilidades e as especificidades obtidas do micro PRNTsy com
diferentes possiveis pontos de corte foi avaliada graficamente pela construgdo da curva ROC

(figura 4.8).
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Figura 4.8: Curva ROC com diferentes pontos de corte para o micro PRNTs,. Eixo X: 1 —
especificidade, correspondente a taxa de falsos positivos. Eixo Y: sensibilidade ou taxa de
verdadeiros positivos.

A curva ROC mostrou que o valor limite de 2,9 Logi;o mUI/mL forneceu a melhor
combinacdo de sensibilidade e especificidade para o teste: no canto superior esquerdo do

gréfico e o mais distante da linha de referéncia, o que indica uma maior acuracia global.
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4.2.4 — Prevaléncia e valores preditivos

Considerando um cenario hipotético de surto de FA, por exemplo, pode-se calcular a
prevaléncia da doenga e os valores preditivos negativo e positivo. Para calcular essas medidas
considerou-se os valores obtidos no PRNTs, como casos e ndo-casos da doenca; isto €, os 144
soros que resultaram negativo no PRNTs, corresponderam a classificacdo da doenca
“ausente”, e os 56 soros positivos segundo o PRNT corresponderam a classificacdo da doenca
“presente” (ver quadro 4.11).

Assim, considerando os resultados obtidos do micro PRNTs, com ponto de corte para
a concentracdo de anticorpos neutralizantes para FA de 2,9 Log;o mUI/mL (quadro 4.11), a
prevaléncia da doenca (se este cenario fosse real) foi de 28% (56 casos da doenca em uma
populacdo amostral de 200 individuos), com valor preditivo negativo de 95,5% e positivo de
56,7%.

4.3 — Comparacédo dos Parametros de Acuracia Entre o Micro PRNT5pe 0 Micro PRNTg

4.3.1 — Determinacéo do ponto de corte para 0 PRNTg

Antes de comparar a acuracia do micro PRNTso com o micro PRNTg, foi preciso
determinar o ponto de corte para 0 PRNTgy. A figura 4.9 € um histograma de frequéncia
construido no SPSS, considerando os resultados dos 200 soros submetidos ao PRNT com end-
point de 90%.

Neste histograma observa-se que a grande maioria dos soros apresenta resultados
menores do que 2,9 Logip mUI/mL, mostrando uma separacdo bem definida dos soros com
resultados maiores do que este valor. A listagem desses resultados no Excel em ordem
crescente resulta em 187 soros com a concentragdo de anticorpos menor do que 2,9 Logio
mUI/mL. Assim, considerou-se o ponto de corte para 0 PRNTg de 2,9 Logio mUI/mL.
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Figura 4.9: Histograma correspondente aos resultados (expressos em Logig mUI/mL) obtidos dos
200 soros submetidos ao PRNT em placas de 6 pocos, considerando o EP90. DP = Desvio-
padréo.

4.3.2 — Analise dos parametros de acuracia do micro PRNTgg

O Latev ndo fornece seus resultados com base no micro PRNTg; portanto, ndo
estabeleceu um ponto de corte para este. Foi construido no SPSS um histograma de
frequéncia considerando as médias obtidas dos resultados dos 200 soros com base no EP90
(figura 4.10). Assim como para 0 micro PRNTs, a distribuicdo de frequéncia dos titulos de
anticorpos neutralizantes contra FA ndo indica claramente os valores limites para definir

soropositividade.
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Figura 4.10: Histograma correspondente as médias dos resultados (expressos em Logio mUI/mL)
obtidas a partir das 9 rotinas para cada um dos 200 soros submetidos ao micro PRNT, considerando
0 EP90. DP = Desvio-padrao.

O critério que melhor discrimina o estado imune dos individuos foi definido estimando
0s parametros de acuracia (sensibilidade, especificidade e acuracia global) correspondente a
diversos “pontos de corte” para o micro PRNTgy, (tomando 0 PRNTgy, em placas de 6 pogos

como referéncia) com a finalidade de definir o melhor entre eles (quadro 4.12).
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Quadro 4.12: Parametros de acuracia do micro PRNTg, com diferentes pontos de corte. Teste
referéncia: PRNT4o em placas de 6 pocos.

AT
S - o -
R Sensibilidade Especificidade Acurécia global

Micro PRNTg, — Ponto
de corte > 2,9 Log; 100% 79,1% 80,5%
muUIl/mL (794 mUI/mL)

Micro PRNTg, — Ponto
de corte > 3,0 Logyy
mUl/mL (1000
muUl/mL)

100% 82,9% 84%

Micro PRNTg, — Ponto
de corte > 3,1 Logyy
muUl/mL (1259
muUl/mL)

100% 86,6% 87,5%

Micro PRNTg, — Ponto
de corte > 3,2 Logyy
muUIl/mL (1585
muUl/mL)

100% 90,9% 91,5%

Micro PRNTg, — Ponto
de corte > 3,3 Logyy
muUIl/mL (1996
muUl/mL)

100% 93,6% 94%

Micro PRNTg, — Ponto
de corte > 3,4 Logy
muUl/mL (2512
muUl/mL)

100% 94,7% 95%

Micro PRNTg, — Ponto
de corte > 3,5 Logy
mUl/mL (3163
muUl/mL)

92,3% 95,7% 96%

Micro PRNTg, — Ponto
de corte > 3,6 Logyy
muUIl/mL (3982
muUl/mL)

84,6% 96,8% 96%

O micro PRNTg, com ponto de corte de 3,4 Logip mUI/mL apresentou as melhores
medidas de acuracia, com sensibilidade de 100%, especificidade de 94,7% e acuracia global
de 95%. Portanto, este ponto de corte foi escolhido para 0 micro PRNTgg, 0 que possibilitou

fazer a analise comparativa de acuracia deste método com o micro PRNTsy.
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4.3.3 — Analises de confiabilidade do micro PRNTg
O bom desempenho do micro PRNTy, sugeriu a avaliacdo da sua confiabilidade. A
repetibilidade e a reprodutibilidade foram avaliadas, assim como para 0 micro PRNTs,
determinando os Coeficientes de Correlacdo Intraclasse e os coeficientes de correlagéo de
Pearson. O quadro 4.13 apresenta os CCls obtidos da analise de repetibilidade das duplas

operadoras.

Quadro 4.13: Analise de repetibilidade das duplas operadoras (considerando o EP90) analisada pelos
Coeficientes de Correlagdo Intraclasse (CCI) obtidos a partir de trés repeti¢des independentes dos 200
soros submetidos ao micro PRNT por cada dupla. ICos9 = Intervalo de confianca de 95%.

