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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM _MEDICINA TROPICAL

Angeélica Tapia de Lima Barbosa
A leptospirose é uma zoonose endémica no Brasil e no Estado do Rio de Janeiro caracteriza-

se como uma doenca infecciosa febril aguda, potencialmente fatal, principalmente na forma
pulmonar. Esta doenca tem manifestacdo proteiforme que requer diagnéstico diferencial com
varias doencas infecciosas endémicas, fato que torna seu diagndéstico dificil e complexo, em
especial nos periodos de epidemias. Entre estas doencas infecciosas, destaca-se a sindrome
pulmonar por hantavirus (SPH), uma zoonose emergente restrita & Américas, adquirida a
partir de roedores silvestres, cujo espectro clinico varia, de doenca febril aguda inespecifica a
quadros pulmonares e cardiovasculares mais graves e fulminantes caracterizados por
insuficiéncia respiratoria com letalidade de 40 a 60%. Considerando que ambas as zoonoses
tém os roedores como reservatorios e apresentam particularidades clinicas semelhantes,
principalmente com relacdo a forma pulmonar da leptospirose (FPL) e a SPH, torna
necessario o diagnostico diferencial em pacientes com quadro infeccioso agudo febril com
manifestacdo respiratoria procedentes de areas onde existam espécies de roedores silvestres
infectadas. Embora até a presente data nenhum caso de SPH tenha sido notificado no estado
do Rio de Janeiro, roedores silvestres infectados com virus Juquitiba, o genoétipo mais
frequentemente associado com a doenga humana no Brasil, ja foram identificados no territorio
fluminense, na divisa com os estados de Minas Gerais e S&o Paulo, onde ha casos de SPH,
reforcam a necessidade de estudos. A proposta desse estudo retrospectivo foi (i) analisar 0s
dados clinico-epidemioldgicos das amostras de casos suspeitos de leptospirose encaminhadas

para o Centro Colaborador da Organizacdo Mundial da Sadde para Leptospirose do Instituto
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Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, no periodo de 2008 a 2011 e (ii), investigar a presenca de
infecgdo por hantavirus, utilizando teste soroldgico - antigeno recombinante HANTEC, em
amostras de casos suspeitos, soronegativas para leptospirose, procedentes dos municipios do
estado do Rio de Janeiro, onde roedores infectados por hantavirus foram identificados.
Foram analisadas amostras de 108 casos suspeitos negativos sorologicamente para
leptospirose, sendo 88% das amostras provenientes do Laboratério Central Noel Nutels
(LACEN) e as demais procedentes de hospitais gerais. O sexo masculino correspondeu a
maioria, com 77% dos casos, numa faixa etaria predominante dos 20-29 anos e 30-39 anos.
Histdria epidemioldgica positiva para presenca de roedores foi verificada em 28.7% dos casos
e no periodo de maior precipitacdo pluviométrica, respeitando a sazonalidade da leptospirose.
Em relagcdo a andlise clinica, a frequéncia das manifestagdes foi: mialgia (87%), ictericia
(47.2%), andria (31.5%), oliguria (31.5%), cefaleia (18.5%), congestdo conjuntival (18.5%),
sinais hemorragicos (12%) e hemorragia pulmonar (6.5%). A andlise soroldgica dessas
amostras, que atenderam aos critérios de inclusdo para a pesquisa de hantavirus, mostrou-se
negativa. Embora mais estudos sejam necessarios, os resultados obtidos apontam para a
auséncia de infeccdo por hantavirus em amostras humanas de casos suspeitos de leptospirose
na forma pulmonar em um estado onde, curiosamente, o virus Juquitiba, identificado no
roedor reservatorio Oligoryzomys nigripes, se encontra, com base na analise filogenética,

separado dos outros hantavirus Juquitiba identificados no territorio brasileiro.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE
Angeélica Tapia de Lima Barbosa

Leptospirosis is an endemic zoonosis in Brazil and in the State of Rio de Janeiro that is
characterized as an acute, potentially fatal febrile infectious disease, especially in the
pulmonary form. This disease has a dynamic manifestation that requires differential diagnosis
with several endemic infectious diseases, due to its distribution in the same geographical
areas, a fact which makes its diagnosis difficult and complex, especially in periods of
epidemics. Among these infectious diseases , there is the hantavirus pulmonary syndrome
(HPS) , also known as hantavirus cardiopulmonary syndrome (HCPS) an emerging zoonosis
restricted to the Americas , acquired from wild rodents , whose clinical spectrum ranging
from acute febrile illness nonspecific more severe and fulminant pulmonary and
cardiovascular frames characterized by respiratory insufficiency with mortality 40-60 % .
Whereas both zoonoses have rodents as reservoirs and present similar clinical features, mainly
between the pulmonary form of leptospirosis (PFL) and HPS, differential diagnosis is
necessary in patients with acute febrile infection with respiratory manifestation coming from
areas where there are species of wild rodents. Although no cases of HPS have been reported
in the State of Rio de Janeiro, with infected wild rodents Juquitiba virus genotype most often
associated with human disease in Brazil, have been identified in Rio de Janeiro territory,
whose border with the states of Minas Gerais and S&o Paulo, where there are cases of HPS,
reinforces the need for studies. The purpose of this retrospective study was to (i) analyze the
clinical and epidemiological data of samples of suspected leptospirosis forwarded to the
WHO Collaborating Centre of the World Health Organization for Leptospirosis Institute
Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro cases in the period 2008-2011 and (ii) investigate the presence
of hantavirus infection using serologic testing - recombinant antigen in samples from
suspected cases , but laboratory negative for leptospirosis , coming from the municipalities of
the State of Rio de Janeiro , where rodents infected with hantaviruses have been identified .
108 suspected cases were serologically negative for leptospirosis, with 88% of the samples
from the Central Laboratory Noel Nutels (LACEN) and the other coming from General
Hospitals. Males comprised the majority with 77% of cases, a predominant age group of 20-
X



29 years and 30-39 years, positive for the presence of rodents in 28.7% of cases and in the
period of greatest rainfall epidemiological history, respecting the seasonality of leptospirosis.
In relation to clinical analysis, the frequency of events is: myalgia (87%), jaundice (47.2%),
anuria (31.5%), oliguria (31.5%), headache (18.5%), conjunctival injection (18.5%), signs
bleeding (12%) and pulmonary hemorrhage (6.5%). Serological analysis of these samples,
which met the inclusion criteria for the detection of hantavirus was negative. Although more
studies are needed, the results point to the absence of hantavirus infection in human
specimens in a state where, interestingly, the Juquitiba virus identified in rodent reservoir
Oligoryzomys nigripes, is based on phylogenetic analysis, separate from other Juquitiba
identified hantavirus in Brazil.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Saude, a situacdo epidemioldgica das doengas infecciosas no
Brasil pode ser resumida em trés grandes tendéncias quanto & sua incidéncia:

(i) Doencas transmissiveis infecciosas com tendéncia decrescente, como poliomielite,
difteria, Doenca de Chagas, hanseniase, entre outras.

(ii) Doencas infecciosas com quadro de persisténcia como, por exemplo, a maléria,
tuberculose, meningites, febre amarela, hepatites, esquistossomose, entre outras.

(iii) Doencas infecciosas emergentes e re-emergentes que incluem as doencas que
foram introduzidas ou re-emergiram no Brasil durante as Gltimas duas décadas, destacando-se
a AIDS, a sindrome pulmonar por hantavirus (SPH), dengue, colera e leptospirose. (Tavares,
W. e Marinho, L.A.C 2007).

A SPH e a leptospirose, especialmente na forma com manifestacdo pulmonar, fazem
parte de um conjunto de doencas para quais as estratégias adotadas ainda ndo apresentaram 0s
resultados esperados, cuja andlise atual da situacdo aponta para a necessidade de
sensibilizacdo dos profissionais, assim como de uma organizacdo mais eficiente e integrada
dos servigos que compdem a complexa rede de assisténcia e de vigilancia laboratorial
associada a satde publica. (MS/SVS 2010).

Como esperado, a problematica possivelmente envolve questdes de diferentes origens.
Uma delas esta relacionada as modificacGes climaticas, comportamentais e socio-econémicas,
que nas ultimas décadas tém determinado um maior contato entre o agente e seu hospedeiro.
A outra estad relacionada com o amplo espectro clinico das infec¢bes por hantavirus e
leptospiras, assim como a similaridade clinica e epidemioldgica destes agravos seja entre eles
mesmos e com doengas infecciosas consideradas endémicas no Brasil como dengue, malaria,
entre outros. Neste contexto, ndo raramente o diagndstico diferencial destas doengas
infecciosas passa a ser muito dificil e complexo. (MS/SVS 2009).

Apesar de aproximadamente 1600 casos de SPH terem sido notificados até o presente
ano: dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) demonstram que
apenas 14 dos 27 estados brasileiros sdo responsaveis por estas notificagcdes. O estado do Rio
de Janeiro se manifesta, até 0 momento, como uma zona silenciosa na notificacdo de casos de
SPH.(www.portal.saude.gov.br)

Na infeccdo por hantavirus, assim como em outras doengas infecciosas, a proporgao
de individuos infectados com sintomatologia (doenca clinica) representa apenas a minoria,
enquanto aqueles individuos assintomaticos (doenga subclinica) representam uma proporcgao

bem maior. O conceito do “iceberg” nos permite entender, que a ponta do “iceberg” e a
1



superficie abaixo demonstram a relacdo existente entre 0 nimero de individuos infectados
com e sem sintomas clinicos. A partir deste conceito, espera-se que o nimero de individuos
com sorologia positiva para hantavirus seja muito maior do que o numero de casos
diagnosticados com SPH (Campos et al. 2003). Diversos inquéritos sorologicos para
hantavirus através da pesquisa de anticorpos da classe 1IgG com a utilizacdo da proteina N
recombinante do virus Araraquara (ARQV) foram realizados em territéro nacional,
evidenciando a circulagdo do virus em todas as regides do Brasil, na auséncia de doenga
prévia associada (Hindrichsen et al 1993, Lima et al. 2011, Souza et al. 2011, Badra et al.
2012, Gimague et al. 2012, Pereira et al. 2012, Limongi et al. 2013, Santos et al. 2013).
Considerando os dados apresentados acima, fica evidente que a vigilancia sindromica
é uma estratégia da vigilancia epidemioldgica que, com base na andlise de um conjunto de
manifestacdes clinicas comuns a varias doencas, auxilia, oportunamente, na identificacdo
etioldgica de casos, contribuindo para a adogédo precoce e precisa de medidas de controle. Esta
vigilancia das doengas infecciosas tem um papel fundamental na evolugéo da doenga, uma
vez que o diagndstico precoce e a terapéutica direcionada modificam o desfecho do paciente
(Medronho 2009). Assim, a avaliacdo clinica correta diante do quadro de sindrome febril
aguda, com manifestacdo respiratoria em paciente com fator de risco para leptospirose e
hantaviroses, passa a ser um grande desafio para os profissionais da area da salde uma vez
que outras doencas durante os periodos de epidemias, como dengue e influenza, passam a ser

negligenciadas.

Leptospirose

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial, com grande importancia social
e econdmica. Nos Ultimos anos tem sido identificada como uma das doencas infecciosas
emergentes de importancia global (Barthi et al. 2003) e significativa complexidade (Vinetz et
al 2005).

No Brasil, a leptospirose € uma doenca endémica e, eventualmente, epidémica em
periodos chuvosos, principalmente nos centros urbanos com grande aglomeracao
populacional associada a condic¢Oes inadequadas de infra-estrutura sanitaria e infestacdo de
roedores. (Levett,2001). E uma doenca de notificagdo compulséria, mas admite-se que o
numero de casos seja subestimado em decorréncia das dificuldades de diagnostico das formas
mais brandas da leptospirose que podem ser confundidas com outras doengas febris agudas.

