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RESUMO

A dengue € a arbovirose mais importante no mundo, causando mais de 100 milhdes de casos de
dengue classico (DC) e mais de 250 mil casos de febre hemorrdgica da dengue (FHD), anualmente.
A infeccdo com o virus dengue (DENV), familia Flaviviridae, causa um amplo espectro de
manifestagcdes clinicas que variam desde formas assintomaticas a quadros graves, potencialmente
fatais, como os casos hemorragicos e/ou de choque hipovolémico. Na maioria das vezes, a doenga
se apresenta com sintomas inespecificos. Dessa forma, torna-se dificil diferenciar a dengue de
outros casos febris de natureza infecciosa como leptospirose, febre amarela e outras arboviroses,
apenas com base nas manifestacdes clinicas iniciais. Diante disso, o objetivo deste estudo foi
identificar a etiologia de 82 pacientes com quadro clinico semelhante ao de dengue e com
resultado negativo no isolamento viral (IV) para o DENV. O IV foi realizado pelo Laboratério
Central de Satide Publica do Ceara (LACEN-CE), em 2008. Neste estudo, as amostras desses
pacientes foram avaliadas para dengue por meio da detec¢do de anticorpos especificos contra o
virus pela técnica de IgM-ELISA (PanBio Diagnostics®) e pela reacio em cadeia da polimerase
apo6s transcrigdo reversa (RT-PCR). As amostras negativas para dengue foram testadas para a
deteccdo de anticorpos IgM especificos contra bactérias do género Leptospira por ELISA (PanBio
Diagnostics®). Foram testadas também amostras de 73 pacientes quanto a infec¢do por hantavirus,
através da detecc@o de anticorpos especificos (IgM e IgG) contra antigenos de hantavirus e RT-
PCR. Trinta e cinco pacientes (35/82; 42,68%) foram positivos para dengue, sendo que destes,
todos foram positivos no IgM-ELISA e 4 foram positivos também no RT-PCR. Das 47 amostras
dengue-negativas, apenas 43 foram testadas para infeccdo por Leptospira devido ao volume
insuficiente das amostras. Seis pacientes (6/82; 7,32%) foram positivos IgM-ELISA para
leptospirose. Trés pacientes foram positivos para hantavirus, entretanto apenas 1 (1/82; 1,22%) foi
positivo no IgM-ELISA e 2, no IgG-ELISA. A infec¢do dos 35 (42,68%) pacientes negativos em
todos os testes de deteccao de infeccdo aguda foi classficada como sindrome febril indiferenciada
(SFI). Esta € a primeira evidéncia de infec¢@o por hantavirus no Estado do Ceard. Essas doencas
podem causar infeccdo clinicamente indistinguivel da dengue e, portanto, deveriam ser incluidas

no diagnéstico diferencial no contexto dessas sindromes febris.

Palavras-chave: dengue, diagnéstico diferencial, leptospirose, hantavirus.



ABSTRACT

Dengue is the most important arborvirosis in the world, causing approximately 100 millions cases
of classical dengue fever (DF) and more than 250.000 of dengue hemorrhagic fever (DHF),
annually. The dengue virus (DENV) belongs to the Flaviviridae family and its infection causes a
wide clinical spectrum ranging from assymptomatic forms to severe manifestations, potentially
fatal, as in hemorrhagic forms or dengue shock syndrome (DSS). Most of times the disease
presents inespecific symptoms. Thus, DF is difficult to distinguish from other acute febrile
illnesses, including arboviral ones and leptospirosis, based only on clinical criteria. Given this, the
aim of this study was to identify the etiology of 82 patients with clinical picture of dengue-like
illness, negative in DENV isolation. The virus isolation was done in Laboratorio Central de
Saude Publica do Ceard (LACEN-CE), Brazil, in 2008. In the present study, the serum samples
from these patients were evaluated for dengue infection by IgM-ELISA (PanBio Diagnostics®)
and RT-PCR, following Lanciotti et alli protocol (1992). Negative samples to dengue infection
were tested to leptospirosis by IgM-ELISA (PanBio Diagnostics®). Seventy-three patients were
also tested for hantavirus infection by IgM and IgG by ELISA and RT-PCR. Dengue infection
was diagnosed in 35 patients (35/82; 42.68%) of which all were positive in IgM-ELISA, and 4
were also positive in RT-PCR. Of 47 (47/82; 57.32%) DENV-negative samples, only 43 were
tested to evaluate lesptospiral infection because of insufficient sample volume. Six patients (6/82;
7,32%) were positive to leptospirosis in the IgM-ELISA. Three patients were positives to
hantavirus infection, but only 1 (1/82; 1,22%) was positive in the IgM-ELISA and the two others,
in the [gG-ELISA. Thirty and five patients (35/82; 42,68%) remained negative em all tests. They
were classified as having other febril illness (OFI). To the best of our knowledge, this is the first
evidence of hantavirus infection in humans in the state of Ceard, Brazil. These diseases, including
leptospirosis, may cause infection clinically indistinguishable from DF and therefore should be