CCI (ICss%) CCI da Média (1Csss)
A 0,79 (0,74-0,83) 0,92 (0,90-0,94)
B 0,78 (0,73-0,83) 0,92 (0,89-0,93)
C 0,79 (0,73-0,84) 0,92 (0,89-0,94)

A analise de repetibilidade da dupla A resultou em um CCI de 0,79 (quadro 4.13) e 0s
coeficientes de correlagdo de Pearson ficaram entre 0,76 e 0,83 (figura 4.11 e quadro 4.14). O
CCl da dupla B foi de 0,78 (quadro 4.13) e os coeficientes de correlacdo de Pearson ficaram
entre 0,78 e 0,84 (figura 4.12 e quadro 4.15). O CCI obtido da dupla C foi de 0,79 (quadro
4.13) e coeficientes de correlacdo de Pearson que variaram de 0,79 a 0,82 (figura 4.13 e
quadro 4.16).
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Figura 4.11: Gréafico de dispersdo obtido no SPSS V.17.0 representativo das analises de
repetibilidade da dupla A (EP90). No eixo X, os resultados (em Log;, mUI/mL) dos 200 soros
submetidos ao micro PRNT no dia 06/07/2010. No eixo Y os resultados (em Logig mUI/mL) dos
200 soros submetidos ao micro PRNT no dia 15/07/2010. O coeficiente de correlagdo linear de
Pearson desta andlise foi de 0,83.

Quadro 4.14: Coeficientes de correlacdo de Pearson dos resultados obtidos dos 200 soros submetidos
ao micro PRNT pela dupla A (EP90).

Variavel Preditora (eixo X)
Log;o mUI/mL de 6 julho 2010
Log;o mUI/mL de 6 julho 2010
Log;o mUI/mL de 15 julho 2010
Log;o mUI/mL de 15 julho 2010
Log;o mUI/mL de 2 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 2 agosto 2010

Variavel Dependente (eixo Y)
Log;o mUI/mL de 15 julho 2010
Log;o mUI/mL de 2 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 6 julho 2010
Log;o mUI/mL de 2 agosto 2010
Log;o mUI/mL de 6 julho 2010
Log;o mUI/mL de 15 julho 2010

Coeficiente de Correlacéo de
Pearson

0,83
0,81
0,83
0,76
0,81
0,76
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Figura 4.12: Gréafico de dispersdo obtido no SPSS V.17.0 representativo das analises de
repetibilidade da dupla B (EP90). No eixo X, os resultados (em Logio mUI/mL) dos 200 soros
submetidos ao micro PRNT no dia 25/08/2010. No eixo Y os resultados (em Log;o mUI/mL) dos
200 soros submetidos ao micro PRNT no dia 08/07/2010. O coeficiente de correlagdo linear de
Pearson desta anlise foi de 0,84.

Quadro 4.15: Coeficientes de correlacdo de Pearson dos resultados obtidos dos 200 soros submetidos
ao micro PRNT pela dupla B (EP90).

Variavel Preditora (eixo X) Variavel Dependente (eixo Y) Coeficienti)ggrggr:relagéo e
Log;o mUI/mL de 8 julho 2010 Log;o mUI/mL de 14 julho 2010 0,78
Log;o mUI/mL de 8 julho 2010 Log;o mUI/mL de 25 agosto 2010 0,84
Log;o mUI/mL de 14 julho 2010 Log;o mUI/mL de 8 julho 2010 0,78
Log;o mUI/mL de 14 julho 2010 Log;o mUI/mL de 25 agosto 2010 0,79
Log;p mUI/mL de 25 agosto 2010 Log;p mUI/mL de 8 julho 2010 0,84

Log;o mUI/mL de 25 agosto 2010 Log;p mUI/mL de 14 julho 2010 0,79
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Figura 4.13: Grafico de dispersdo obtido no SPSS V.17.0 representativo das analises de
repetibilidade da dupla C (EP90). No eixo X, os resultados (em Logi, mUI/mL) dos 200 soros
submetidos ao micro PRNT no dia 07/07/2010. No eixo Y os resultados (em Log;o mUI/mL) dos
200 soros submetidos ao micro PRNT no dia 13/07/2010. O coeficiente de correlagéo linear de
Pearson desta andlise foi de 0,82.

Quadro 4.16: Coeficientes de correlacdo de Pearson dos resultados obtidos dos 200 soros submetidos
ao micro PRNT pela dupla C (EP90).

Coeficiente de Correlacéo de

Variavel Preditora (eixo X) Variavel Dependente (eixo Y) Pearson
Log;o mUI/mL de 7 julho 2010 Log;o mUI/mL de 13 julho 2010 0,82
Log;o mUI/mL de 7 julho 2010 Log;p mUI/mL de 3 agosto 2010 0,79
Log;o mUI/mL de 13 julho 2010 Log;p mUI/mL de 7 julho 2010 0,82
Log;o mUI/mL de 13 julho 2010 Log;p mUI/mL de 3 agosto 2010 0,82
Log;p mUI/mL de 3 agosto 2010 Log;p mUI/mL de 7 julho 2010 0,79

Log;o mUI/mL de 3 agosto 2010 Log;p mUI/mL de 13 julho 2010 0,82
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Na anélise de reprodutibilidade do micro PRNTg, 0 CCI obtido entre as trés duplas foi
de 0,81 (ICgs%: 0,77-0,85) (quadro 4.17). O menor coeficiente de correlagdo de Pearson
obtido foi 0,82 e 0o maior 0,84 (figura 4.14 e quadro 4.18).

Quadro 4.17: Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (CCI) resultante da analise de reprodutibilidade
do micro PRNT, considerando a 32 rotina de cada dupla (EP90). ICgsy = Intervalo de confianga de
95%.

Reprodutibilidade do CCI (ICy59) CClI da Média (ICgs0)

micro PRNT 0,81 (0,77-0,85) 0,93 (0,91-0,95)
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Figura 4.14: Gréafico de dispersdo obtido no SPSS V.17.0 representativo das analises de
reprodutibilidade das duplas operadoras (EP90). No eixo X, os resultados (em Log;, mUI/mL) dos
200 soros submetidos ao micro PRNT da Dupla A (3? rotina). No eixo Y os resultados (em Log;g
mUI/mL) dos 200 soros submetidos ao micro PRNT da dupla B (3% rotina). O coeficiente de
correlacdo linear de Pearson desta andlise foi de 0,84.

Quadro 4.18: Coeficientes de correlagdo de Pearson resultantes da andlise de correlagdo do micro
PRNT realizado pelas trés duplas operadoras (considerando a 32 rotina de cada dupla. EP90).