As leptospiras pertencem a ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae e género

Leptospira. S&o bactérias que ndo tém categorizagdo como bactérias Gram negativas nem
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como Gram positivas e exibem movimentos caracteristicos de rotacdo e translacdo. Tem
morfologia espiral, longa e flexivel, 0,2um de largura por 6 a 20 um de comprimento e
apresentando em uma de suas extremidades uma forma de gancho. Apesar do crescimento in
vitro ser fastidioso, podem ser cultivadas em meios liquidos, semi solidos e sélidos, numa
temperatura ideal de 28-30°C (Faine 1982).

Sob o ponto de vista taxondmico, a complexidade do género é historica e cientifica. A
classificacdo molecular ndo corresponde ao sistema de classificacdo soroldgica. Com base na
homologia DNA-DNA sao hoje identificadas e nomeadas 20 espécies pertencentes ao género
Leptospira. Novos métodos de identificagdo da bactéria com base na analise genémica tem
ajudado na compreensdo da epidemiologia da leptospirose (Levett 2007). A sorotipagem se
baseia na estabilidade de antigenos expressos na superficie da bactéria e nas reacGes antigeno-
anticorpo, determinadas no teste de aglutinacdo microscopica (MAT) com absorcao cruzada.
O termo sorotipo foi substituido pela designacdo sorovar, que é definido como a unidade
taxondmica basica e € representada por uma cepa de referéncia (WHO, 2003). Atualmente,
séo reconhecidos mais de 200 sorovares de leptospiras patogénicas e aproximadamente 60 de
vida livre (Manson's 2009).

Epidemiologia da Leptospirose

O clima tropical é mais favoravel a sobrevivéncia da bactéria no ambiente e,
consequentemente, ao contato do homem com as fontes de infec¢do. A infeccdo humana
resulta da exposicdo direta ou indireta a urina de animais infectados. A leptospirose ocorre
apos infeccdo por leptospiras patogénicas. O principal reservatério é constituido pelos
roedores sinantropicos, das espécies Rattus norvegicus (ratazana ou rato de esgoto), Rattus
rattus (rato de telhado ou rato preto) e Mus musculus (camundongo ou catita). As situacdes de
exposicao ao risco podem estar ligadas a atividades ocupacionais, recreativas ou esportivas. O
perfil do paciente é o individuo adulto do sexo masculino, na faixa etaria de 20-45 anos,
residente em area urbana, de ocupacdo ou profissdo variada e que relata inundagdes e/ou
presenca de roedores peridomiciliares ou no local de trabalho (Pereira & Andrade 1988;1990).

O impacto das epidemias urbanas motivou as primeiras investigacdes epidemioldgicas
sistematizadas, baseadas em inquéritos soroldgicos e bacterioldgicos, que comprovaram a
circulacdo da bactéria em animais portadores e taxas de prevaléncia de anticorpos em grupos
populacionais expostos ao risco contribuindo, consequentemente, para uma grande proporcao
dos casos notificados e/ou confirmados no pais (Ko et al. 1999, Kupek et al. 2000, Romero et

al. 2003). Apesar de ser considerada uma doenca emergente, as séries historicas mais
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recentes ndo evidenciam, com clareza, a tendéncia de aumento de incidéncia ou no nimero de
casos (Gouveia et al 2008, Coura 2013).

Patogenia da Leptospirose

A patogenia da leptospirose compreende uma sequéncia de eventos comprovados e
potenciais que envolvem rapida invasdo tissular pela bactéria com alteracdes fisiopatoldgicas
em diversos Orgaos e sistemas, a partir da resposta imune adaptativa que culmina com a
eliminacdo do agente etioldgico dos tecidos e liquidos orgénicos. Diversos fatores de
viruléncia conhecidos estdo relacionados com as propriedades de adesdo, invasao,
colonizacdo e toxicidade de leptospiras (Goncalves-de-Albuquerque et al. 2012).

Em um grande surto epidémico ocorrido no estado do Rio de Janeiro, em 1988, foram
identificados os primeiros casos graves marcados pela presenca de hemorragia pulmonar e
insuficiéncia respiratoria, como manifestaces mais proeminentes e fatais da leptospirose
(Goncalves et al. 1992). O comprometimento pulmonar pode estar presente tanto na forma
anictérica quanto na ictérica da leptospirose, variando entre 20-70%, na qual clinicamente é
possivel verificar, consequentemente, tosse, dispneia, dor toracica, hemoptise e, em casos
mais graves, insuficiéncia respiratoria (Marotto et al. 1999; Gulati et al 2012).

Caracterizada por uma hemorragia pulmonar intra-alveolar, observa-se espessamento
dos septos alveolares, com aumento no numero de células mononucleares e escassez de
leptospiras tipicas nos locais adjacentes as lesdes tissulares no pulmdo tanto em humanos
qguanto em modelos experimentais (Nicodemo et al. 1997, Pereira et al. 1998, Nally et al.
2004, Croda et al. 2010, Brito et al. 2013, Goncalves-de-Albuquerque et al. 2014).

Critérios para defini¢do de caso de forma pulmonar da leptospirose (FPL)

H& uma tendéncia recente a se caracterizar uma nova forma de evolugdo clinica da
leptospirose, a forma pulmonar grave da leptospirose (FPGL). Todavia, ainda ha davidas se
constitui, de fato, uma individualidade clinica ou se representa apenas uma complicagédo
pulmonar especifica que ocorre na evolugdo da forma ictérica ou leptospirose grave (Coura
2013).

Segundo alguns autores, 0 comprometimento pulmonar na FPGL aumenta a taxa de
letalidade para 60-70%. A evolucgéo é rapida e o Obito pode acontecer em menos de 72 horas,
apos inicio dos sintomas respiratérios, muitas vezes sem que o paciente tenha desenvolvido
ictericia ou insuficiéncia renal (Trevejo et al.1995, Silva et al. 2002). Tipicamente, 0S
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sintomas respiratorios surgem entre o quarto e sexto dia, com um quadro inicial considerado
leve ou moderado que, subitamente, evolui para dispneia e insuficiéncia respiratéria
acompanhada de hemoptise franca e intensa. O diagndstico se estabelece, conjuntamente, pela
presenca de alteracBes radiologicas, como condensacfes alveolares, segmentares, em lobos
inferiores e periféricos, hemoptise e hipoxemia (Silva et al. 2002, Dolhnikoff et al. 2007,
Marchiori et al 2011).

A fatalidade € na maioria das vezes inevitavel, porém relatos de casos sugerem que 0
diagnostico e intervencdes precoces podem melhorar o prognostico da FPGL (Silva et al.
2002).

Manifestacdes Clinicas

E uma doenca infecciosa sistémica febril aguda, potencialmente grave, que apresenta
manifestacdes clinicas muito variaveis. Na maioria dos casos 0s pacientes tém evolucao aguda
e autolimitada, com sintomatologia inespecifica semelhante “sindrome gripal”, ndo evoluindo
com ictericia ou outras morbidades. Aproximadamente 90% dos casos sintomaticos
apresentam a forma mais branda e anictérica da doenca e 10-15% dos casos evoluem para a
forma grave com ictericia rubinica, insuficiéncia renal aguda e diatese hemorrégica, o que
caracteriza a sindrome de Weil (WHO 2003).

O periodo médio de incubacdo € de sete a 14 dias, podendo variar de dois a 30 dias.
Tipicamente apresenta um carater bifasico, com uma primeira fase denominada também de
fase de bacteremia, que corresponde a disseminacao das bactérias na corrente sanguinea e nos
tecidos que perdura por 4 a 7 dias. A segunda fase, ou fase imune, inicia-se com o
aparecimento de anticorpos e dura aproximadamente 10 a 30 dias e as leptospiras sdo
eliminadas na urina de modo intermitente (Levett 2001). A Figura 1.1 demostra a natureza

bifasica da leptospirose.
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Figura 1.1 Natureza bifasica da leptospirose (Levett 2001)

Mais recentemente, a literatura tem apresentado relatos de casos de leptospirose com
comprometimento pulmonar que pode se manifestar como uma pneumonia intersticial sem
critérios de gravidade, ou em casos mais graves, como sindrome da angustia respiratdria do
adulto (SARA) (Brasil/MS 2009) Curiosamente esta forma clinica da leptospirose, FPGL,
geralmente ndo cursa com alteragdes nas funcdes renal ou hepatica. Entre doencas infecciosas
gue evoluem com quadro respiratorio, a FPGL pode ser confundida com a hantavirose, uma
doenca que também esta relacionada a exposicdo a roedores. A incidéncia de FPGL tem
aumentado e tem sido considerada a principal causa de 6bito por leptospirose no Brasil
(Dolhnikoff et al. 2007, Cobrum 2012).

Diagnostico Clinico Diferencial e Laboratorial

A importancia de exclusdo de algumas doencas infecciosas no diagnostico diferencial
depende da incidéncia das mesmas na regido. Dentre os agravos infecciosos, no caso de
leptospirose anictérica o diagnostico diferencial deve ser feito poliomiosite, coxsakiose,
dengue, influenza (gripe), meningoencefalite a liquor claro, infec¢do urinaria, piomiosite
tropical. No caso de leptospirose ictérica, deve ser feito com hepatites agudas virais, febre
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amarela, dengue, sepse, malaria por Plasmodium falciparum, colecistite aguda, febre tifoide e
hantavirose. No caso da forma pulmonar grave de leptospirose, devemos diferenciar de
pneumonias atipicas e tipicas graves e a Sindrome Pulmonar por Hantavirus. (Tavares, W. e
Marinho, L.A.C 2007).

A confirmacdo diagndstica deve ser realizada por meio de testes especificos, todavia,
alguns pardmetros observados nas analises laboratoriais inespecificas e radiologicas
convencionais auxiliam no raciocinio diagnéstico (Brasil/MS 2009).

A confirmacéo laboratorial do caso suspeito é baseada na demonstracdo da presenca
de leptospiras, fragmentos de DNA ou detec¢do de anticorpos especificos. Assim a coleta de
amostras deve ser realizada de acordo com a probabilidade de deteccdo do agente em
correlagdo com a fase da doenca (Levett 2001).

O cultivo de leptospiras a partir do sangue ou liquor e a reacdo da polimerase em
cadeia (polymerase chain reaction — PCR) sdo positivos na primeira semana de doenca, na
fase aguda, denominada de bacteremia. Nesta fase os testes sorol6gicos podem ser negativos
ou apresentarem baixos titulos. A partir da segunda semana, as leptospiras e fragmentos de
DNA sdo encontrados na urina e os testes soroldgicos podem ser positivos. Métodos de
biologia molecular tem auxiliado no diagnostico precoce (Balassiano et al, 2012). Imuno-
histoquimica e testes baseados em PCR sdo os métodos mais utilizados para confirmacao de
casos post mortem (MS/FUNASA 2002, WHO 2003).

O diagnostico da leptospirose é realizado rotineiramente por métodos soroldgicos,
sendo ELISA-IgM e aglutinacdo microscopica (microscopic agglutination test-MAT) os testes
mais utilizados. Os testes de ELISA-IgM s@o mais simples e estdo disponiveis no mercado. O
MAT é um teste quantitativo considerado de alta complexidade porque envolve manutencédo
de cepas. Devido as caracteristicas de sensibilidade e especificidade o MAT é o padrdo-ouro
recomendado por especialistas nas diversas publicacoes da OMS. S&o utilizados painés
contendo diversas cepas de referéncia, com o propdsito de propiciar a detec¢do de infeccBes
causadas por sorovares incomuns ou ndo descritos na regido (WHO 2003).