included in the differential diagnosis of febrile illnesses in this setting.

Key-words: dengue, differential diagnosis, leptospirosis, hantavirus.
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1. INTRODUCAO

1.1  Dengue
1.1.1 Epidemiologia da dengue

A dengue € uma doenca infecciosa aguda viral, endémico-epidémica, que constitui um
crescente problema de satde publica nas regides tropicais e subtropicais do mundo,
principalmente em 4reas urbanas e suburbanas (CORDEIRO et al., 2009; WHO, 2011). Ela é
a mais importante € mais comum patologia viral veiculada por artrépodes, em termos de
morbi-mortalidade, causando mais morte e doenca do que qualquer outra arbovirose
(MCBRIDEA & BIELEFELDT-OHMANN, 2000; GUZMAN & KOURI, 2003). Segundo a
Organizagdo Mundial da Saide (OMS), a dengue estd na categoria das principais doengas
tropicais negligenciadas que ndo estao sob controle (LINDOSO & LINDOSO, 2009).

A dengue afeta mais de 100 pafses nas regides tropicais e subtropicais da Africa,
Américas, oriente do Mediterrineo, Sudeste da Asia e oeste do Pacifico (figura 1). As duas
ultimas regides sdo as mais afetadas. Ela pde em risco mais de 2,5 bilhdes de pessoas —
equivalente a dois quintos da populacdo mundial - que habitam nessas regioes. A OMS estima
que ocorrem entre 50 milhdes de infec¢des por dengue em todo o mundo, anualmente,
ocasionando de 250.000 a 500.000 casos de febre hemorrdgica da dengue (FHD) e 24.000
6bitos a cada ano (GUBLER & MELTZER, 1999; GUBLER, 2002; WHO, 2000; 2010). O
nimero de casos tanto de dengue cldssico (DC) como de FHD aumentou drasticamente nas
ultimas décadas, e a distribuicdo geografica da doenca passou a atingir a maioria dos paises

tropicais (EDELMAN, 2005).

T Y

—

Figura 1. Paises/areas sob o risco da transmissao de dengue. Fonte: WHO, 2009
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Na década passada, a dengue foi um fenOmeno recorrente nas regides tropicais.
Durante o ano de 2002, mais de 30 paises latino-americanos relataram mais de um milhao de
casos de dengue, com um grande nimero de casos hemorragicos. Cada vez mais os casos
graves de FHD e Sindrome do Choque por Dengue (SCD) sdo relatados em criangas, que
apresentam a maior parte da morbidade da doenga (GUBLER & MELTZER, 1999, DAS &
MONGKOLAUNGKOON & SURESH, 2009).

A FHD € responsavel por elevada morbidade e mortalidade, especialmente de
mortalidade infantil no Sudeste Asidtico. Nas Américas, todos os grupos etdrios sdo ainda
suscetiveis, € mesmo a forma menos severa da doenca € responsavel por grande perda
econdmica, pois acomete principalmente a populacdo economicamente ativa. Antes de 1970,
apenas 9 paises apresentaram epidemias de FHD, um nimero que cresceu mais do que 4
vezes em 1995 (WHO, 2010). Na realidade, o Brasil estd enfrentando uma situa¢do hiper-
epidémica com um aumento do nimero de casos de FHD/SCD em criangas, algumas vezes
fatais (DA-ROCHA & TAUIL, 2009 ; SAN-MARTIN ez al., 2010).

Durante epidemias de dengue, as taxas de infec¢do entre aqueles que nao haviam sido
expostos previamente ao virus, normalmente sdo de 40 a 50%, mas podem atingir taxas de 80
a 90%, sendo um dos fatores responsaveis pela alta susceptibilidade da populacao afetada pela
epidemia (WHO, 2010).