Coeficiente de Correlacéo de

Variével Preditora (eixo X) Variavel Dependente (eixo Y)

Pearson
Log;o mUI/mL dupla A Log;o mUI/mL dupla B 0,84
Log;o mUI/mL dupla A Log;o mUI/mL dupla C 0,82
Log;o mUI/mL dupla B Log;o mUI/mL dupla A 0,84
Log;o mUI/mL dupla B Log;o mUI/mL dupla C 0,83
Log;o mUI/mL dupla C Log;p mUI/mL dupla A 0,82
Log;o mUI/mL dupla C Log;o mUI/mL dupla B 0,83
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4.3.4 — Comparacdo das medidas de acuracia do micro PRNTs, com 0 micro
PRNTgo
O quadro 4.19 permite fazer uma avaliacdo comparativa dos parametros de acuracia
do micro PRNTso com ponto de corte de 2,9 Logi;o mUI/mL (quadro 4.11) contra 0 micro
PRNTg, com ponto de corte de 3,4 Logi;o mUI/mL (quadro 4.12).

Quadro 4.19: Comparagdo dos parametros de acuracia do micro PRNTs, versus o micro PRNTg

considerando os seus respectivos melhores pontos de corte para soropositividade. Teste referéncia:
PRNT em placas de 6 pogos.

Sensibilidade Especificidade Acuracia global
Micro PRNTs, — Titulo > 91,1% 72.9% 26%
2,9 Logy, mUl/mL
Micro PRNTg, — Titulo > 0 . .
3,4 Logi, mUl/mL 100% 94,7% 95%

O micro PRNTg mostrou melhor desempenho, apresentando valores melhores de
confiabilidade e medidas de acuracia superiores ao micro PRNTs.
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5. DISCUSSAO

A febre amarela é uma doenga viral transmitida ao homem através da picada de
mosquitos hematofagos, principalmente dos géneros Aedes e Haemagogus (Monath, 2001).
Apesar de existir uma vacina eficaz contra o agente viral da FA desde 1937, esta enfermidade
permanece como um problema de saude publica em regiGes endémicas, principalmente, nas
florestas tropicais da Africa e América do Sul, nas quais periodicamente ocorrem surtos ou
epidemias da doenca (Tomori, 2004).

A imunizacdo por vacinacao € a maneira mais eficaz de prevencéo e controle da FA,
sendo fundamental para impedir uma epidemia (OMS, 2009). As vacinas 17D-204 e 17DD
sd0 seguras e imunogeénicas, induzindo a formacgdo de uma répida resposta imune especifica
(Camacho et al., 2004). Dentre os testes soroldgicos disponiveis para a avaliacdo desta
resposta especifica do hospedeiro, o teste de neutralizacdo é considerado o mais sensivel e
especifico (Monath, 2004).

Este estudo avaliou o desempenho do teste de neutralizacdo por reducdo de placas de
lise em placas de 96 poc¢os (micro PRNT), o qual é utilizado para quantificar os anticorpos
neutralizantes produzidos em resposta a vacinacao ou a infeccdo natural com o virus da FA. O
micro PRNT é um teste importante para a analise de soroconversdo das vacinas contra FA e
confirmacéo de casos da doenca. Uma avaliagdo mais detalhada do desempenho deste teste
ainda néo havia sido realizada.

A prévia titulacdo do virus vacinal utilizado para a realizacdo do micro PRNT mostrou
que ha uma variacdo frasco a frasco, onde foram obtidas placas com diluicdes de 1:512,
1:1000 (a maior parte) e 1:2048 correspondentes a 30 placas de lise por orificio do controle
viral. Durante a realizacdo desta quantificacdo viral observou-se também que trés frascos do
lote vacinal apresentaram, logo apds serem reconstituidos, aspecto ndo conforme com o
normal. Os frascos foram notificados e substituidos para a realizacéo da titulacao.

A observacdo do aspecto anormal dos frascos vacinais e a variagcdo do titulo viral
podem indicar a necessidade de se requerer um novo lote vacinal do virus da FA para a
realizacdo dos testes de neutralizagéo pelo Latev.

A variacdo frasco a frasco pode ser explicada pela presenca de particulas néo-
infecciosas — as quais ndo sdo capazes de infectar células permissivas e, tampouco, induzir
efeito citopatico — em proporcdes diferentes em cada frasco do lote vacinal utilizado. Este lote
vem sendo estocado por um longo periodo e, apesar de estar liofilizado e permanecer

armazenado no freezer -70°C até 0 momento do seu uso, ndo deve-se descartar a possibilidade
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de degradacdo viral ao longo do tempo. Portanto, a introducdo de um controle do titulo
referente ao estoque viral (determinacédo de particulas infecciosas presentes) é importante para
evitar a utilizagdo de virus em degradagdo nos ensaios de placas de lise.

Os resultados obtidos do teste de neutralizagdo normalmente sdo expressos em forma
de titulos, ou seja, a diluicdo do soro que reduz o nimero de placas de lise em 50% (EP50),
por exemplo. A concentracdo de anticorpos neutralizantes por conversdo da reciproca da
diluicdo referente ao EP do teste em Unidades Internacionais € outra maneira bastante
utilizada de se expressar os resultados obtidos (Freire et al., 2005; Suzano et al., 2006;
Camacho et al., 2007; Gagneur et al., 2008). A avaliagdo das médias, desvios-padrdo e dos
coeficientes de variacdo referentes aos nove resultados obtidos de cada soro pela trés duplas
(anexos 1 e 2) foi importante para definir a forma como os resultados seriam apresentados.
Tomando como critério a quantidade de soros com coeficientes de variagdo referentes as suas
médias abaixo de 20%, escolheu-se por apresentar os resultados em Logio mUI/mL, forma na
qgual somente 20 soros apresentaram um CV maior que 20%; enquanto que resultados
expressos em Log;o X (reciproca da diluicdo) apresentaram 106 soros com CV acima de 20%.