A interpretagdo dos resultados de testes soroldgicos deve ser sempre baseada no
exame de amostras sequenciais. O pareamento é importante para detectar soroconversdo
(resultado negativo na primeira amostra e reagente na segunda ou variagdo de quatro vezes
nos titulos entre duas amostras em testes quantitativos). Normalmente, os anticorpos séricos
surgem na leptospirose a partir do sétimo dia de evolucdo da doenca, sendo um exame pouco
sensivel na fase aguda. E muitos pacientes com a forma pulmonar evoluem para 6bito sem
diagnostico sorologico definitivo. As amostras devem ser coletadas com intervalo de 10 a 14
dias e a sorologia negativa na fase inicial ndo exclui a hipotese diagnostica (Levett 2001).
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A leptospirose, principalmente na forma pulmonar se manifesta como uma sindrome
infecciosa grave, denominada Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica secundaria a
infeccdo por Leptospira spp. Tal conjunto de sinais e sintomas relacionados a um evento
infeccioso pode ser considerado sepse e trata-se de uma urgéncia infecciosa. Por isso,
biomarcadores tem sido utilizados na fase inicial para contribuir na avaliacdo diagndstica e
prognostica. Dentre outros, podemos citar a procalcitonina, esta entre os marcadores de sepse
mais promissores, capazes de complementar os sinais clinicos e parametros laboratoriais de

rotina sugestivos de infeccdo grave (Sudhir et al 2011, Chirathaworn et al 2014).

Tratamento e Medidas Preventivas

A conduta terapéutica depende da gravidade do caso. Pacientes com manifestacdes
mais brandas podem ser tratados sintomaticamente, mas devem ser observados quanto aos
sinais de gravidade. Casos mais graves precisam de internacdo hospitalar e terapia de suporte
intensiva visando ao equilibrio hidroeletrolitico e &cido-basico. Recomenda-se o tratamento
com antimicrobianos nas formas graves da doenca até o quinto dia, embora haja controvérsias
quanto a eficacia do tratamento instituido apds os quatro primeiros dias de doenca (Watt et al.
1988, Katz et al. 2001, Guidugli et al 2000, Panaphut et al. 2003). Recomenda-se a
administracdo de penicilina G cristalina endovenosa ou ampicilina por um periodo de cinco a
sete dias. Estudos demonstraram que a ceftriaxona é semelhante a penicilina na eficacia de
tratamento (Panaphut el al 2003). A doxiciclina é recomendada para o tratamento profilatico e
nos casos leves pode ser usada assim como a amoxacilina (Guidugli et al. 2000, Brasil/MS
2009, Brett-Major et al 2009). A ocorréncia da reacdo de Jarisch-Herxheimer é rara e nao
deve inibir o uso de antibidticos. Mesmo com tratamento adequado, alguns pacientes podem
evoluir com complicacoes graves (Friedland et al .1991, Guerrier et al 2013).

A maioria dos pacientes recupera-se completamente e alguns fatores prognosticos
relacionados a mortalidade ja foram descritos, tais como dispneia, oliguria, infiltrado alveolar,
anormalidade cardiacas de repolarizacdo e leucocitose (Dupont et al 1997).

As medidas de prevencdo e de controle devem ser direcionadas ndo somente aos
reservatorios, mas, também, a melhoria das condicoes de protecéo dos trabalhadores expostos,
a melhoria das condicoes higienico-sanitarias da populacdo e as medidas corretivas no meio
ambiente, com o objetivo de reduzir a capacidade desses fatores como suporte para instalagéo
e proliferacdo de roedores (MS/SVS 2010).



Hantaviroses

As infecgOes causadas por hantavirus apresentam distribuicdo mundial e constituem
um importante problema de satide plblica em muitas areas da Asia e Europa. Nas Américas,
estdo associadas com uma nova zoonose, a Sindrome Pulmonar por Hantavirus (SPH), um
prototipo do grupo de doencas infecciosas consideradas emergentes. Esta nova doenca foi
descrita, inicialmente em 1993, na regido sudoeste dos Estados Unidos (EUA) ap6s uma
epidemia inesperada de pneumopatia infecciosa grave (MMWR 1994), Nolte et al. 1995,
Elliot et al. 1994) cujo agente etioldgico foi denominado hantavirus Sin Nombre. A partir de
entdo, novos hantavirus e casos da SPH tém sido continuadamente descritos em outras regides
do continente americano como Choclo no Panama, Andes na Argentina, Rio Mamoré na
Bolivia e Laguna Negra no Paraguai (Levis et al. 1995;1998, Johnson et al. 1997, Nolte et
al.,1995, Figueiredo et al. 2014). A figura 1.2 mostra a distribuicdo dos hantavirus e seu

roedor-reservatorio.
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Figura 1.2 Mapa da América do Sul evidenciando distribuicdo dos hantavirus causadoresn de SPH e seu
roedor-reservatoério (Figueiredo LTM et al Virus Research 2014)

No Brasil, também a primeira descricdo ocorreu em 1993, quando, foi possivel
identificar os primeiros trés casos - somente um sobreviveu — em Juquitiba, estado de S&o

Paulo. O primeiro hantavirus, no territério brasileiro, denominado virus Juquitiba, foi
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identificado posteriormente ndo somente em amostras humanas, mas também em amostra do
roedor silvestre reservatorio Oligoryzomys nigripes (Silva VM et al 1997 Johson et al 1999).
Em sequéncia, foram identificados outros hantavirus causadores da SPH no Brasil como
Araraquara, Anajatuba, Castelo dos Sonhos, Laguna Negra-like e Rio Mamore associados,
respectivamente, com roedores das espécies Necromys lasiurus, Oligoryzomys fornesi,
Oligoryzomys utiaritensis, Callomys callidus e Oligoryzomys microtis (Suzuki et al. 2004,
Rosa et al. 2005, Oliveira et al. 2009, Firth et al. 2012, Guterres et al.,2013). Em adigéo,
novos hantavirus considerados nao patogénicos - Rio Mearim e Jabora - tém sido
identificados, até a presente data, apenas em espécies de roedores silvestres; Rio Mearim, em
roedor Holochilus sciureus e Jabora, em Akodon spp (Travassos et al 2010, Oliveira et al.
2011)

Constituido por mais de 80 virus geneticamente relacionados e amplamente dispersos
no Mundo, os hantavirus sdo virus esféricos, envelopados, pertencentes ao género Hantavirus,
familia Bunyaviridae, transmitidos ao homem, principalmente, através da inalacdo de
particulas virais presentes em aerossois formados a partir de secrecbes e excrecdes de
roedores. Os hantavirus sdo virus de fita simples RNA trissegmentados - um segmento
grande (L), de aproximadamente 6500 nucleotideos que codifica uma RNA polimerase viral,
um segmento médio (M), com 3600 a 3800 nucleotideos que codifica as glicoproteinas G1 e
G2 do envelope viral e 0 segmento pequeno(S), com cerca de 1700 a 2100 nucleotideos que
codifica a proteina N do nucleocapsideo, de polaridade negativa, medindo 80-120 nm
(Gonzales-Scarano F et al 1990, Schmaljohn et al. 1997, Nichol 2001).

Epidemiologia da SPH

O mecanismo habitual de infeccdo humana ocorre a partir do intimo contato do
homem com roedores silvestres, pela inalacdo de aerossoéis que sdo formados a partir de urina,
fezes e saliva de roedores infectados (Brasil/MS 2009). Um destaque deve ser feito para a
possibilidade de transmissdo inter-humana, como relatado em um surto causado no Sul da
Argentina, pelo virus Andes (Wells et al 1997). A figura 1.3 demonstra o ciclo de transmissao
do hantavirus.

Roedores silvestres sdo 0s principais reservatérios de hantavirus, no Hemisfério Sul
sdo pertencentes a subfamilia Sigmodontinae. Os hantavirus tém sua evolugdo intimamente
relacionada com a de seus animais reservatorios, evento que determina a especie-

especificidade entre a variante viral e a espécie de roedor (Spiropoulou et al. 1994, Plyusnin et
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al. 1996). No territorio nacional, dentre as diferentes espécies de roedores envolvidos na
transmissdo, Oligoryzomys nigripes se encontra distribuido em quatro &reas endémicas (S&o
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) e em areas sem ocorréncia de casos
humanos (Rio de Janeiro e Espirito Santo). A espécie O. nigripes habita florestas primarias e
secundarias na Mata Atlantica e € uma das principais espécies oportunistas que se instala em
areas rurais (D Andrea PS 2007).

Dados mais recentes do Ministério da Saude desde os primeiros registros em 1993, até
0 ultimo ano de 2013, mostrou que foram notificados mais de 1.600 casos de SPH, com 40%
de ébitos, distribuidos entre 14 estados com a maioria das notificacdes nos estados de Minas
Gerais, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo. No Rio de Janeiro, embora até a presente data ndo
tenha sido notificado qualquer caso de SPH, existe, além da evidéncia sorol6gica de
circulacdo em populacdo humana, a identificagdo do Juquitiba hantavirus (JUQV) em roedor
silvestre reservatorio O. nigripes, tanto na regido serrana quanto na regido sul fluminense
(Lemos ERS Comunicagéo Pessoal, Oliveira et al. 2009). Em relagio ao estudo em humanos,
em 2003, 9,3% das amostras de casos suspeitos de leptospirose apresentaram reatividade
soroldgica para hantavirus (Lemos et al. 2003) e, mais recentemente, em um estudo realizado
por Lamas e colaboradores foi possivel identificar 1,6% de reatividade de anticorpos para
hantavirus em pacientes com infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) na
regido de Jacarepagud, Rio de Janeiro (Lamas et al. 2013)

A primeira evidéncia soroldgica em humanos foi reportada durante uma epidemia de
leptospirose em Recife em 1990 (Hindrichsen et al. 1993) e partir dai diversos inquéritos

sorol6gicos foram realizados.

Transmissio das hantaviroses

Rt‘edul ml‘e-_udo
CIOMCamenie

. —“'“ Inalagio dos virus de excretas,
lambem por contale com membranas particularmente urina
mucosas ou ferimentos em pele

’k:g-i

Figura 1.3 Transmissdo do hantavirus (adaptado Pincelli 2003)
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Patogénese da SPH

Apesar do conhecimento da patogénese da SPH ainda ser incipiente, estudos
demonstram que os hantavirus americanos utilizam B3 integrinas como receptores para
infectar as células, agindo como aderéncias juncionais que unem ceélulas endoteliais e
integram a barreira alvéolo-capilar (Gravilovskaya et al.1998). Desta forma, ocorre, 0
rompimento da barreira das células endoteliais ao fluido vascular com consequente aumento
da permeabilidade vascular com extravasamento de plasma para o espaco intersticial
(Gravilovskaya et al. 2012, Gorbunova et al. 2010, Shrivastava-Ranjan et al. 2010).

Apo6s a invasdo das células endoteliais e de macrofagos, ocorre replicacdo do
hantavirus com disseminacdo das particulas virais que podem ser encontradas em tecidos
pulmonares, renais, cardiacos, hepaticos e esplénico, entre outros (Zaki et al. 1995). Apos
infeccdo ocorre intensa resposta inflamatéria ao virus, com grande quantidade de células
produtoras de citocinas, com producéo de interleucina IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, fator de
necrose tumoral (TNF)-a, TNF-B e interferon —y. Adicionalmente, linfocitos TCD4 ¢ TCD8
tém sido isolados de tecido pulmonar de necropsias de pacientes com SPH. (Ennis et al. 1997,
Mori et al. 1999, Simmons & Riley 2002). Aspectos adicionais da patogénese da SPH
demonstraram dano ao miocardio com miocardite tipica que poderia ser responsavel pela
depressdo miocardica e choque cardiogénico, evento que levou a denominacdo desta
hantavirose também como a sindrome cardio-pulmonar por hantavirus (SCPH) (Saggioro et
al. 2007).