No Brasil, a partir de 1986 a dengue tornou-se endémica no pais, com a circulagdo dos
sorotipos 1, 2 e 3 e, nas épocas mais quentes e Umidas, tém-se relatos de novos casos e
possiveis epidemias (GUZMAN & KOURI, 2003). Desde 1996 a doenga deixou de ser
intermitente e passou a ocorrer a cada ano (LINDOSO & LINDOSO, 2009).

O primeiro isolamento viral do virus dengue no Brasil foi relatado em 1981 em
Roraima, onde o sorotipo 1 e 4 (DENV-1 e DENV-4, respectivamente) foram isolados e
associados com casos de dengue. Os sorotipos 1 € 2 (DENV-1 e DENV-2, respectivamente)
foram introduzidos no Rio de Janeiro em 1985 e 1990, respectivamente; entdo ambos co-
circularam por 10 anos causando vdrios surtos no pais, incluindo muitos casos de febre
hemorragica. Em 2000, o sorotipo 3 (DENV-3) foi introduzido no Rio de Janeiro e entdo se
espalhou por todo o pais, co-circulando com DENV-1 e DENV-2. Finalmente, o DENV-4 foi
isolado de casos de FHD em Manaus, em 2005, sugerindo sua circulacdo nessa cidade
(FONSECA & FIGUEIREDO, 2008; FIGUEIREDO et al., 2008). Em julho de 2010, o
sorotipo 4 foi isolado em Roraima, apés 28 anos da sua auséncia no Estado (TEMPORAO et
al., 2011). Depois, mais 2 casos autoctones foram detectados em Manaus, sendo um deles em

novembro de 2010 e o outro em janeiro de 2011 (BRASIL, 2011). Apds este episddio, em
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marco do mesmo ano, foram detectados 2 casos de DENV-4 na Bahia e, poucos dias depois, 2
casos também foram confirmados no Rio de Janeiro, sendo que este consistiu no primeiro
relato confirmado da presenca desse sorotipo na regidao Sudeste (SALVADOR, 2011;
FIOCRUZ, 2011).

O Estado do Ceard € um dos mais importantes em termos de nimeros de notificacdes
de DC e FHD (CUNHA et al., 1998). A notificacdo dos casos no Estado iniciou-se desde
1986, apds isolamento do sorotipo DENV-1. Ja os primeiros casos confirmados de FHD
ocorreram em 1994, registrando 12 ébitos e atingindo uma alta letalidade de 48% e, a partir
de 1998, todos os anos apresentaram casos hemorrdgicos. Os anos de 2003, 2007 e 2008 se
destacam quanto ao nimero de casos hemorragicos com, respectivamente, 291, 300 e 448
ocorréncias. No ano de 2008, com 44.244 casos confirmados, a propor¢ao foi de 100 casos de
DC para cada caso de FHD. Atualmente muitos municipios possuem a presenga do Aedes
aegyti e, a0 invés de erradicagio, a perspectiva para o pais é o controle do vetor (CEARA,
2010).

No Ceard, os depdsitos infestados sdo principalmente aqueles utilizados para o
armazenamento de dgua, como caixas d’dgua, tambores, potes de barro, tinas, tanques, etc.
Além disso, nos ultimos 8 anos, o Estado tem registrado casos em todos os meses do ano,
entretanto com predominio no primeiro semestre do ano (CEARA, 2010).

Em relacdo ao sexo, a preponderancia é do sexo masculino, com cerca de 60% dos
casos confirmados no Estado a cada ano. Além disso, o nimero de criancas e adolescentes
acometidos vem aumentando anualmente, podendo ser observado pela mediana de idade que
passou de 38 anos em 2001 para 18 anos em 2008 (CAVALCANTI et al., 2011).

Até o presente momento, ndo existem vacinas licenciadas para a prevencao de dengue,
nem terapias especificas para deter ou limitar a replicagdo do virus ou mesmo modular a
gravidade dos sintomas dos pacientes afetados, o diagndstico preciso e precoce € essencial
para uma vigilancia eficaz e para a instituicdo adequada de medidas de controle dos surtos

(TRICOU et al., 2010; HU et al., 2011).