A validagdo do micro PRNTsg (protocolo n® 4353) realizada pelo Sevan (Secéo de
Validagdo Analitica, Bio-Manguinhos) por solicitacdo da Anvisa avaliou a precisdo do teste
em dois niveis: repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial. A validacdo do teste foi
executada em dois momentos diferentes por trés analistas (tecnologistas, funcionarias do
Latev, com pelo menos 1 ano de experiéncia na realizagdo do micro PRNT). Cada um dos
envolvidos fez, em um mesmo momento, 20 dosagens para trés diferentes soros com niveis
alto, médio e baixo para a concentracdo de anticorpos neutralizantes para FA. Os resultados
obtidos foram expressos em Log;o mUI/mL e calculou-se as médias, as variancias, os desvios-
padrdo e o coeficiente de variacdo (critério de aceitacdo: CV menor do que 20%). Os limites
de repetibilidade e de reprodutibilidade foram calculados a partir dos desvios-padrdo obtidos.
Esta validacdo mostrou que os resultados dos testes avaliados pelo CV estdo dentro da
especificacdo de 20%; portanto, o micro PRNTs, realizado no Latev foi aceito para a
realizacdo da quantificacdo de anticorpos neutralizantes para avaliar resposta vacinal ou
confirmar casos da FA.

No presente estudo, para as analises de repetibilidade por CCl (quadro 4.1) foram
obtidos valores satisfatorios (Szklo & Nieto, 2000): a dupla A obteve 0,64 (ICgsy: 0,53-0,73),
a dupla B obteve 0,62 (ICgs0: 0,50-0,70) e a dupla C apresentou um CCI superior as demais
duplas de 0,76 (ICgs%: 0,70-0,81). Os coeficientes de correlacdo de Pearson das duplas
operadoras variaram entre 0,62 e 0,78 (figuras 4.1, 4.2 e 4.3 e quadros 4.2, 4.3 e 4.4). Em

2004, Camacho juntamente com outros pesquisadores realizaram um ensaio clinico
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randomizado de comparagdo da imunogenicidade das vacinas contra febre amarela 17DD e
17D. Os soros de individuos participantes deste estudo foram submetidos ao micro PRNTs
realizado pelo Latev. Este estudo demonstrou um CCI (para os titulos de anticorpos em duas
aliquotas do mesmo soro) de 0,79 (ICgse: 0,74-0,83), um valor coerente com o observado no
presente estudo.

Na analise de reprodutibilidade do micro PRNTs entre as trés duplas operadoras o
CCI obtido (considerado satisfatério) foi de 0,72 (ICgs0: 0,66-0,78) (quadro 4.5). Os valores
dos coeficientes de correlacdo de Pearson variaram entre 0,70 e 0,76 (figura 4.4 e quadro 4.6).

Dr Bernard Cohen, especialista na validagéo do teste de neutralizacdo em sarampo
(Cohen et al., 2007), ndo preconizou (em comunicacdo pessoal) a utilizacdo de temperatura
ambiente na etapa de neutralizacdo do micro PRNT. Cohen discute que a “temperatura
ambiente” ndo é uma temperatura bem estabelecida, sujeita as variagdes climaticas e que,
portanto, é uma varidvel ndo controlada. Cohen também n&o recomenda a forma de retirada
do sobrenadante antes da adicdo do meio semi-solido (CMC), baseada na inversdo das placas
em um descarte, seguida da retirada do excesso em folhas de papel estéreis; outra variavel
considerada ndo controlada. Estas observagdes podem estar influenciando na variacao frasco a
frasco do titulo viral e nos diferentes resultados obtidos de um mesmo soro submetido ao
micro PRNT e, portanto, devem ser considerados e avaliados.

Incubar as placas durante a etapa de neutralizacdo em uma estufa a 37°C, assim como
é aplicado para o PRNT, é uma alternativa para contornar o problema da variacdo da
temperatura ambiente. Com relacdo ao descarte do sobrenadante apds a etapa de adsorcéo,
pode-se testar a utilizacdo de monocamada pré-formada e a aspira¢do do sobrenadante, como
também é aplicado para o PRNT. A qualidade da monocamada celular é critica para o
desenvolvimento das placas de lise e, assim, para gerar resultados precisos.

Antes da andlise dos parametros de acuracia do micro PRNT foi preciso determinar
um ponto de corte ideal para o0 PRNT em placas de 6 po¢os — método tomado como
referéncia. A construcdo de um histograma com os resultados dos 200 soros submetidos ao
PRNT (figura 4.5) possibilitou visualizar uma separagdo bem clara de soros com titulos de
anticorpos neutralizantes menores e maiores do que 2,5 Log;o mUI/mL (144 e 56 soros,
respectivamente); e, portanto, escolheu-se este valor como ponto de corte para 0 PRNT.

A analise dos resultados dos soros submetidos ao PRNT gerou uma falsa impressdo de
que esta metodologia — em placas de 6 pogos — apresentava falhas, pois a grande maioria dos
soros tinha apresentado resultados com baixo titulo de anticorpos. Este cenario era bem
diferente da prévia selecdo dos soros a partir dos resultados obtidos em placas de 96 pocos

para o estudo clinico de dose-resposta, onde obteve-se uma distribuicdo igual de soros com
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resultados de concentracGes baixa, média e alta de anticorpos neutralizantes. Antes da
abertura do “cegamento”, foi realizado um novo PRNTso com somente 10 soros (teste piloto)
que j& haviam sido submetidos a0 PRNTs, e que apresentaram titulos de anticorpos
neutralizantes menores que 2,5 Logip mUI/mL. A Unica diferenga no protocolo deste teste
piloto foi a diluicdo dos soros, na qual utilizou-se a mesma diluicdo aplicada no micro
PRNTSso, comecando de 1:5 até 1:160 (fator 2). Com excecdo de um soro (que apresentou
titulo de anticorpos de 2,6 Logio mUI/mL), os outros nove soros apresentaram resultados
menores do que 2,5 Log;p mUI/mL (dados ndo mostrados), ratificando os primeiros resultados
obtidos. A abertura do “cegamento” mostrou que 0s resultados obtidos do PRNT tinham de
fato uma forte relacdo com o cenario real, onde 151 soros eram pré-vacinais e 49 pos-vacinais
(figura 4.6). Esta constatacdo reforcou a determinacdo do PRNT em placas de 6 po¢os como o
teste referéncia.

Diferente do que ocorre para 0 PRNT, na anélise do micro PRNT ndo é possivel
observar uma populacdo bem definida de soros com titulos baixos separados dos soros com
titulos altos (figura 4.7). Para avaliar a acuracia do micro PRNT analisou-se o desempenho
deste teste com diferentes pontos de corte, tomando como referéncia o0 PRNTs, (quadros 4.7 a
4.11). O ponto de corte 2,9 Logiy mUI/mL — correspondente ao titulo de anticorpos
neutralizantes de 794 mUI/mL — para o micro PRNTs, forneceu as melhores medidas de
sensibilidade (91,1%), especificidade (72,9%) e acuracia global (78%); superiores as medidas
referentes ao ponto de corte utilizado atualmente pelo Latev de 2,8 Logio mUI/mL (ou 631
muUI/mL), o qual apresentou sensibilidade de 94,6%, especificidade de 60,4% e acurécia
global de 70%.