Critérios para Definicdo de Caso de SPH

A definicéo de caso suspeito de SPH consiste em uma doenca febril aguda com sinais
de insuficiéncia respiratoria aguda de etiologia ndo definida ou Obito por insuficiéncia
respiratdria aguda, em um contexto epidemiol6gico para exposi¢cdo ao hantavirus, na primeira
semana de doenca. A doenca humana depende do intimo contato com roedores, como ocorre
em areas rurais com alta densidade desses animais, como paidis de fazenda, galpdes de
armazenamento de grdos, pordes ou sotdos de casas velhas ou abandonadas, durante
campanhas militares ou em é&reas periurbanas com grande aglomeracdo populacional,
construidas ao lado de matas ou outros ambientes silvestres.
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Trata-se de uma doenga febril aguda com histérico de exposicdo a uma situacao de
risco ocorrida nos ultimos 60 dias que antecedem o inicio dos sintomas. Entende-se por risco:
(@) exposicdes a atividades de risco para a infeccao por hantavirus; ou (b) existéncia de
populacao de roedores silvestres e/ou condi¢cdes ambientais favoraveis ao seu estabelecimento
(Brasil/ MS2009).

As hantaviroses tém sido também consideradas doengas de carater profissional, sendo
determinados grupos mais acometidos por esta zoonose, tais como fazendeiros, engenheiros
agronomaos, veterinarios, gedlogos, bidlogos. No Brasil, aproximadamente 50% das infeccGes

ocorreram em individuos ligados as atividades agropecuérias (EI-Khoury M).

Manifestacdes Clinicas

O quadro clinico da SPH pode variar desde forma assintomatica até um quadro
semelhante a gripe por Influenza, com febre, mialgia, sintomas gastrointestinais como
nauseas, vomitos e diarreia, cefaleia e dor lombar e abdominal. Ap6s um periodo de
incubacdo médio de 15 dias, o quadro pode evoluir rapidamente para a insuficiéncia
respiratéria (Young et al, 2000). A presenca de tosse seca leva a suspeita de evolugdo do
quadro inicial para fase clinica mais grave, denominada fase cardiopulmonar. Durante a fase
cardiorrespiratéria observamos tosse seca, acompanhada de taquicardia, taquidispneia e
hipoxemia, decorrente da infiltracdo de liquido e proteinas no intersticio e nos alvéolos
pulmonares. Essas manifestacdes podem ser seguidas por rapida evolucdo para edema
pulmonar ndo cardiogénico, hipotensao arterial e consequente choque circulatério, com indice
cardiaco baixo e uma resisténcia vascular sistémica aumentada. O 6bito pode ocorrer em
poucas horas ou entre 4 a 6 dias, ap6s o inicio da faléncia respiratoria, mesmo em individuos
submetidos ao suporte ventilatério precocemente (Ketai et al, 1994, Nichol et al 2001). O
prognoéstico € ruim e a taxa de letalidade pode alcancar 40%. Quando o reconhecimento da
sindrome é realizado de forma precoce e a terapia de suporte adequadamente conduzida, com
base na necessidade de drogas inotropicas e cuidado na reposicdo hidrica, a taxa de
sobrevivéncia tem alcancado percentuais de 70-80% (de Rosa et al, 2012).

Diagnostico Clinico Diferencial e Laboratorial

A SPH deve ser diferenciada de numerosas outras doencgas infecciosas agudas que,
frequentemente, ocorrem, de forma endémica, em varios paises americanos. Dentre as
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doencas que devem ser incluidas no diagndstico diferencial da SPH podemos citar: influenza,
pneumonia pneumocdccica, pneumonia aspirativa, legionelose, pneumonia estafilocdccica,
pneumonia por Mycoplasma, choque séptico, peste pulmonar, antraz respiratorio,
riquetsioses, forma pulmonar da leptospirose, sindrome do choque do dengue, malaria grave
com edema agudo de pulmao, histoplasmose aguda, febre Q e pneumocistose. Dentre as
doencas ndo-infecciosas englobamos a Sidrome da Angustia Respiratdria do Adulto (SARA)
de diversas etiologias, Sindrome de Goodpasture, doenca cardiaca co edema agudo de
pulmdo, estenose mitral, infarto agudo do miocardio, doencas do colageno, pneumonite
eosinofilica, pneumonite por hipersensibilidade aguda, carinoma bronquioloalveolar (Tavares,
W. e Marinho, L.A.C 2005). Cabe ressaltar que os sintomas respiratorios, tais como tosse,
coriza, dispnéia entre outros, surgem apos trés dias de sintomatologia. Na fase em que o
paciente se encontra com insuficiéncia repiratoria e choque, fazem parte do diagndstico
diferencial a sepse, estafilococcia grave, leptospirose, pneumonias atipicas e pneumocistose.
(Figueiredo et al, 2000).

Apesar de inespecificas, as alteragdes laboratoriais observadas na hantavirose -
leucocitose com desvio para esquerda, presenca de mieldcitos, imunoblastos e linfopenia
relativa com linfocitos atipicos, trombocitopenia com contagem de plaquetas inferior a
100000/mm?, hemoconcentragdo (hematécrito acima de 45%), elevacdo de enzimas hepaticas
e LDH, discreto aumento de uréia e creatininas séricas -, se associadas as informacGes

radioldgicas, facilitam o raciocinio em conjunto com informacdes clinico-epidemioldgicas.

Uma alteracdo laboratorial muito frequente na hantavirose é a presenca de linfécitos
atipicos, diferentemente da leptospirose, uma doenca bacteriana, em que a alteracdo
laboratorial mais comumente encontrada é leucocitose com neutrofilia. Entretanto,
recentemente, um grupo de pesquisadores relatou numa série de casos de leptospirose
diagnosticados laboratorialmente no Laboratorio de Referéncia Nacional em Leptospirose

(LRNL) onde observaram em alguns casos linfdcitos atipicos (Damasco et al. 2011).

A anélise radioldgica dos pacientes com SPH inicialmente pode estar normal, e, em
horas, pode evoluir para infiltrado intersticial difuso, perda da nitidez hilar por congestéo e
infiltrado peribronquico, presenca de linhas B de Kerley, além de derrame pleural. Com a
progressdao da doencga, ocorre comprometimento bilateral atingindo as vezes todo campo
pulmonar que regride, quando a evolucdo é favoravel, com a recuperacdo completa do
paciente (Ketai et al. 1994, Boroja et al. 2002). A tomografia computadorizada de alta

resolucdo (TCAR) dos pulmdes ndo mostra alteragdes especificas e é possivel verificar
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infiltrado do septo interlobular, opacificacdo em vidro fosco e ocasionalmente, opacidade

nodular (Gongalves et al. 2010).

O diagnostico definitivo de infeccdo por hantavirus é realizado a partir das analises
laboratoriais com base na deteccdo indireta de anticorpos anti-hantavirus nos testes
soroldgicos e a deteccdo direta utilizando técnicas moleculares — para identificacdo do RNA

viral, além do isolamento viral.

Dentre as técnicas sorologicas podem ser utilizadas, a imunofluorescencia indireta,
teste imunoenzimatico (Elisa) e teste de neutralizacdo em placa. Atualmente, a técnica Elisa
para captura de IgM (Mac-Elisa) e para deteccdo de IgG é utilizada, preferencialmente, no
esclarecimento de casos clinicos e/ou em investigacfes soroldgicas, embora a presenca de
sororeatividade ndo permita distinguir diferentes gendtipos. Assim, devido a reacdo cruzada
entre 0s gendtipos de hantavirus, é possivel a utilizacdio do Elisa com antigenos
recombinantes, por exemplo, Sin Nombre (EUA) e Andes (Argentina), em areas de circulacao
dos gendtipos Juquitiba, Castelo dos Sonhos e Araraquara, no Brasil. Desde 2007, dois kits
diagnosticos produzidos a partir do antigeno recombinante de hantavirus brasileiros tém sido
disponibilizados, tanto para a deteccdo de imunoglobulina da classe IgM quanto 1gG, pelo
teste imunoenzimatico, além de um teste de imunobloting com base na proteina N (Raboni et
al 2007; Figueiredo et al 2009)

Em relacdo a deteccdo direta do hantavirus, embora possa ser cultivado em linhagens
celulares como Vero E-6 e células primérias de pulmao de rato, o isolamento ndo se mostra
factivel na pratica clinica (Schmaljohn e Hooper, 2001). A técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), ap6s a transcri¢éo reversa do RNA viral (RT-PCR) de amostras de sangue
e de tecido, tem se mostrado uma técnica sensivel, principalmente durante a fase aguda da
doenca, nos primeiros sete dias. Além da importancia da técnica molecular na caracterizacdo
do hantavirus causador da SPH, a necessidade avaliacdo da diversidade genética entre 0s
hantavirus, tanto em amostras humanas quanto de roedores, reforcam a recomendacéo da PCR
em tempo real (RT PCR) como instrumento diagndstico que deve ser realizado sempre que
possivel (Morelli et al 2004).

A técnica de imuno-histoquimica também pode ser utilizada, sendo particularmente
mais apropriada em um diagndstico retrospectivo a partir de material de necropsia de casos
fatais (Zaki et al 1995, Sestaro, 1999)
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No Brasil, 0 exame complementar mais comumente utilizado para o diagnostico da
SPH é o teste soroldgico de ELISA, realizado de modo indireto para detec¢do de anticorpos
IgG ou por método de captura, para deteccdo de anticorpos IgM.

Estudos sobre a cinética de anticorpos, como MacNeil et al (2010), demonstram que
anticorpos especificos da classe IgM aparecem precocemente durante o curso clinico da SPH

e o0s da classe IgG mais tardiamente.

Tratamento e Medidas de Prevencao

Pacientes com quadro clinico compativel com a SPH devem ser admitidos
imediatamente em centros de terapia intensiva (CTI), aonde o paciente possa ser
submetido a cuidados de monitoramento cardiorrespiratério, reposicdo adequada de
volemia e de eletrélitos, correcdo dos disturbios metabdlicos, além da administracdo de
medicacdes inotrépicas e oxigenoterapia.

Em alguns servicos que atendem pacientes com SPH na Ameérica do Sul (Brasil,
Argentina, Chile), os corticosteroides tém sido administrados empirica e precocemente,
com resultados interessantes, embora ndo haja consenso quanto ao seu uso e nem estudo
randomizado duplo-cego para avaliar sua eficacia, mostrando a necessidade de estudos
sobre este assunto (Butler e Peters 1994, Moolenaar et al 1995, Vial et al 2013).

A utilizacdo de ribavirina em casos de SPH tem sido estudada, quando instutida
precocemente, tem se mostrado eficaz in vitro contra os hantavirus (Chapman et al 2002,
Mertz et al, 2006). Embora ndo exista tratamento especifico, as medidas de suporte clinico
apos o reconhecimento precoce da doenca melhoram sensivelmente o prognéstico da SPH
(da Rosa et al 2012).

Em relacdo a biosseguranca, recomenda-se, sempre que possivel, que o paciente seja
internado em condigdes de isolamento com equipamentos de protecédo individual (EPI) e
respiratorio para aerossois (mascara N 95). Embora ndo haja relato de transmissao inter-
humana no Brasil, Hardestam et al 2008 e 2009 mostraram que tal forma de transmisséo
com o hantavirus Andes, pode ocorrer pelo contato com a saliva ou sexual (Martinez 2005
et al).