1.1.2 Agente etiol6gico da dengue

A dengue € causada por virus pertencentes ao género Flavivirus, familia Flaviridae. O
virus possui 4 sorotipos, estreitamente relacionados, porém antigenicamente distintos:
sorotipo dengue 1, 2, 3 ou 4 (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (HENCHAL &
PUTNAK, 1990; GUBLER, 1998; HALSTEAD, 2007; WHO, 2009).
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Qualquer um dos sorotipos pode causar doenca e, apds a infeccdo por um deles,
desenvolve-se uma imunidade protetora de longa vida contra este sorotipo especifico. Essa
imunidade confere prote¢do parcial, porém transiente, contra infec¢des subsequentes pelos
outros sorotipos. Algumas evidéncias sugerem que infec¢des sequenciais por diferentes
sorotipos aumentam o risco de desenvolver FHD (WHO, 2010).

Estruturalmente, o virus caracteriza-se por ser de RNA, envelopado e esférico, com
diametro aproximado de 50nm. O RNA gendmico € de fita simples e de polaridade positiva, e
seu comprimento aproximado é de 11 kilobases. Um capsideo icosaédrico reveste o RNA
viral e, cercando o nucleocapsideo, estd uma bicamada lipidica contendo as proteinas E e M.
O genoma do virus dengue codifica suas proteinas na seguinte ordem: 5"-C-prM(M)-E-NS1-
NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3° (CHAMBERS et al, 1990; HENCHAL &
PUTNAK, 1990). A tradu¢do do genoma do virus gera um precursor de uma grande
poliproteina, que € processado pelas células do hospedeiro e pelas proteases virais, que
originam cada uma das proteinas do virus (CHAMBERS et al., 1990; DUSSART et al.,
2006).

As proteinas estruturais desse virus consistem nas proteinas C, prM-M e E. A proteina
C, interage com o RNA viral, formando o nucleocapsideo. A proteina prM, apds sofrer
clivagem na sua por¢cdo N-terminal, origina a proteina M, que estd presente no virus maduro
(HUNG et al., 1999). A glicoproteina E possui conformagdo tridimensional, importante para a
exposicdo dos determinantes antigé€nicos virais. Os anticorpos especificos contra o virus
reconhecem os epitopos da proteina E, promovendo lise do envelope ou bloqueio de seus
receptores. Essa acdo resulta na neutralizacdo viral, uma vez que a entrada do virus na célula
através da ligacdo do virus ao receptor de membrana é mediada pela proteina E, localizada
nas espiculas do envelope do virus dengue. Os epitopos esta proteina sdo os mais importantes
determinantes antigénicos do virus e, por isso, definem a produc@o de anticorpos especificos
para o sorotipo viral e para o género Flavivirus (CHAMBERS et al., 1990). A estrutura
tridimensional desta proteina consiste num complexo dimérico com duas subunidades iguais.
Possui trés regides: 1) regido central da molécula, contendo o radical aminoterminal; 2) regidao
com a maior parte das ligacdes do dimero; e 3) regido com a por¢do C terminal, relacionada a
viruléncia de determinadas cepas virais (MOTA et al., 2005). Quando os dimeros sdo
submetidos a pH 4cido (pH < 6,5), sofrem uma transformagao conformacional e se rearranjam
em trimeros. Esse rearranjo € fundamental para a fusdo do envelope viral com a membrana
endossOmica, processo que se dd apds a ligacdo do virus ao receptor de membrana,

determinando a entrada da particula no citoplasma por pinocitose (CHAMBERS et al., 1997).
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As proteinas ndo-estruturais (NS) incluem sete proteinas NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b e NS5 (CHAMBERS et al., 1990). A NS1 é uma glicoproteina altamente
conservada, aparentemente vital na viabilidade viral. Ela possui atividade na maturagao viral e
¢ encontrada na superficie, ligada a membrana da célula infectada, sendo, também, secretada
no espaco extracelular (CHAMBERS er al, 1990; SCHLESINGER et al., 1990;
MACKENZIE & JONES & YOUNG, 1996; KUMARASAMY et al., 2007). A forma
hexamérica solivel da proteina NS1, liberada apenas de células infectadas dos mamiferos,
mas nao dos mosquitos, € também encontrada circulando no soro de pacientes na fase aguda,
por isso tem sido utilizada para diagnéstico de dengue na fase aguda da doenca (CROOKS et
al., 1994; FLAMAND et al., 1999; YOUNG et al., 2000). A proteina NS2 ¢ dividida nas
por¢oes NS2A e NS2B, sendo esta ultima portadora da atividade proteolitica. As proteinas
NS3 e NS5 tém sido associadas com os processos de replicacdo e transcricdo do RNA viral.
Atividades de protease e trisfosfatase/helicase foram atribuidas a proteina NS3, e a atividade
de RNA polimerase, a NS5 (CHAMBERS ef al., 1990). A proteina NS4 € clivada nas por¢des
NS4A e NS4B e ambas, juntamente com a NS2A e NS2B, associam-se a membrana da célula

infectada durante o processo de maturacdo viral (MONATH & HEINZ, 1996).