A construcdo da curva ROC (figura 4.8) foi outra forma de observar o melhor
desempenho do micro PRNTsy com o ponto de corte 2,9 Logip mUI/mL. Este ponto se
localizou no canto superior esquerdo do gréfico e o mais distante da linha de referéncia,
indicando, concomitantemente, uma melhor sensibilidade, especificidade (ou menor taxa de
falsos positivos) e acuracia global.

A avaliacdo da prevaléncia e dos valores preditivos foi baseada em um cenério
hipotético de surto de FA em uma regido endémica, por exemplo; onde os valores obtidos no
PRNTS5o foram classificados como casos da doenca (aqueles soros que resultaram positivos)
ou n&o casos (aqueles soros gque resultaram negativos). Considerando o ponto de corte de 2,9
Logip mUI/mL para o titulo de anticorpos neutralizantes determinados pelo micro PRNTs,
obteve-se uma prevaléncia de 28% da febre amarela; valor bastante acima do normal inclusive
para regifes endémicas. No inicio de 2003, por exemplo, ocorreu uma epidemia de FAS em

Minas Gerais, com 63 casos confirmados da doenca. A regido de ocorréncia dos casos esta
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inserida em uma érea de cerca de 85 mil km? onde vivem aproximadamente 1 milhdo de
pessoas, 0 que corresponde a uma prevaléncia de FA de menos de 1% (SVS, 2003).

Os valores preditivos sdo influenciados pela sensibilidade e especificidade do teste e
condicionados pela prevaléncia da doenca. Quanto maior a sensibilidade do teste, maior sera
seu valor preditivo negativo, ou seja, maior a seguranca de que um paciente com resultado
negativo ndo estar realmente doente. De fato, observou-se um valor preditivo negativo
(95,5%) maior do que o valor preditivo positivo (56,7%) para 0 micro PRNTs, com uma
sensibilidade maior do que a especificidade.

A observacdo de que outros grupos de pesquisa utilizam o end-point de 90% para suas
analises de resultados obtidos de testes de neutralizacdo (Niedrig et al., 1999; Johnson et al.,
2005; Santaella et al., 2005; Dobler et al., 2006; Sondgeroth et al., 2007) incentivou a
realizacdo de uma avaliagdo comparativa dos pardmetros de acuracia entre 0 micro PRNTsg e
0 micro PRNTgo. Para tal foi preciso, primeiramente, determinar os pontos de corte para o
PRNTgo € 0 micro PRNTg.

A construcdo de um histograma de frequéncia com os resultados dos 200 soros
submetidos ao PRNTy (figura 4.9) resultou em uma clara separagdo de soros com titulos de
anticorpos neutralizantes menores e maiores do que 2,9 Log;o mUI/mL, valor escolhido como
ponto de corte para classificar 0s soros como soronegativos e soropositivos, respectivamente.
O mesmo histograma foi feito com os resultados obtidos do micro PRNTy, (figura 4.10) e,
assim como ocorreu para 0 micro PRNTs, ndo foi possivel visualizar uma separacdo dos
soros negativos e positivos. Foram feitas analises das medidas de acuréacia do micro PRNTg
para diferentes pontos de corte (quadro 4.12) e o valor de 3,4 Log;o mUI/mL apresentou 0s
melhores resultados, com sensibilidade de 100%, especificidade de 94,7% e acurécia global
de 95%.

No entanto, soropositividade definida como titulos iguais ou acima de 3,4 Logio
mUI/mL ou 2512 mUI/mL maximizam sensibilidade e especificidade, mas classifica o
controle positivo — que possui 3,05 Log;o mUI/mL ou 1115 mUI/mL — como negativo (falso-
negativo). A andlise do desempenho do micro PRNTg com o ponto de corte de 3,0 Logio
mUI/mL resultou em um teste mais sensivel (quadro 4.12), porém, com especificidade menor
(e menor probabilidade de falso-negativos), resultando na classificagdo do M7/100 (controle
positivo) como verdadeiro-positivo.

O M7/100 é um padrdo in house diluido 100 vezes para que fosse possivel atribuir a
ele um valor exato para a concentracdo de anticorpos (dentro dos limites de deteccéo do teste)

guando submetido ao micro PRNTs,. Quando titulado como M7 (forma néo diluida) resultava
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em uma diluicdo correspondente ao end-point muito alta, ultrapassando o limite de
deteccdo do teste (maior do que 1:640).

Para a utilizagdo do micro PRNTg, deve-se avaliar a melhor combinagéo entre controle
positivo e o ponto de corte ideais (ver quadro 4.12). A escolha do ponto 3,0 Logig mUI/mL
resulta na perda de acuracia global, porém classifica verdadeiramente o padrdo in house
M7/100 como positivo para a presenca de anticorpos para FA. O ponto 3,4 Logi;o mUI/mL
fornece o melhor desempenho para o micro PRNTg, porém se faz necessario utilizar o padréo
in house em sua forma menos diluida ou ndo diluida, resultando em uma maior concentracdo
de anticorpos. Teoricamente, seria possivel utilizar o M7 e determinar o seu titulo dentro dos
limites de deteccdo do teste, considerando que o EP90 é mais restritivo e requer uma menor
diluicdo do soro para que este seja capaz de reduzir a infecciosidade viral em 90%. Sera
necessario titular o M7 submetido ao micro PRNTg, para confirmar esta hipotese.

As melhores medidas de acuracia encontradas para o0 micro PRNTgy sugeriram uma
avaliacdo da confiabilidade deste teste. Nas analises de repetibilidade, os CCls obtidos
(quadro 4.13) foram pouco diferentes entre as operadoras e superiores aos obtidos para o
micro PRNTSs (quadro 4.1). Os coeficientes de correlagdo de Pearson das duplas operadoras
também foram melhores, variando entre 0,76 e 0,84 (figuras 4.11, 4.12 e 4.13 e quadros 4.14,
4.15 e 4.16). Na analise de reprodutibilidade do micro PRNTg entre as trés operadoras, o CCI
obtido de 0,81 (quadro 4.17) e os valores dos coeficientes de correlacdo de Pearson que
variaram entre 0,82 e 0,84 (figura 4.14 e quadro 4.18) foram superiores as analises de
reprodutibilidade do micro PRNT .