Como a ocorréncia de casos humanos esta relacionada com o contato com roedores
silvestres e/ou excretas, as medidas de controle devem ser direcionadas para os ambientes
potencialmente contaminados, com énfase em habitacfes que possam servir de abrigos ou
ninhos de roedores, que armazenem produtos agricolas e/ou que tenham permanecido

fechadas. Nao existe, até 0 momento, uma vacina efetiva contra os hantavirus causadores
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da SPH, apesar de algumas pesquisas em andamento (Hooper 2013, Maes et al 2009 ,
Schmaliohn, 2009).

2. JUSTIFICATIVA

Dados epidemiologicos do Ministério da Salde, durante o periodo de 2008-2011,
comprovam 16.249 casos de leptospirose no Brasil, com 1.291 notificados no estado do Rio
de Janeiro. Neste mesmo periodo, embora mais de 550 casos da SPH tenham sido notificados
no Brasil, ndo houve nenhum caso notificado no estado do Rio de Janeiro. Devido a sua
localizacdo de fronteira com estados de Sdo Paulo e de Minas Gerais, estados com elevada
incidéncia da SPH, uma vigilancia constante no territorio fluminense passa a ser
imprescindivel, em especial, quando ha a presenca de casos febris que se enquadram na
definicdo de caso sem etiologia identificada e casos fatais sem esclarecimento diagnostico
com quadro respiratorio associado.

Apesar da inexisténcia de casos confirmados da SPH no territorio fluminense, estudos
tém demonstrado, além da evidéncia soroldgica da circulagdo de hantavirus patogénico em
roedores da espécie Oligoryzomys nigripes no Parque Nacional da Serra dos Orgéos (Pereira
et al. 2005, Silva et al. 2005), também a deteccdo e caracterizacdo genética de hantavirus
Juquitiba — like em Oligoryzomys nigripes no municipio de Teresopolis-RJ (Oliveira et al.
2011). Em adicdo, evidéncia sorolégica em humanos no municipio do Rio de Janeiro ja foi
relatada por Lemos e colaboradores em amostras de pacientes com suspeita, mas descartados
de leptospirose, cujo teste soroldgico detectou anticorpos anti-hantavirus da classe 1gG em
9,3% (Lemos et al 2003) e na regido de Jacarepagua, onde 1,6% dos individuos HIV
positivos apresentaram anticorpos anti- hantavirus (Lamas 2006).

Neste contexto e considerando a necessidade de mais informacGes sobre a possivel
ocorréncia de hantavirus causando infeccdo humana assim como o diagnéstico diferencial
com duas doencas clinica e epidemiologicamente semelhantes, este estudo retrospectivo tem
como proposta avaliar a frequéncia de anticorpos anti-hantavirus em amostras negativas de
casos suspeitos de leptospirose com manifestacao respiratoria, procedentes dos municipios
das Regides Serrana, Centro Sul Fluminense e Médio Paraiba do Estado do Rio de Janeiro,
onde roedores infectados foram previamente identificados. Assim, além de contribuir para o
diagnostico diferencial em doencas infecciosas febris agudas com manifestagdo respiratoria
no territorio fluminense, a partir da analise do banco de dados do Centro Colaborador da

Organizacdo Mundial da Saude para Leptospirose do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
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no periodo de 2008 a 2011, sera possivel gerar dados e informacg6es inéditas sobre aspectos
clinicos e epidemioldgicos dos casos suspeitos de leptospirose cujo diagndstico permanece
sem etiologia definida.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar a presenga de anticorpos anti-hantavirus nas amostras de pacientes
suspeitos, mas ndo confirmados sorologicamente para leptospirose, oriundas dos municipios
das Regides Serrana, Médio Paraiba e Centro Sul Fluminense do Estado do Rio de Janeiro,
entre 2008 a 2011.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos casos suspeitos de
leptospirose com resultado negativo para esta zoonose, durante o periodo de 2008 a
2011, através dos dados da ficha epidemioldgica do Centro Colaborador da
Organizacdo Mundial da Satde para Leptospirose do Instituto Oswaldo Cruz.

e Investigar presenca de anticorpos anti-hantavirus, utilizando teste imunoensaio, em
amostras de pacientes com suspeita inicial de leptospirose que apresentaram febre e

manifestacdo respiratdria no decorrer do curso clinico.

e Realizar analise molecular - RT-PCR - nas amostras sororreativas em casos com

menos de trés dias de evolugdo de doenca.
e Contribuir para o raciocinio de diagnostico diferencial sindromico das duas zoonoses e

propor um fluxo de vigilancia epidemioldgica e sindrémica nos casos de doenca febril

aguda com manifestacao respiratéria no estado do Rio de Janeiro (anexo 2).

18



4. MATERIAL E METODOS

4.1.Desenho e Local de Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, com analise secundaria de dados, utilizando o
banco de dados do Laboratério de Referéncia Nacional para Leptospirose e analise
laboratorial das amostras de sangue no Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses do
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

Na primeira etapa do estudo, foi realizada a avaliagdo do banco de dados e das
amostras de sangue que foram encaminhadas ao Laboratério de Referéncia Nacional para
Leptospiroses/FIOCRUZ durante o periodo de 2008 a 2011. Somente amostras de sangue de
pacientes internados em unidades hospitalares das regifes Serrana, Centro Sul Fluminense,
Médio Paraiba e de alguns municipios das regides do Noroeste Fluminense e da regido da
Costa Verde do Estado do Rio de Janeiro, foram incluidos no estudo. Esta selecdo foi
realizada considerando a confirmacdo de roedor infectado por hantavirus Juquitiba na regido
serrana e pela proximidade das outras regifes com os estados de Minas Gerais e de Sao Paulo,
onde casos de SPH ocorrem frequentemente desde 1993. Todas as amostras de sangue eram
de casos suspeitos de leptospirose com manifestacdo respiratoria, cujo diagnéstico foi
descartado utilizando o teste de microaglutinacdo. Subsequentemente, considerando a
identificacdo de individuos HIV reativos com anticorpos anti-hantavirus em Jacarepagua
amostras provenientes do municipio do Rio de Janeiro e da regido metropolitana foram
também incluidas para analise. A figura 4.1 evidencia as regides do Estado do Rio de Janeiro

de onde as amostras foram enviadas.
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4.2.Selecéo e caracterizagdo da populacéo de estudo

As fichas com os dados clinicos e epidemioldgicos disponiveis foram identificadas
com numeros especificos, em correspondéncia com o numero contido no criotubo com a
amostra do paciente. Como critérios de inclusdo foram considerados:

1) amostras negativas de pacientes que apresentavam febre e alteracdo respiratoria
com teste soroldgico negativo para leptospirose

2) amostras de pacientes procedentes das macrorregifes Serrana e do Médio Paraiba,
onde se localizam, respectivamente, os municipios de Teresopolis e Valenca, cuja circulagdo
de hantavirus patogénico foi previamente confirmada ou de municipios com evidéncia
sorologica de infecgdo por hantavirus ou amostras de pacientes procedentes de municipios
limitrofes ao territorio mineiro e paulista

3) amostras de pacientes, cujas fichas epidemioldgicas continham dados demograficos
(sexo e idade), além dos dados clinico-epidemiologicos.

4) disponibilidade de amostra bioldgica para pesquisa de hantavirus (100 microlitros).

Legenda:

CJo
D 1a 2 casos

334 casos

- 5 e mais

Figura 4.1 Numero de amostras pesquisadas soronegativas para leptospirose distribuidas por
municipio do Estado do Rio de Janeiro no periodo de 2008 a 2011.
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Municipio do Rio de Janeiro Numero de amostras

Angra dos Reis 2

Barra do Pirai

Barra Mansa

Comendador Levy

Itaguai

Itaperuna

Itatiaia

Nova Friburgo

Paracambi

Paraiba do Sul

Paraty

Paty do Alferes

Petrépolis

Pinheiral

Porciuncula

Porto Real

Resende

R W WO N FRP[FRPRPIR|R[OCNWIRLR|FR[P|(F

Rio das Flores

w
(o]

Rio de Janeiro

S3o José do Vale do Rio Preto

Sapucaia

Seropédica

Silva Jardim

Teresdpolis

Trés Rios

Valenga

Vassouras

DR VN|N|R (R[NP |-

Volta Redonda

Ignorado 1

ESTADO DO RIO DE JANEIRO Total=108

Tabela 4.1 Ndmero de amostras pesquisadas soronegativas para leptospirose distribuidas por

municipio do Estado do Rio de Janeiro no periodo de 2008 a 2011.
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4.3.Descricdo das variaveis estudadas

Os dados constantes nas fichas epidemioldgicas foram analisados em relacdo as
informagdes demogréficas, as variaveis de idade, sexo, més e ano no qual se iniciaram as
manifestacdes clinicas dos casos descartados, sorologicamente (microaglutinacdo negativa),
de leptospirose. Os municipios de residéncia também foram listados. Em adi¢do, todos os
casos que atendessem aos critérios de inclusdo estabelecidos foram digitados em um banco de
dados construido especialmente para esta pesquisa com o programa EXCEL versdo 2013.

A partir do levantamento das variaveis clinico-epidemioldgicas disponiveis nas fichas
epidemioldgicas, foram avaliados o municipio de residéncia, a data dos primeiros sintomas,
data de coleta, tempo decorrido entre data dos primeiro sintomas e data da coleta (Anexo 1:

Ficha de solicitacdo de exames para Leptospirose LRNL).

4.4.Atividades Laboratoriais

O Laboratorio de Referéncia Nacional para Leptospirose realiza diagnostico
molecular, soroldgico e cultura de leptospira, entretanto consideramos para 0 nosso estudo as
amostras com diagnostico soroldgico negativo. O diagndstico soroldgico pela reacdo de
microaglutinacdo é confirmado com base em amostras pareadas de soros do mesmo paciente,
com intervalo de sete dias entre as coletas. Amostras que apresentem soroconversdo com
aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos, ou amostras Unicas apresentando titulos
iguais ou superiores a 1:800 s&o consideradas positivas.