1.1.3 Transmissao da dengue

Os virus sao transmitidos aos seres humanos pela picada de fémeas dos mosquitos do
género Aedes, infectadas por um dos sorotipos. As espécies de maior importancia mundial
envolvidas na transmissao sdo A. aegypti e Aedes albopictus (A. albopictus), sendo o primeiro
o de maior importancia epidemioldgica nas Américas (HENCHAL & PUTNAK, 1990; WHO,
2010). Os mosquitos infectam-se por transmissdo transovariana, ou apds alimentarem-se de
individuos virémicos (JOSHI & MOURYA & SHARMA, 2002; WHO, 2010). Somente
depois de um periodo de incubagdo extrinseco de 8 a 12 dias é que sdo capazes de transmitir o
virus para os seres humanos. Apds a picada do mosquito, segue-se um periodo de incubagdo
de 3 a 14 dias depois do qual o individuo infectado adoece (WHO, 2000).

A transmissdo transovariana do virus nos mosquitos assegura a presenga do patégeno
independentemente de sua alimentacao a partir de sangue humano infectado pelo DENV. Esta
retencao do virus ao longo das geracdes dos mosquitos pode ser responsdvel pela manutengdo
do DENV na natureza durante periodos inter-epidémicos da doenca, sendo uma possivel
causa da reemergéncia de dengue em dreas previamente expostas ao virus, além de poder ter
importancia por amplificar um surto em andamento (ANGEL & JOSHI, 2008; ANGEL &
SHARMA & JOSHI, 2008).
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No Brasil, a transmissdo da dengue estd associada principalmente ao A. aegypti,
estando relacionada especialmente a fatores como a pobreza, condi¢des precdrias de
saneamento e educacdo, bem como a temperatura e urbaniza¢do desordenada, dentre outros
fatores que favorecem sua expansio e dispersdo desde sua reintrodu¢do em 1976. Sua elevada
capacidade de adaptagdo ao ambiente urbano nao permite o controle de sua populacdo por
métodos tradicionais (LINDOSO & LINDOSO, 2009).

O A. albopictus é um mosquito oriundo da Asia que foi introduzido no Brasil por
navios mercantes. Este mosquito é menos antropofilico do que o A. aegypti, e pode ser
encontrado em areas urbanas e rurais (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Desde sua entrada no
territorio brasileiro, tem sido possivel observar sua notdvel expansdo, de forma que apenas 6
Estados brasileiros ainda nao relataram a ocorréncia dessa espécie. Sdo eles: Amap4,
Roraima, Acre, Tocantins, Piaui e Sergipe (SANTOS, 2003; MARTINS et al., 2010). Além
de poder atuar como vetor da dengue e da febre amarela, ja foi mostrado que, sob condi¢des
laboratoriais, a espécie mostrou-se competente a infeccdo e a transmissao de 22 arbovirus,
realcando a importancia epidemioldgica de seu registro (MOORE & MITCHELL, 1997).

Embora sua ocorréncia ja tenha sido reportada na maioria dos Estados do pais, o A.
albopictus ainda ndo foi incriminado como responsdvel por surtos de dengue no Brasil.
Entretanto, essa possibilidade ndo deve ser descartada, uma vez que ele tem sido bem
sucedido na adaptacdo ao ambiente urbano, o que o torna vetor em potencial do virus dengue
onde esse mosquito ocorre, incluindo a cidade de Fortaleza, uma vez que a ocorréncia dessa
espécie ja foi relatada desde 2006 (MARTINS et al., 2006; 2010).