Os pontos de corte do micro PRNTso € do micro PRNTy, que resultam no melhor
desempenho destes possibilitou fazer uma analise comparativa de acuracia entre eles (quadro
4.19). A avaliacdo dos valores obtidos mostra que a sensibilidade, a especificidade e a
acurécia global do micro PRNTg, foram superiores (100%; 94,7% e 95%, respectivamente) as
referentes do micro PRNTsq (91,1%; 72,9% e 78%, respectivamente).

Considerando que os 151 soros pré-vacinais eram realmente negativos para a presenca
de anticorpos neutralizantes contra FA, o melhor desempenho do micro PRNTg, pode ser
também observado pela anélise da classificagdo dos soros (tomando 3,4 Logio mUI/mL como
ponto de corte) onde 177 foram considerados soronegativos. Em contrapartida, o micro
PRNTs (utilizando 2,9 Logip mUI/mL como ponto de corte) classificou 110 como
soronegativos. Ja era esperado que a aplicacdo do end-point de 90% fornecesse um maior
numero de soros com resultados negativos por ser um end-point mais restritivo, portanto,

mais especifico. Esses resultados evidenciam a melhor acuracia do micro PRNTg.
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Os soros poés-vacinais do estudo dose-resposta apresentaram resultados (titulos de
anticorpos neutralizantes) mais heterogéneos, pois os individuos participantes do estudo
receberam diferentes doses da vacina. Vacinados que receberam dose vacinal baixa
apresentaram proporc¢do de soropositivos e titulos mais baixos daqueles que receberam doses
mais altas da vacina.

A decisdo se a forma de avaliacdo dos soros submetidos ao micro PRNT pelo Latev
sera modificada para o end-point de 90% deve ser cautelosa. Deve-se considerar que no caso
da FA, a qual ndo possui tratamento especifico (OMS, 2010) mas é uma doenca de notificacdo
obrigatoria (Vasconcelos, 2003) um instrumento de alta sensibilidade é importante quando o
teste objetiva identificar e fornecer cuidados de suporte aos casos. Por outro lado, um teste
especifico, o qual possui valor preditivo positivo elevado e menor probabilidade de se ter
falsos positivos reduz as chances de se colocar um individuo em risco por falta de anticorpos
protetores contra FA.

Este estudo mostrou a necessidade de se melhorar o micro PRNT. Modificacdes na
metodologia do teste e alteracdes relacionadas aos critérios de classificacdo dos soros
(utilizacdo do melhor ponto de corte e reducdo da infecciosidade viral de 50% ou 90%)
submetidos ao teste sdo pontos importantes a serem discutidos para melhorar a acuracia do
micro PRNT.
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6. CONCLUSOES

¢ Os Coeficientes de Correlacdo Intraclasse obtidos para a analise de repetibilidade das duplas
operadoras referentes ao micro PRNTs, variaram entre 0,62 e 0,76. Estes valores de
repetibilidade sdo considerados satisfatorios.

e O Coeficiente de Correlacdo Intraclasse para a avaliacdo de reprodutibilidade do micro
PRNTsy comparando os resultados obtidos das trés duplas operadoras foi de 0,72. A

reprodutibilidade do micro PRNTs, também se mostrou satisfatoria.

e O melhor ponto de corte para 0 micro PRNTsg foi de 2,9 Logig mUI/mL (ou 794 mUI/mL)
para a concentragdo de anticorpos neutralizantes contra febre amarela. Este valor apresentou
as melhores medidas de acuracia: sensibilidade de 91,1%, especificidade de 72,9% e acuracia
global de 78%.

¢ A andlise da curva ROC com os possiveis pontos de corte para 0 micro PRNTs ratificou o

valor de 2,9 Logio mUI/mL como aquele que confere o melhor desempenho para o teste.

e A comparacdo dos parametros de acuracia do micro PRNTso com 0 micro PRNTgg mostrou
que este Gltimo apresenta medidas de acurécia (sensibilidade de 100%, especificidade de

94,7% e acuracia global de 95%) superiores as referentes ao micro PRNTs.

e A acuracia do micro PRNT pode ser ampliada por meio de mudangas no processamento dos
soros e obtencdo das placas, e por alteracbes nos critérios de classificacdo nas leituras das

placas obtidas.
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8. ANEXOS
Anexo 1: Quadro com as médias dos resultados (expressos em Log;, X — reciproca da diluicdo),

desvios-padréo (DP) e coeficientes de variagdo (CV) das 9 rotinas do micro PRNT (96 pocos) dos 200
SOros.

Amostras | Meédias DP CV (%) | Amostras | Meédias DP CV (%)
20002 1,048 0,392 37,432 20631 0,957 0,515 53,796
20006 1,270 0,337 26,577 20632 1,957 0,358 18,279
20007 1,446 0,335 23,146 20633 1,183 0,471 39,859
20008 0,877 0,513 58,488 20636 1,250 0,527 42,191
20011 1,302 0,420 32,281 20639 1,480 0,451 30,476
20012 0,707 0,412 58,248 20644 1,590 0,446 28,018
20014 0,664 0,434 65,352 20660 2,278 0,306 13,416
20017 1,537 0,460 29,931 20747 1,377 0,393 28,554
20041 1,112 0,468 42,043 20749 1,353 0,412 30,445
20044 1,039 0,507 48,764 20750 2,539 0,188 7,401
20046 1,501 0,515 34,285 20753 1,814 0,232 12,791
20047 0,829 0,340 41,040 20761 1,811 0,331 18,300
20048 0,552 0,315 57,031 20762 0,665 0,264 39,703
20049 1,389 0,552 39,747 20763 2,309 0,289 12,535
20050 1,636 0,381 23,323 20774 0,965 0,438 45,419
20054 1,726 0,534 30,926 20775 2,436 0,227 9,312
20058 1,145 0,454 39,680 20778 1,677 0,367 21,905
20059 1,652 0,329 19,929 20786 2,776 0,081 2,932
20066 0,999 0,562 56,240 20787 2,387 0,214 8,959
20070 1,633 0,496 30,410 20793 2,242 0,158 7,063
20071 1,707 0,256 15,002 20801 1,209 0,586 48,485
20073 1,527 0,325 21,310 20804 1,143 0,394 34,429
20075 1,843 0,224 12,137 20831 1,416 0,546 38,555
20076 1,669 0,301 18,052 20832 1,978 0,187 9,470
20077 1,826 0,375 20,539 20835 2,803 0,014 0,507
20078 1,508 0,558 37,001 20840 2,205 0,422 19,126
20083 1,138 0,542 47,637 20845 1,727 0,390 22,608
20088 1,658 0,333 20,107 20850 2,634 0,154 5,853
20138 1,514 0,204 13,511 20871 2,719 0,105 3,853
20141 1,484 0,307 20,721 20885 2,617 0,220 8,419
20148 1,453 0,605 41,648 20886 2,413 0,250 10,345
20150 0,678 0,337 49,612 20898 1,462 0,355 24,289
20152 1,608 0,457 28,407 20901 2,305 0,272 11,787
20154 1,957 0,308 15,741 20919 2,697 0,210 7,790
20161 1,006 0,547 54,389 20952 1,922 0,394 20,496
20162 2,072 0,458 22,117 20959 1,840 0,344 18,684
20164 2,093 0,398 19,000 20966 1,869 0,336 17,987
20184 2,776 0,053 1,905 20970 0,857 0,469 54,754
20192 2,023 0,320 15,843 20981 1,593 0,219 13,776
20194 2,176 0,427 19,642 20984 1,666 0,337 20,247