O Laboratorio de Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz realizou as

seguintes atividades:

e Analise 1gG hantavirus Araraquara

As 108 amostras de soro e/ou sangue foram submetidas ao teste soroldgico seguindo
0s procedimentos preconizados no Laboratorio de Hantaviroses e Rickettsioses para a
pesquisa de anticorpos da classe 1gG com a utilizacdo da proteina N recombinante do virus
Araraquara fornecido pela Universidade de S& Paulo (USP), Ribeirdo Preto segundo
protocolo descrito por Figueiredo et al. (2009). Para realizacdo do teste, placas de 96 po¢os
foram sensibilizadas com proteina recombinante do nucleocapsideo do hantavirus Araraquara
(ARAV-N) na metade superior (linhas A, B, C e D) e extrato de Escherichia coli usado como

controle negativo na metade inferior (linhas E, F, G e H) diluidos em solucdo tampéo
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carbonato-bicarbonato na concentracdo de 0,2ug/ pL, durante incubacdo por uma noite
“overnight” a 4°C. Em seguida, apods lavar a placa por 5 vezes com PBS pH 7.4 acrescido de
Tween (PBS-T) 1X a 0,05%, foi adicionada solugdo de blogueio (leite em p6 desnatado a
10% em PBS-T). Apo0s incubacdo da placa a 37°C por duas horas e subsequente etapa de
lavagem, as amostras de soro sabidamente positivas e negativas utilizadas como controle do
teste, e as amostras em teste foram adicionadas na dilui¢cdo de 1/400 em solugéo de bloqueio.
Apos nova incubacdo a 37°C por uma hora e etapa de lavagem por seis vezes, anticorpos
secundarios anti-lgG humano marcado com peroxidase foram utilizados como conjugado na
diluicdo de 1/2000 em solucdo de blogueio. Em continuacdo, apds incubar e lavar novamente
a placa, o substrato cromogénico ABTS (KPL, USA) foi adicionado e a placa entdo foi
incubada por 20min a 37°C. Apo6s o bloqueio da placa com adicdo de HCI a 1M, a
absorbancia foi mensurada a 405 nm em espectrofotometro. A diluicdo do soro foi
considerada positiva quando a densidade otica (DO) foi superior a 0,3. A DO final de cada
diluicdo de soro foi calculada como a diferenca entre o valor da DO mensurada nos pocos
sensibilizados com a proteina ARAV-N e aqueles sensibilizados com o antigeno controle

negativo. Um titulo >1: 400 foi considerado positivo.

e Analise IgM HANTEC
Para a pesquisa de anticorpos da classe IgM das de 108 amostras humanas foi utilizado o
Kit Hantec IgM, desenvolvido pelo Instituto Carlos Chagas FIOCRUZ-PR, conforme
preconizado pelo Ministério da Saude para diagnéstico das hantaviroses. Brevemente, strips
de oito pocos previamente adsorvidos com antigenos recombinantes purificados de
hantavirus, assim como os demais reagentes, foram retirados da geladeira e deixados a
temperatura ambiente por 30 minutos. Os strips foram entdo lavados com tampao de lavagem
utilizando 300pl a cada poco e posteriormente virados para baixo até 0 momento do uso. O
diluente de amostras/conjugado foi preparado com tampdo PBS 10X, Tween 20 0,05%,
lectina de leite 2% e agua destilada. As amostras e os controles foram testados nas diluicdes
1/100, 1/400, 1/1600 e 1/6400, com excecao do controle positivo que era testado apenas até a
diluicdo 1/1600. Todas as amostras foram testadas em duplicata. As strips impares eram
sensibilizadas pelo antigeno recombinante especifico de hantavirus e as strips pares com
antigeno negativo/inespecifico.
Apos a distribuicdo das amostras nas strips, estas foram seladas e incubadas a 37 °C
por 30 minutos e subsequentemente lavadas por cinco vezes com tampéo de lavagem (300
pl/pogo). Enquanto isso, o anticorpo secundario anti-lgM conjugado com HRP preparado na

diluicdo 1/300, ap6s homogeneizacao, foi adicionado 100 pul do conjugado em cada pogo das

23



strips. Novamente as placas foram seladas e incubadas a 37°C por 30 minutos e lavadas,
conforme descrito anteriormente. Em seguida, ap6s adicdo de 100 pl do substrato
tetrametilbenzidina (TMB) em cada poco, as placas foram incubadas por 10 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Por fim, ap6s blogueio da reacdo a absorbancia foi
mensurada em um espectofotdmetro de microplacas equipado com filtro de 450nm. As
absorvancias das amostras foram calculadas subtraindo as densidades 6ticas (DO) obtidas nas
strips sensibilizadas com antigenos de hantavirus com as strips onde havia antigeno
inespecifico. Os valores das absorvancias foram, somados nas quatro diluicbes de cada
amostra. A amostra foi considerada positiva quando a somatoria dos valores de absorvancia
apresentasse um valor superior a 1,100 e negativa quando os valores se apresentavam
inferiores a 0,900. Amostras cujo somatorio se mostrasse igual ou superior a 0,900 e igual ou
inferior a 1,100 foram consideradas indeterminadas. O ensaio foi considerado validado
guando o somatdrio dos valores das absorvancias do controle positivo se apresentasse maior

que 1,100 e do controle negativo menor que 0,400.

e Analise Molecular

As amostras com menos de trés dias de doenca, independentemente da auséncia de
sororreatividade para hantavirus, foram submetidas também a analise molecular conforme
descrito sucintamente a seguir

Para realizacdo da extracdo do RNA viral em amostras humanas foi utilizado o kit
QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), onde 140uL de soro das amostras reativas pelo
ensaio imunoenzimatico foram adicionados em 560uL de tampdo AVL em tubos de 1,5mL e
posteriormente foram misturados no vortex por 15 segundos. A solucdo foi incubada a
temperatura ambiente por 10 min. Rapidamente os microtubos foram centrifugados para
remover gotas da parte interna da tampa. Em seguida, foram adicionados 560uL de etanol
(96-100%) as amostras e misturadas no vortex por 15 segundos. Logo em seguida, foram
centrifugadas rapidamente para retirada de gotas na parte interna da tampa. Com cuidado, a
mistura foi aplicada para as colunas QIAamp Spin sem tocar no aro interno. Fechada a tampa,
a mistura foi centrifugada a 8000 rpm (6000g) por 1 minuto. Em sequéncia, as colunas
QIlAamp Spin foram transferidas para tubos coletores de 2 mL limpos e os tubos contendo o
filtrado foram descartados. Posteriormente, 630uL restantes da mistura foram aplicados na
coluna QlAamp Spin e as amostras foram novamente centrifugadas a 8000 rpm (6000g) por 1
minuto. A coluna QlAamp Spin foi transferida para um tubo coletor de 2 mL limpo e os tubos
contendo o filtrado foram descartados. Em uma nova etapa, foram adicionados 500uL do

tampdo AW1 nas colunas QlAamp Spin sem tocar no aro interno. As amostras foram
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centrifugadas a 8000 RPM (6000g) por 1 minuto. Em seguida, as colunas QlAamp Spin
foram alocadas em tubos coletores de 2 mL limpos e os tubos contendo o filtrado foram
descartados. 500uL do tampdo AW?2 foi adicionado nas colunas QlAamp Spin sem tocar no
aro interno e sequencialmente centrifugadas a 14000 RPM (20000g) por 3 minutos. As
colunas QlAamp Spin foram colocadas em tubos coletores de 2 mL limpos e 0s tubos
contendo o filtrado foram descartados. As colunas QlAamp Spin foram colocadas em novos
tubos coletores e os tubos coletores contendo o filtrado foram descartados. A 14000 rpm
(20000g) as amostras foram centrifugadas por 1 minuto. Posteriormente, as colunas QlAamp
Spin foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e os tubos coletores contendo o filtrado
foram descartados. Cuidadosamente, as colunas QIAamp Spin foram abertas e 40uL de
tamp&o AVE foram adicionados, seguido de incubacéo a temperatura ambiente por 1 minuto e
posterior centrifugacdo a 8000 RPM (6000g) por 2 minutos. Finalmente, as aliquotas de RNA

foram armazenadas em freezer -80°C.

Transcricdo Reversa do RNA (RT) com Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A partir do RNA total extraido foram realizadas a sintese e posterior amplificacdo do
cDNA em uma unica etapa (One Step PCR) com utilizacdo do Mini Kit SuperScript 11l TM
Reverse Transcriptase One Step (Invitrogen) e de primers especificos para amplificacdo
parcial do segmento S viral. Na PCR, tubos de 0,5 mL foram utilizados para preparar a
solugao contendo: 0,5 pl (100 pmol/pl) do primer HO4-25F, 0,4 pl (100 pmol/ul) do primer
H733-752R, 0,5 pl de SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA
Polymerase, 12,5 pl (0,4 mM de dNTP + 3,2 mM de MgSO4) de 2X Mix da reagdo, 8,9 ul de
agua nuclease-free e 0,2 ul (50mM) de Cloreto de Magnésio (MgSO4), com um volume total
de 23 pl. Esta mistura era entdo distribuida em microtubos para PCR (0,2 mL) e entdo era
acrescentado 2 pul de RNA da amostra, totalizando um volume final de 25 pl. Os tubos eram
entdo alocados em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
que realizava uma primeira etapa de 48°C por 45 minutos para amplificacdo do cDNA,
seguida de uma fase inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 51°C por 40 segundos, 68°C por 50 segundos, finalizando com uma etapa de
extensdo de 68°C por 5 minutos e uma temperatura final de 4°C. Uma PCR Semi-Nested foi
realizada para aumentar a sensibilidade da amplificacdo. Tubos de 0,5 mL foram utilizados
para preparar a solucdo contendo: 0,25 pl (100 pmol/pl) do primer H274-791F (5°-
CCACTTGATCCAACAGGG - 3%), 0,25 pl (100 pmol/ul) do primer H733-752R (5° —
TCWATCCTTTCCATCCARTC — 3°) (Raboni et al. 2007, Guterres et al. 2013), 0,1 pl
(5U/ul) de Taq platinum DNA polimerase (Invitrogen), 0,25ul de ANTP (20mM), 2,5 ul de
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tampao PCR 10X, 0,75 ul (50mM) de Cloreto de Magnésio (MgSO4) e 18,9 ul de agua
nuclease-free, com um volume total de 23 pl. Esta mistura era entdo distribuida em
microtubos para PCR (0,2 mL) e entdo era acrescentado 2 pl do produto da primeira PCR da
amostra, com um volume final de 25 pl. Os tubos eram entdo alocados em um termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) que realizava uma primeira etapa de
94°C por 2 minutos seguida por 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos, uma extensdo de 72°C por 5 minutos e uma temperatura final de 4°C.
Analise de DNA em gel de agarose: A agarose a 1% foi preparada em tampdo TBE
0,5X. As amostras de DNA foram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampao
TBE 1X. A visualizacdo do DNA foi realizada ap6s o gel ter sido submetido ao banho de
GelRedTM (Uniscience) durante 06 minutos, atraves da luz ultravioleta por meio de

transluminador.

4.5.Consideragdes Eticas

O presente estudo esta inserido no projeto coordenado pela Dra Elba Regina Sampaio
de Lemos e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Fundacio Oswaldo Cruz
(Protocolo 559/10). Em anexo 3 o formulario CEP.

4.6.Analise Estatistica

Estudo descritivo, com andlise global e percentual dos dados.
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5. RESULTADOS

5.1.Caracteristicas dos Pacientes Incluidos no Estudo

Apos as andlises dos dados dos 108 casos, foi possivel, observar que 88% eram
pacientes cujas amostras foram procedentes do LACEN Noel Nutels e apenas 12% foram
oriundas de hospitais gerais no estado do Rio de Janeiro (Figura 5.1).

Dados demograficos e epidemioldgicos demonstraram que 71% das amostras eram de
pacientes do sexo masculino, nas faixas etarias 20-29 e 30-39 anos (Figuras 5.2 e 5.3).

Os meses chuvosos e de temperaturas mais elevadas representaram o periodo com um
maior nimero de envio de amostras, evidenciando assim uma sazonalidade do agravo
(Figuras 5.4 € 5.5).

Procedéncia dos casos
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Figura 5.1 Distribuicdo, quanto a procedéncia, dos casos suspeitos de leptospiroses, cujas
amostras foram encaminhadas ao Centro Colaborador da OMS para Leptospiroses, Instituto
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ (2008-2011)
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Distribuicao por sexo
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29%

Masculino
71%

Figura 5.2 Distribuigdo, quanto ao sexo, dos casos suspeitos de leptospiroses, soronegativos,
cujas amostras foram encaminhadas ao Centro Colaborador da OMS para Leptospiroses,
Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ (2008-2011).