H4 ainda os riscos de transmissdao de dengue por transfusdes, por picada de agulha,
exposicdo mucocutdnea € intrapartum, assim como pode ocorrer com 0Os outros virus
transmissiveis por transfusdo (RAMOS, 2008). Mohammed e colaboradores (cols.) (2008)
encontraram RNA viral e virus vidveis que puderam ser detectados e cultivados,
respectivamente, a partir de doacdes de sangue, em Porto Rico. Os mesmos autores sugerem
que a via de transmissdo transfusional € mais comum do que se documenta e que, embora esse
tipo de transmissao parega rara, ¢ admissivel supor que esteja sendo negligenciada e que, caso
permaneca ndo investigada, a infeccdo sub-clinica ou sobreposta a outras patologias
continuard quase invisivel, podendo ser propagada (RAMOS, 2008; MOHAMMED et al.,
2008).

Apesar das outras possibilidades de transmissao, a propagacdo da dengue é atribuida
principalmente a expansdo geografica dos sorotipos e de seus mosquitos vetores, dos quais

estd o A. aegypti como o predominante entre as espécies urbanas. Um aumento rdpido em
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populacdes de mosquitos urbanos estd levando a um niimero cada vez maior de pessoas em
contato com este vetor, especialmente em dreas favordveis a reprodu¢do do mosquito como,
por exemplo, em locais da residéncia onde a 4dgua é armazenada e onde os servicos de

eliminacdo de residuos s6lidos sdo inadequados (WHO, 2010).

1.1.4 Manifestacdes clinicas da dengue

As manifestag¢des clinicas podem variar desde forma assintomatica, forma cléssica, até
as formas mais graves que podem ser fatais: dengue com complicacdes (DCC), FHD e SCD
(HUANG et al., 2006; MCBRIDE, 2009; BRASIL, 2011). As formas graves sdo de dificil
diagnéstico, podendo ser facilmente confundidas com outras doencas caracterizadas por

distdrbios da permeabilidade capilar (HENCHAL PUTNAK, 1990).
a) Caso suspeito de dengue

O Ministério da Sadde do Brasil define como casos suspeito de dengue todo individuo
que esteja apresentando doencga febril aguda por, no maximo, 7 dias, e presenga concomitante
de 2 ou mais dos seguintes sinais ou sintomas: cefaléia, dor retro-orbitdria, mialgia,
prostracdo, artralgia ou exantema. Esses sinais/sintomas devem estar associados a
epidemiologia local onde o individuo com a suspeita reside ou visitou nos ultimos 15 dias,
quanto a transmissdo de dengue e presenca do A. aegypti e podem estar ou nao associadas a
hemorragias. Todo caso suspeito de dengue deve ser notificado a vigilancia epidemiolégica e,

nos casos graves, a notificacio deve ser imediata (BRASIL, 2011).
b) Dengue cléssica (DC)

A DC caracteriza-se por uma enfermidade febril aguda, apresentando cefaléia frontal,
dores musculares, articulares e exantema. A primeira manifestacdo clinica é a febre, de
intensidade varidvel, geralmente alta, associada a cefaléia, dor retro-orbitdria, mialgia,
artralgia, prostracao e exantema. A febre pode durar de dois a sete dias, em média cinco dias.
A doenca tem a duragdo média de dez dias, sendo que a partir do 5° dia hd diminuicdo da
febre. Podem ocorrer manifestacdes hemorrdgicas de pequena intensidade em casos de
dengue classico, como epistaxe, gengivorragia e hematiria (HENCHAL & PUTNAK, 1990).

Um caso confirmado de dengue cléssica é definido como uma caso suspeito que foi
confirmado ou laboratorialmente ou, durante uma epidemia, pelos critérios clinicos e

epidemiolégicos. Mas antes de se constatar a epidemia, os primeiros casos devem ser

confimados por critério laboratorial (BRASIL, 2011).
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c¢) Febre Hemorrégica da Dengue (FHD) e Sindrome do Choque por Dengue (SCD)

A FHD e a SCD se caracterizam pelo extravasamento de fluidos e proteinas do leito
vascular para os espagos interticiais e cavidades serosas, ocasionado pelo aumento
generalizado da permeabilidade vascular (BRASIL, 2011). Geralmente se manifestam com os
mesmos sintomas iniciais e inespecificos da DC, ou seja, com febre (ocasionalmente 40 a
41°C), mantendo-se elevada por periodo de 2 a 7 dias, quando entdo apresenta queda stibita
(RIGAU-PEREZ, 1998).