20199 1,796 0,322 17,930 20996 1,372 0,532 38,790
20200 1121 0,531 47,331 21086 1,071 0,578 53,959
20203 1,676 0,402 23,974 21102 1,906 0,337 17,698
20208 1,979 0,277 13,986 21105 1,927 0,230 11,937
20217 2,810 0,000 0,000 21123 1,888 0,462 24,485
20218 2,795 0,026 0,922 21174 1,907 0,258 13,555
20258 1,553 0,330 21,257 21202 1,922 0,374 19,445
20259 2,123 0,459 21,630 21217 2,059 0,189 9,201
20263 2,009 0,257 12,797 21303 1,798 0,412 22,939
20267 1,732 0,635 36,673 21306 2,085 0,339 16,283
20275 1,055 0,549 51,990 21337 1,412 0,350 24,766
20345 2,629 0,164 6,222 21340 1,528 0,370 24,225
20347 1,736 0,476 27,403 21342 1,331 0,215 16,163
20348 1,569 0,556 35,437 21366 1,994 0,228 11,421
20351 1,499 0,526 35,122 21389 1,745 0,286 16,364
20353 1,987 0,555 27,938 21401 1,840 0,314 17,093
20356 1,475 0,585 39,648 21611 2,178 0,292 13,411
20358 2,202 0,308 13,973 21764 2,186 0,265 12,098
20366 1,701 0,551 32,382 21790 1,908 0,265 13,873
20368 1,662 0,456 27,421 21807 0,715 0,416 58,219
20370 1,302 0,670 51,460 21823 1,235 0,473 38,263
20377 1,436 0,277 19,322 21881 1,571 0,444 28,248
20380 1,947 0,394 20,257 21888 1,752 0,381 21,752
20381 1,903 0,357 18,745 21902 1,679 0,335 19,979
20387 1,569 0,306 19,495 21917 2,073 0,313 15,081
20389 1,763 0,327 18,545 21918 1,639 0,649 39,595
20393 1,260 0,459 36,397 21985 2,507 0,166 6,615
20395 1,572 0,245 15,598 22064 2,181 0,203 9,297
20396 2,015 0,157 7,811 22066 1,848 0,226 12,218
20400 1,715 0,382 22,266 22076 0,946 0,451 47,708
20406 1,846 0,299 16,183 22086 1,655 0,327 19,768
20407 2,263 0,267 11,790 22093 0,904 0,445 49,277
20408 1,197 0,402 33,542 22103 1,593 0,362 22,710
20412 1,456 0,536 36,828 22140 1,881 0,264 14,014
20415 1,469 0,493 33,604 22153 0,880 0,460 52,224
20419 1,422 0,521 36,642 22200 2,409 0,318 13,216
20421 2,114 0,187 8,831 22232 1,607 0,285 17,745
20426 2,066 0,233 11,275 22283 2,025 0,398 19,654
20439 2,454 0,233 9,502 22302 1,367 0,480 35,077
20441 2,096 0,296 14,105 22305 1,466 0,515 35,145
20448 1,367 0,319 23,343 22311 1,245 0,314 25,196
20450 1,259 0,395 31,361 22321 1,437 0,531 36,987
20453 2,807 0,010 0,343 22332 1,715 0,251 14,650
20457 1,073 0,468 43,623 22335 2,204 0,343 15,548
20458 2,199 0,159 7,233 22400 1,702 0,388 22,776
20501 2,795 0,038 1,371 22402 1,466 0,452 30,813
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20544 1,500 0,397 26,452 22414 1,016 0,492 48,416
20547 1,227 0,377 30,757 22419 1,006 0,417 41,391
20561 2,055 0,295 14,342 22429 1,687 0,296 17,555
20569 1,219 0,454 37,219 22476 2,132 0,232 10,897
20572 1,611 0,289 17,944 22487 1,608 0,247 15,352
20578 1,960 0,342 17,454 22488 2,039 0,298 14,625
20585 1,919 0,316 16,474 22493 2,765 0,136 4,907
20590 0,784 0,391 49,915 22502 2,576 0,216 8,385
20593 1,040 0,452 43,451 22571 1,578 0,266 16,869
20598 1,566 0,223 14,226 22596 2,050 0,308 15,007
20610 1,507 0,463 30,726 22601 1,658 0,291 17,538
20613 1,270 0,496 39,031 22604 2,134 0,183 8,589
20624 1,165 0,480 41,202 22623 1,289 0,298 23,120
20626 1,688 0,306 18,108 22634 1,292 0,419 32,397
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Anexo 2: Quadro com as médias dos resultados (expressos em Logi;, mUI/mL), desvios-padréo

(DP) e coeficientes de variacdo (CV) das 9 rotinas do micro PRNT (96 pocos) dos 200 soros.