Distribuicdo por faixa etaria
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Figura 5.3 Distribuicdo, quanto a faixa etaria, dos casos suspeitos de leptospiroses,
soronegativos, cujas amostras foram encaminhadas ao Centro Colaborador da OMS
para Leptospiroses, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ (2008-2011).
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Distribuicao mensal

G

A .
o R O © )
@ & *® & & \§°

Figura 5.4 Distribuicdo mensal do numero de casos suspeitos de leptospiroses,
soronegativos, cujas amostras foram encaminhadas ao Centro Colaborador da OMS
para Leptospiroses, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ (2008-2011).
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Figura 5.5 Distribuicdo, em relacdo a sazonalidade e aos indices pluviométricos, dos
casos suspeitos de leptospiroses, soronegativos, cujas amostras foram encaminhadas ao
Centro Colaborador da OMS para Leptospiroses, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ
(2008-2011).
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Em relacdo a historia epidemioldgica, o provavel local de infeccdo foi o domicilio
(43.5%). O relato de imersdo prolongada em lama e &gua de enchente foi verificado em

33.3% dos casos. Presenca de roedores foi relatado em 28.7% dos casos. (Figura 5.6)

Distribuicao por local/atividade
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Figura 5.6 Distribuicdo, em relagdo ao local provavel de infeccdo e atividade relacionada a
exposicdo, dos casos suspeitos de leptospiroses, soronegativos, cujas amostras foram
encaminhadas ao Centro Colaborador da OMS para Leptospiroses, Instituto Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ (2008-2011).

Apesar da hipoOtese diagndstica inicial de leptospirose, uma doengca com
comportamento bifasico, caracteristica que torna necessaria a coleta de uma segunda amostra
para o diagnostico soroldgico, em apenas 4.4% das amostras incluidas neste estudo tinham
amostras pareadas.

Em relacdo a Tabela 5.1, é possivel verificar que das 76 amostras com o0s dados
preenchidos, 37.2% dos pacientes apresentavam até 7 dias de doenca, correspondendo a fase
aguda da leptospirose. As demais amostras, com mais de 7 dias de doenca, foram coletadas na
fase imune. Apenas seis amostras cuja coleta foi realizada no prazo de dois dias foram
submetidas a analise molecular.

A pesquisa de anticorpos anti-hantavirus foi negativa nas 108 amostras testadas, assim

como a deteccdo do RNA viral foi ausente.
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Tabela 5.1 Distribuicdo das frequéncias dos dias de doenca de casos suspeitos de
leptospiroses, cujas amostras foram encaminhadas ao Centro Colaborador da OMS para
Leptospiroses, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ (2008-2011).

Dias de Doenga Freguencia Freguencia Frequéncia Freguencia
absaluta (n®) relativa (%) absaluta relativa
acumulada (n°) acumulada (%)
1 3 2.8 3 2.8
2 3 28 & 5.6
3 G 56 12 11,1
i q 37 16 148
5 11 10,2 27 250
b F B,5 34 31,5
7 B 56 40 370
g 4 37 44 407
) 5 46 49 454
10 ) B3 58 53,7
12 1 09 i) 4.6
14 ] 0.9 60 55,6
15 4 3,7 i) 59,3
16 i 19 ] £1,1
17 F| 18 6B 63,0
18 3 2B 71 B5,7
20 2 19 73 B7.6
22 2 19 75 B0 4
26 1 0g 76 704
lgnorado 32 29,6 108 100,0
Total 108 100,0

Em relacdo a sintomatologia, a Tabela 5.2 demonstra as principais manifestaces
clinicas em frequéncia de ocorréncia. Além de febre e alteracdo respiratéria, 87%
apresentavam mialgia, 47.2% ictericia, 31.5% anuria, 31.5% oligaria, 12% com fen6menos
hemorragicos e apenas 6.5% com hemorragia pulmonar. Informacgdes especificas quanto a
dispneia e/ou tosse ndo constavam nos dados coletados, 0 que poderia auxiliar no raciocinio
diagnostico. Quanto aos testes laboratoriais utilizados neste estudo, nenhum exame
laboratorial inespecifico, como hemograma ou bioquimica, se encontravam disponiveis nas
fichas avaliadas. Assim, ndo foi possivel obter informagdes sobre a presenca de alteracGes
hematoldgicas como plaquetopenia, atipia linfocitaria, hipoxemia, entre outras caracteristicas
frequentes no quadro de FPL e SPH. Dados de imagem de radiografias e/ou tomografias de
torax também foram ausentes, e, assim, ndo estavam disponiveis alteracdes radioldgicas

imprescindiveis na investigacao etioldgica dos casos.
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Tabela 5.2 Distribuicdo da frequéncia de sinais e sintomas dos casos suspeitos de
leptospiroses, cujas amostras foram encaminhadas ao Centro Colaborador da OMS para
Leptospiroses, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ (2008-2011).

Manifestacao clinica Frequéncia %
Alteracdo respiratoria 108 100.0
Febre 108 100.0
Mialgia 94 87.0
Ictericia 51 47.2
Andria 34 31.5
Oliguria 34 31.5
Cefaléia 20 18.5
Congestdo Conjuntival 20 18.5
Vomito 13 12.0
Exantema 13 12.0
Sinais hemorragicos 13 12.0
Prostracao 11 10.2
Dor na panturrilha 7 6.5
Hemorragia pulmonar 7 6.5
Diarréia 7 6.5
Insuficiéncia renal 6 5.6
Nausea 5 4.6
Dor abdominal 4 3.7
Hemorragia Gastrointestinal 3 2.8
Arritmia 3 2.8
Artralgia 3 2.8
Meningismo 2 1.9
Anorexia 1 0.9
Dor lombar 1 0.9
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6. DISCUSSAO

Embora as duas zoonoses, leptospirose e hantavirose, sejam consideradas doencas de
notificagdo compulséria e tenham grande importancia para a Sadde Publica de nosso pais,
muitas questdes relacionadas a vigilancia epidemioldgica precisam ser rediscutidas no intuito
de direcionar o diagnostico diferencial nos quadros febris agudos com alteracéo respiratoria.

Com mais de 1.600 casos da SPH confirmados no Brasil, fica o questionamento do
motivo pelo qual ndo existem casos humanos notificados no estado do Rio de Janeiro. Diante
desta duvida foi proposta a investigacdo de anticorpos anti-hantavirus em amostras
soronegativas para leptospirose de pacientes com febre e alteracdo respiratdrias, em regides
do estado fluminense onde o roedor reservatorio infectado por hantavirus Juquitiba tenha sido

identificado.

6.1. Caracteristicas das amostras dos Pacientes

Embora as amostras analisadas tenham sido provenientes de casos suspeitos de
leptospirose, mas ndo confirmados sorologicamente, os dados obtidos se assemelham aos dos
outros estudos epidemiolégicos sobre casos confirmados de leptospirose no Brasil. Em
nossas analises 33.3% referiam imersdo prolongada em lama e 4gua de enchente, em 28.7%, a
presenca de roedores no domicilio ou peridomicilio. A anélise da distribuicdo temporal foi
possivel verificar que as amostras foram enviadas principalmente nos meses chuvosos de
marc¢o, dezembro e janeiro. Em nossa anéalise 77.71% dos pacientes eram do sexo masculino e
apenas 22.3% mulheres, com a maioria na faixa etaria de 20 a 39 anos, evidenciando o
acometimento de uma popula¢do economicamente ativa, causando afastamento das atividades
laborais e prejuizo economico ao pais. Estes dados estdo em concordancia com os descritos na
literatura, considerando, entre outros fatores: (i) o perfil sazonal caracteristico de um pais
tropical em desenvolvimento, no qual as chuvas e as enchentes constituem grandes fontes
favorecedoras do contato com as leptospiras patogénicas, (ii) o sexo, com predominio do
género masculino e (iii) a faixa etaria, ja que foi observada uma maior frequéncia de
individuos na faixa etéria de adulto jovem, de profissdo ou ocupagéo variada com antecedente
epidemioldgico. (Marotto et al 1997, Barcellos et al, 2000 e 2001, Gongalves et al , 2006,
Gongalves JR et al, 1992, Pereira MM & Andrade J et al 1988).

O critério de selecdo das amostras suspeitas de leptospirose para o estudo apenas

considerou duas manifestacGes clinicas, a febre e alteracdo respiratoria em decorréncia, ndo
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somente, da escassez de informacdes disponiveis, mas, essencialmente também, pela
necessidade de se incluir as alteracfes respiratorias como tosse e dispneia que ocorrem
caracteristicamente na fase cardiopulmonar da SPH, embora outras manifestagdes clinicas
como mialgia, cefaleia, mal estar e sintomas gastrointestinais possam estar presentes na fase
prodromica (Peters et al 1998).

Em relacdo ao diagndstico soroldgico da leptospirose, sabe-se que é necessario o
pareamento das amostras para o diagnostico definitivo através da técnica de MAT (Levett
2001) e que, de acordo com a fase da doenca, a sensibilidade do teste se apresenta variada
(Brandao et al 1998). Levando em consideracdo esta limitacdo do MAT, além do pareamento
das amostras considerando a cinética de anticorpos, tem sido sugerido que outros métodos
diagndsticos sejam empregados na fase aguda como cultura e analise molecular (Koury et al,
2006; Musso et al 2013). Como foram analisadas amostras Unicas pelo MAT, por falta de
amostras pareadas, fica claro que ndo se pode descartar a possibilidade de que algumas das
amostras incluidas no estudo possam ser de casos de leptospirose, cuja confirmacdo nao tenha
sido possivel em decorréncia da ndo utilizacdo do teste diagndstico adequado, considerando a
cinética da resposta imune do paciente a bacteéria.

E imprescindivel considerar também que da mesma forma que a ficha de notificacio
do agravo do SINAN, a ficha utilizada pelo LRNL em nosso estudo, ndo contempla a
obtencédo de dados laboratoriais e radiol6gicos que, inquestionavelmente, poderiam contribuir
para o diagndstico diferencial com outras doencas, tais como dengue, malaria, febre amarela,
febre entérica, hepatite viral, pneumopatias, brucelose, febre Q e infec¢des por hantavirus,
arenavirus e rickettsia. Esta assertiva é reforgada com a certeza de que tais agravos possuem
aspectos ndo apenas clinicos, mas também relacionados aos exames complementares que, em
regibes de circulacdo de diversos patdgenos infecciosos, podem nortear o diagndstico
provavel. Desta forma, a criacdo de algoritmos e/ou protocolos clinicos para o raciocinio
diagnéstico diferencial entre doencas que mimetizem a leptospirose e hantavirose seriam
fortemente recomendados. Um estudo clinico-epidemiolégico sobre a hantavirose, na regido
de Ribeirdo Preto-SP, usou um fluxograma que auxiliou no diagnoéstico clinico da SPH,
através da realizagdo de hemograma completo e radiografia de torax de emergéncia logo no
primeiro atendimento. Elaboramos um protocolo simples que pode ser aplicado, fato que
auxiliaria na verificagdo da presenga ou ndo da SPH no territorio fluminense (Campos, 2002).
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6.2.. Pesquisa de anticorpos anti-hantavirus

Dentre as amostras com suspeita inicial para leptospirose, selecionamos aquelas que
apresentavam sindrome febril e respiratoria oriundas de regides limitrofes a zonas que
circulam roedores sigmodontineos, no intuito de abranger caracteristicas semelhantes aos
quadros de FPL e SPH e restringir o estudo a areas consideradas potencialmente de risco de
infeccdo humana.

A dificuldade do diagnostico e do exercicio do diagndstico diferencial das sindromes
febris agudas no Rio de Janeiro reflete a complexidade da execucdo da Vigilancia
Epidemiolodgica das doencas emergentes e reemergentes. Esta acdo envolve a participacéo dos
profissionais da &rea da saude que fazem a assisténcia e sdo os primeiros a receber os casos
suspeitos, além das redes de laboratorios e dos centros universitarios e institutos de pesquisa.

Este trabalho de pesquisa desenvolvido em dois Laboratérios de Referéncia Nacional
permitiu verificar a necessidade de se discutir acbes para o fortalecimento dos elos da
vigilancia epidemioldgica e sindrémicas de duas zoonoses de importancia nacional, mas
quase sempre negligenciadas, em especial, no estado do Rio de Janeiro, onde, apesar da
circulacdo do hantavirus, até 0 momento nao tem caso de SPH notificado.