A FHD/SCD tem sido definida, como um caso confirmado, nas situacdes em que ha
febre de sete dias ou menos, com tendéncias a manifestacdes hemorrdgicas associadas a
trombocitopenia  (<100.000/mm’);  diagnéstico laboratorial ~especifico positivo e
extravasamento plasmadtico, evidenciado por um dos seguintes dados clinicos: derrame
pleural, ascite, elevacdo do hematdcrito em mais de 20% acima dos valores basais e/ou
choque, geralmente acompanhado de valores elevados do hematdcrito (RIGAU-PEREZ,
1998; BRASIL, 2011).

Dentre as manifestagcdes hemorrdgicas, estdo presentes as petéquias, purpuras,
equimoses e epistaxes; hemorragia gastrointestinal e hematiria sio menos frequentes. Uma
baixa contagem de plaquetas (< 100.000/mm”) é usualmente encontrada entre o terceiro e
oitavo dias de doenca. Quando o diagndstico ndo € realizado rapidamente e, portanto a
intervencdo clinica ndo € adequada, alguns pacientes com FHD desenvolvem choque, que
pode ser leve e transitdrio ou severo com pulso e pressdo sanguinea ndo detectaveis, que em
alguns casos pode levar a morte (RIGAU-PEREZ, 1998).

De acordo com a OMS, a FHD ¢€ classificada em quatro graus de gravidade, grau I, II,
IIT e IV. No grau I, a febre é acompanhada de sintomas inespecificos e a inica manifestacdao
hemorragica observavel € induzida, a prova do lago positiva. No grau II, estdo presentes as
mesmas manifestacdes do grau I mais a presenga de manifesta¢cdes hemorragicas espontaneas
leves, como epistaxe, sangramento de pele, gengivorragia, etc. No grau III, o paciente
apresenta colapso circulatério, com pulso fraco e rapido, estreitamento da pressdo arterial ou
hipotensdo, pele fria e pegajosa e inquietagdo. No grau IV, o paciente encontra-se em choque
profundo, que constitui a SCD (BRASIL, 2011).

A classificag¢do final de um caso de SCD se da apds a confirmacdo e caracterizacao
como um caso confirmado de FHD, de grau IV. Apresenta-se com sinais de insuficiéncia
circulatéria, que pode ser evidenciada pelos seguintes achados: pulso ripido e fraco,

diminui¢do da pressdo vascular periférica (< 20mmHg). O choque € de inicio abrupto,
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ocorrendo na fase da defervescéncia, geralmente entre 2 a 5 dias apds o inicio da febre. E de
curta duragcdo, ndo excedendo 48 horas, na maioria dos casos. E resultado da hipovolemia
causada pelo extravasamento plasmadtico, que também gera aumento do hematdcrito, a
diminui¢do do nivel plasmatico de albumina, do débito cardiaco e do urindrio, a reducao da
perfusdo tecidual e arterial, e o choque. Caso ndo tratado adequadamente, o paciente corre

risco de 6bito ou de disfuncdo organica pés-choque (BRASIL, 2011).
d) Dengue com complicacoes (DCC)

A forma DCC ¢€ todo caso grave que ndo pode ser classificado como FHD por nao
preencher todos os critérios de FHD. A apresentacdo de pelo menos uma das seguintes
alteracoes clinicas é suficiente para a confirmacgdo final de um caso de DCC: alteracdes
neuroldgicas, insuficiéncia hepdtica, hemorragia digestiva volumosa, disfuncdo
cardiorrespiratéria, derrame pleural, pericirdico e ascite; plaquetopenia inferior a
20.000/mm’, contagem de leucdcitos < 1.000/mm’, ou qualquer caso suspeito de dengue fatal

que nao possua todos os requisitos para a classificacdo final de FHD (BRASIL, 2011).
1.1.5 Patogénese da FHD