Amostras Média DP CV (%) | Amostras Média DP CV (%)
20002 2,239 0,282 12,618 20631 2,149 0,428 19,913
20006 2,461 0,292 11,877 20632 3,148 0,230 7,314
20007 2,636 0,325 12,346 20633 2,374 0,376 15,834
20008 2,068 0,457 22,103 20636 2,441 0,486 19,925
20011 2,494 0,323 12,952 20639 2,671 0,370 13,846
20012 1,898 0,353 18,577 20644 2,782 0,431 15,503
20014 1,856 0,353 19,034 20660 3,470 0,206 5,931
20017 2,727 0,353 12,953 20747 2,568 0,372 14,466
20041 2,303 0,361 15,688 20749 2,544 0,328 12,908
20044 2,230 0,406 18,214 20750 3,730 0,143 3,830
20046 2,692 0,430 15,958 20753 3,005 0,192 6,379
20047 2,020 0,363 17,962 20761 3,002 0,217 7,223
20048 1,743 0,254 14,590 20762 1,856 0,339 18,269
20049 2,579 0,471 18,277 20763 3,501 0,181 5,164
20050 2,827 0,376 13,299 20774 2,156 0,431 19,982
20054 2,917 0,496 17,021 20775 3,627 0,121 3,333
20058 2,336 0,389 16,665 20778 2,868 0,312 10,870
20059 2,843 0,206 7,232 20786 3,965 0,139 3,507
20066 2,189 0,442 20,204 20787 3,578 0,203 5,680
20070 2,824 0,430 15,227 20793 3,433 0,191 5,568
20071 2,898 0,300 10,344 20801 2,401 0,579 24,097
20073 2,718 0,322 11,848 20804 2,334 0,298 12,757
20075 3,034 0,229 7,540 20831 2,607 0,438 16,795
20076 2,860 0,388 13,559 20832 3,169 0,148 4,661
20077 3,018 0,344 11,412 20835 3,991 0,146 3,651
20078 2,699 0,478 17,724 20840 3,396 0,382 11,259
20083 2,330 0,533 22,878 20845 2,918 0,312 10,679
20088 2,848 0,278 9,756 20850 3,825 0,097 2,544
20138 2,706 0,231 8,536 20871 3,910 0,193 4,947
20141 2,674 0,338 12,636 20885 3,808 0,195 5,118
20148 2,645 0,608 22,996 20886 3,604 0,155 4,299
20150 1,870 0,328 17,521 20898 2,653 0,303 11,415
20152 2,800 0,410 14,654 20901 3,497 0,179 5,121
20154 3,149 0,343 10,879 20919 3,886 0,209 5,375
20161 2,196 0,514 23,387 20952 3,113 0,289 9,280
20162 3,263 0,408 12,492 20959 3,031 0,412 13,579
20164 3,284 0,336 10,222 20966 3,061 0,288 9,407
20184 3,966 0,129 3,250 20970 2,047 0,463 22,626
20192 3,214 0,199 6,191 20981 2,784 0,157 5,628
20194 3,367 0,320 9,509 20984 2,857 0,274 9,596
20199 2,987 0,271 9,072 20996 2,563 0,419 16,364
20200 2,313 0,543 23,485 21086 2,262 0,471 20,833
20203 2,866 0,386 13,482 21102 3,097 0,306 9,889
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20208 3,170 0,236 7,446 21105 3,118 0,203 6,517
20217 3,998 0,154 3,856 21123 3,079 0,352 11,433
20218 3,984 0,152 3,806 21174 3,098 0,211 6,817
20258 2,744 0,366 13,328 21202 3,113 0,284 9,110
20259 3,313 0,368 11,108 21217 3,250 0,189 5,817
20263 3,200 0,207 6,463 21303 2,989 0,374 12,497
20267 2,923 0,562 19,236 21306 3,276 0,291 8,887
20275 2,246 0,419 18,639 21337 2,603 0,257 9,863
20345 3,820 0,143 3,752 21340 2,719 0,355 13,054
20347 2,928 0,440 15,019 21342 2,522 0,180 7,121
20348 2,760 0,549 19,896 21366 3,185 0,232 7,272
20351 2,692 0,547 20,319 21389 2,936 0,219 7,451
20353 3,178 0,504 15,848 21401 3,031 0,341 11,258
20356 2,666 0,678 25,432 21611 3,369 0,260 7,721
20358 3,393 0,286 8,424 21764 3,378 0,187 5,522
20366 2,893 0,519 17,944 21790 3,099 0,279 9,017
20368 2,852 0,400 14,022 21807 1,905 0,419 22,002
20370 2,494 0,577 23,120 21823 2,426 0,366 15,092
20377 2,627 0,237 9,021 21881 2,762 0,365 13,210
20380 3,138 0,395 12,581 21888 2,943 0,349 11,873
20381 3,094 0,255 8,243 21902 2,870 0,316 10,992
20387 2,760 0,357 12,949 21917 3,264 0,264 8,089
20389 2,955 0,347 11,740 21918 2,830 0,579 20,456
20393 2,453 0,488 19,888 21985 3,699 0,197 5,314
20395 2,763 0,291 10,546 22064 3,372 0,284 8,408
20396 3,206 0,249 7,760 22066 3,039 0,173 5,676
20400 2,906 0,293 10,096 22076 2,137 0,425 19,878
20406 3,037 0,239 7,871 22086 2,847 0,284 9,960
20407 3,454 0,212 6,136 22093 2,095 0,420 20,066
20408 2,388 0,480 20,099 22103 2,785 0,255 9,169
20412 2,649 0,597 22,535 22140 3,072 0,209 6,801
20415 2,661 0,473 17,778 22153 2,070 0,463 22,373
20419 2,613 0,493 18,863 22200 3,600 0,368 10,219
20421 3,305 0,203 6,132 22232 2,799 0,278 9,926
20426 3,257 0,260 7,992 22283 3,217 0,432 13,429
20439 3,644 0,238 6,531 22302 2,558 0,461 18,006
20441 3,287 0,237 7,207 22305 2,656 0,453 17,049
20448 2,558 0,273 10,676 22311 2,436 0,348 14,299
20450 2,450 0,428 17,465 22321 2,627 0,493 18,753
20453 3,995 0,154 3,866 22332 2,906 0,190 6,532
20457 2,265 0,437 19,276 22335 3,395 0,273 8,038
20458 3,390 0,146 4,297 22400 2,893 0,416 14,366
20501 3,984 0,150 3,771 22402 2,657 0,396 14,919
20544 2,691 0,288 10,708 22414 2,207 0,508 23,009
20547 2,418 0,434 17,958 22419 2,197 0,367 16,699
20561 3,246 0,253 7,784 22429 2,878 0,306 10,636
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20569 2,410 0,543 22,526 22476 3,324 0,181 5,435
20572 2,802 0,200 7,150 22487 2,799 0,247 8,832
20578 3,151 0,218 6,906 22488 3,230 0,287 8,888
20585 3,110 0,269 8,650 22493 3,953 0,150 3,797
20590 1,974 0,365 18,501 22502 3,766 0,209 5,538
20593 2,231 0,362 16,244 22571 2,769 0,203 7,343
20598 2,757 0,223 8,100 22596 3,241 0,237 7,316
20610 2,698 0,371 13,761 22601 2,849 0,225 7,899
20613 2,461 0,434 17,637 22604 3,326 0,127 3,819
20624 2,355 0,376 15,965 22623 2,480 0,185 7,442
20626 2,879 0,279 9,675 22634 2,483 0,458 18,444
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