Existem diversos estudos sobre a confusdo diagnostica entre a leptospirose e
hantavirose (Kudesia et al 1988, Antoniadis et al 1995, Yersin et al 2000, Sion et al 2002,
Clement et al 2005, dos Santos et al 2009, Haas et al 2013). Entre as publicagdes citadas, a
série de casos, dos autores Haas e colaboradores chama a atenc¢do para a similaridade das duas
zoonoses no inicio do quadro clinico e a dificuldade no seu diagnostico (Haas et al 2013)

No Brasil, estudo desenvolvido por Hindrichsen e colaboradores, em 2004, relata uma
série de dez casos com sorologia reagente para hantavirus e para leptospirose, a partir de uma
casuistica de 29 pacientes admitidos no servico de Doencas Infecciosas e Parasitarias do
HC/UFPE, cujo diagnostico clinico inicial foi de leptospirose aguda. Todos os dez casos
apresentaram anticorpos (IgM e 1gG) para leptospirose. Dos dez pacientes, dois também
tinham anticorpos IgM para hantavirus do sorotipo Puumala e oito tinham anticorpos 1gG
para hantavirus, assim distribuidos: quatro para Seoul, dois para Puumala, um para Hantaan e
Puumala e outro para Seoul e Puumala. Neste estudo ndo se observou quadro clinico
sugestivo de doenca respiratoria grave como a descrita nos Estados Unidos e no Sudeste do
Brasil.

Embora ndo existam casos da SPH no estado do Rio de Janeiro, onde leptospirose €
frequentemente descrita, escassos estudos tém demonstrado evidéncia sorolégica de infecgdo

por hantavirus em populagdo humana (Lemos et al 2003, Lamas 2006) em &reas, nas quais
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sabidamente circulam roedores silvestres infectados com hantavirus (Sobreira et al 2008,
Oliveira et al 2009).

O presente estudo, foi desenvolvido inicialmente apenas com amostras de casos
suspeitos de leptospiroses procedentes da regido serrana do Rio de Janeiro. Em decorréncia do
pequeno e limitado nimero de amostras, foram incluidas, posteriormente, amostras de
pacientes procedentes também das regides do Médio Paraiba, Centro-Sul Fluminense,
Noroeste fluminense e Costa Verde, além dos municipios limitrofes aos estados de MG e SP
onde existem casos notificados da SPH e da regido metropolitana do RJ, onde inquéritos
soroldgicos evidenciaram anticorpos anti-hantavirus em pacientes hiv reativos (Lamas 2006).

Em nosso estudo, todas as amostras submetidas a anélise soroldgica foram negativas
para a infeccdo por hantavirus. Dentre as justificativas encontradas para a auséncia de
sororreatividade ao ARAV-N poderiamos especular: (i) o pequeno nimero de amostras
analisadas, considerando a baixa prevaléncia de anticorpos frequentemente observada nos
estudos realizados de soroprevaléncia (Lamas 2006); (ii) a restricdo quanto a manifestacdo
clinica na qual foram incluidas amostras apenas de pacientes com manifestacao respiratdria.
Como o objetivo do presente estudo se restringiu ao diagnostico diferencial da leptospirose
com a SPH, os critérios de inclusdo estabelecidos quase que certamente podem ter
influenciado na falta de deteccdo de infeccdo por hantavirus. Assim, ao excluirmos as
amostras de pacientes com o quadro classico da leptospirose, isto é, sem manifestacdo
respiratoria, poderiamos deixar de analisar amostras de pacientes infectados pelo hantavirus
Seoul, mantido em ratos sinantropicos do género Rattus, cuja manifestacdo clinica ndo esta
associada com quadro respiratorio, e (iii) a dificuldade de se realizar analise comparativa
entre os diversos estudos, considerando os diferentes antigenos utilizados nos testes quase que
invariavelmente, "in house™" (Himsworth et al 2013).

Estudos relacionados aos roedores reservatorios tém confirmado a presenca do
genotipo Juquitiba no Estado do Rio de Janeiro (Oliveira et al 2009 Guterres et al 2013) e,
assim, considerando a inexisténcia de casos de SPH no territorio fluminense, é possivel
cogitar a falta de suspeita diagnostica por parte dos profissionais da satde, a identificacdo de
uma variante ndo causadora de doenca em humanos, ja que o hantavirus Juquitiba do estado
do Rio de Janeiro se encontra em uma clade, a partir da analise filogenética, separada de
outros hantavirus Juquitiba descritos na literatura (Guterres et al 2013).

Considerando a cinética da resposta da infeccdo por hantavirus, seis amostras foram
submetidas a analise molecular, ja que foram coletadas nos dois primeiros dias de doenca,
periodo no qual os anticorpos podem nao ser detectados. Como os resultados foram negativos,

duas hipoteses devem ser consideradas como justificativa: (i) as amostras seriam de pacientes
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com leptospirose, cujo diagndstico nao foi confirmado pois foram submetidas apenas ao MAT
sem a complementacdo de outra técnica ou mesmo da andlise soroldgica de uma segunda
amostra pareada e (ii) amostras foram preservadas e manuseadas de forma inadequada,
considerando a instabilidade do RNA viral, o que determinou a ndo amplificacdo do genoma
viral.

E imprescindivel reforcar sobre as limitagdes de um estudo retrospectivo, com base
nos dados secundérios de fichas epidemioldgicas preenchidas sem o objetivo de pesquisa. A
fragilidade da completitude dos dados e a inconformidade das fichas epidemioldgicas, na
auséncia de um diagnéstico definitivo, raramente auxiliam no direcionamento da investigacédo
e na identificacdo etiolégica, que entre outros fatores, dificultam o diagnostico diferencial
entre as diversas doencas infecciosas febris agudas clinicamente semelhantes.

Finalmente, diante dos resultados obtidos e da necessidade de vigilancia da SPH, ¢
preciso reforcar i) a importancia da realizacdo de estudos prospectivos no Brasil e
principalmente no Rio de Janeiro, a partir da vigilancia sindromica febril associada a
alteracOes respiratorias, ii) a necessidade de revisdo das fichas de notificacdo compulséria
destes dois agravos em nosso territorio e iii) a urgente conscientizacao pelos profissionais de

salde da relacdo entre a fase da doenca e o método diagnostico laboratorial empregado.
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7. CONCLUSOES

Embora as amostras suspeitas de leptospirose tenham sido seronegativas para
leptospirose, a falta de testes laboratoriais complementares como teste soroldgico da
segunda amostra, andlise molecular e isolamento bacteriano, ndo nos autoriza
caracterizar as amostras analisadas como leptospirose negativas

Os dados relacionados a faixa etaria e ao sexo dos casos suspeitos de leptospirose do
Centro Colaborador da OMS para Leptospiroses assim como o periodo sazonal foram
concordantes com outros estudos de casos confirmados de leptospirose no Brasil

O resultado negativo obtido das anélises soroldgica e molecular ndo descarta a
possibilidade da infeccdo humana por hantavirus no estado do Rio de Janeiro,
considerando o pequeno numero de amostras analisadas e dos critérios de inclusdo nos
quais somente amostras de pacientes com manifestacdo respiratéria foram
selecionadas.

Os dados secundarios recuperados nas fichas, cujo preenchimento frequentemente se
apresentou incompleto e as vezes inelegivel, assim como a preservacao e manipulacéo
inadequadas das amostras, nas quais o0 RNA viral pode ter sido degradado, foram

algumas limitagdes do nosso estudo
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9.ANEXOS

Anexo 1: Ficha de solicitacdo de exames para Leptospirose LRNL.

g ; @ erErciTURa
Ministério da Saude _ byr . bbb
= 'iy o WL MARAVILHOSA
BEPERENGIA %
Fundagado Oswaldo Cruz ’ i&%ﬁi s A MNE e
Centro de Ref. Nac. para Leptospirose Secretaria de Estado de Saide Secretaria Municipal de Sadde
Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz Laboratério Central Noel Nutels Inst. de Medicina Veterinaria Jorge Vaitsman
Av. Brasil, 4365 — Manguinhos Rua do Resende, 118 — Centro Av. Bartolomeu de Gusmio, 120/ S. Cristévao
Pavilhiio Rocha Lima, 3°andar, salas 302/304 Fones: (21) 2252-4000 / 2232-5767 Tel: (21) 2254-2100 ramal: 216 /211

Fones: (21) 2598-4277/4278/4283
Ramais: 302/304; Ramal Fax: 333

MATERIAL:

FICHA DE SOLICITACAQ DE EXAMES PARA LEPTOSPIROSE DATA DA I* COLETA: /| |

= 2* Az /
IDENTIFICACAO DO PACIENTE RbacoRl L

Nome: Sexo: () masculino ( )feminino
Profissdo: Idade: anos Data de nascimento: / /
Endereco: ; Bairro:
Zona: ( )rural ( )urbana Municipio: UF:
DADOS DO SOLICITANTE
Unidade de Satde: Teld @)
Ne. Laboratério de Origem: N Prontudrio:
Nome do Médico: CRM:
Exames Solicitados: () Hemocultura () Macro-Aglutinagdo ( ) Micro-Aglutinagio

( ) PCR Outros:

DADOS CLINICOS
Hipétese Diagnostica: Inicio dos Sintomas: __ / /
Tratgmento antes da coleta de material para Hemocultura ou Sorologia ? () Antibi6tico ( ) Corticosterdide
Sinais e Sintomas: () Febre ( ) Congestiio Conjuntival ( ) Miaigia
( ) Exantema ( ) Hemorragia Gastrointestinal ( ) Meningismo
() Alterago respiratéria ( ) Oliguria ou Antria ( ) Ictericia
( ) Hemorragia Pulmonar () Outros sinais Hemorragicos ( ) Arritmias
() Outros, Quais?
OBS:

HISTORIA EPIDEMIOLOGICA

SituagSes ocorridas nos 20 / 30 dias que antecederam os primeiros sintomas:

Provavel local de infeccdo: () Domicilio ( ) Trabalho ( ) Via Piblica ( )Lazer
( ) Imersdo prolongada em 4gua e lama de enchente.

() Banho de rio, corrego, lago, cachoeira.

() Participagdo de limpeza de caixa d’agua. Outras Observacdes :

() Participagio em limpeza em fossas ou esgoto.

() Presenga de animais no domicilio ou peridomicilio.

56



Anexo 2: Fluxograma para diagnostico clinico de SPH no primeiro atendimento emergencial

PACIENTEPREVIAMENTE
HIGIDO COM FEBRE, TOSSE
SECAEDISPNEIA

RX DE TORAX

INFILTRADO PULMONAR
BILATERALINTERSTICIALOU
MISTO

INFILTRADO LOBAR EXAMENORMAL

HEMOGRAMA E
GASOMETRIA ARTERIAL

HEMATOCRITO>45% E

PLAQUETAS<100.000
E/OU

HIPOXEMIA (PO2<70)

HEMATOCRITO>45% E/OU
PLAQUETAS >100.000

AUSENCIA DEHIPOXEMIA

PROVAVELMENTENAOE
HANTAVIROSE

CONTINUARINVESTI GA(,‘KO

PROVAVELMENTENAOE
HANTAVIROSE

CONTINUARINVESTI GACZ\O

REPETIRHEMOGRAMAE
ANALISARPRESENCADE

CASO PROVAVELDE
SINDROME
CARDIOPULMONAR POR
HANTAVIRUS

LINFOCITOS ATIPICOS
CONTINUARINVESTIGACAO
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