A patogénese da forma hemorrdgica da dengue ainda nao estd bem definida e algumas
hipéteses existem para tentar explicd-la. A de maior aceitacdo refere-se a um fendmeno
denominado ‘“aumento da infeccao mediada por anticorpos”. Segundo esta hipdtese, anticorpos
adquiridos em infec¢des prévias por um determinado sorotipo do virus dengue ndo seriam
neutralizantes ou teriam titulos muito baixos para neutralizarem o sorotipo responsdvel pela
infeccdo atual. Estes anticorpos se ligariam a outros epitopos do sorotipo responsavel pela
infeccdo atual, comuns aos 4 sorotipos virais, mas ndo o neutralizaria, formando entdo,
complexos virus-anticorpos que facilitariam a penetracdo do virus opsonizado em células
monocitdrias, que sdo as células-alvo para a replicacao viral. Células mononucleares expressam
na sua superficie receptores para a porcao Fc das imunoglobulinas, regido implicada na ligacao
dos complexos virus-anticorpos a estas células, facilitando assim a internalizagcdo dos complexos
virus-anticorpos durante a reciclagem das membranas celulares. Esta facilidade de penetracao do
virus nestas células resulta em uma maior carga viral, maior intensidade da resposta imune a esta
infeccdo com liberacdo de citocinas e aminas vasoativas e como consequéncia uma doencga mais

grave (HALSTEAD, 1988).
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As proteinas ndo estruturais (NS1-NS5), que sdo expressas associadas as membranas
das células infectadas e na forma secretada, também tém sido implicadas na patogénese da
dengue grave. Evidéncias apontam para o envolvimento de NS1 na replicacdo do RNA viral
(YOUNG et al., 2000). Os niveis plasmaticos de NS1 secretada (sNS1) correlacionam-se com
titulos virais, sendo maior em pacientes com FHD do que em pacientes com DC (LIBRATY
et al., 2002). Além disso, elevados niveis de sNS1 livre, dentro de 72 horas do inicio da
doenca, indica risco de evolugao para FHD e niveis muito altos dessa proteina sdo detectados
na fase aguda de pacientes com infec¢do secunddria por dengue, mas ndo em infecg¢des
primdrias. Isso sugere que NS1 pode contribuir para a formacdo de complexos imunes, 0s
quais parecem exercer importante papel na patogénese de formas graves da doenca (YOUNG
et al., 2000).

Rosen propos, em 1977, uma teoria baseada na viruléncia viral para explicar a
patogénese da FHD. Segundo esta, as formas graves da doenca estavam associadas a algumas
cepas virais com maior viruléncia, adquiridas a partir de mutacdes em seu genotipos. Essa
viruléncia teria se originado de mutagdes genéticas decorrentes de replicacdes sucessivas em
hospedeiros habitantes de localidades em periodos de hiperendemicidade e circulacdo de
multiplos sorotipos, concomitantemente (GIBBONS & VAUGHN, 2002).

Outra hipdtese que tenta explicar a patogénese da FHD é a teoria integral da
multicausalidade. Esta sustenta que a FHD ocorre em consequéncia de fatores multiplos,
complexos e intrincados nos quais aspectos relacionados ao virus, ao hospedeiro e a
epidemiologia estdo envolvidos. Os fatores virais consistem na viruléncia da cepa, o sorotipo
envolvido, mutacdes no gendtipo viral, etc; ja os fatores de risco individual incluem idade,
sexo, estatus nutricional, infeccdo secunddria, a imunocompeténcia do individuo, dentre
outros; e os fatores de risco epidemioldgicos sao o nimero de individuos susceptiveis, alta
densidade vetorial, circulagdao de diferentes sorotipos, hiperendemicidade, etc. Segundo essa
hipétese, a interse¢do dos trés grupos de fatores leva 2 FHD epidémica (GUZMAN &
KOURI, 2002).

1.1.6 Diagnéstico de Dengue

Os critérios internacionais para o diagndstico final de um caso suspeito de FHD
estabelecem que o mesmo s6 € possivel através de confirmacdo laboratorial. E, mesmo em
periodos epidémicos, quando ndo hé possibilidade de se realizar essa confirmagdo em todos
os casos, em virtude do grande volume de pacientes, o digndstico confirmatoério laboratorial €

requerido nos seguintes casos: 6bitos, casos com manifestacdes hemorragicas espontaneas ou
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induzidas, casos com manifestacdes clinicas ndo-usuais, casos de internacdo, gestantes, e
casos com presenga de exantemas em criangas menores de 5 anos para diagndstico diferencial
com rubéola e sarampo. Entretanto, nos periodos niao-epidémicos, a confirmagao laboratorial
¢ obrigatdria (BRASIL, 2011).

O diagnéstico laboratorial especifico da dengue € essencial para o diagnéstico
conclusivo e para diferencid-la de outras sindromes febris tropicais. Pode ser realizado através
de diversas técnicas soroldgicas, virologicas e moleculares (GUZMAN & KOURI, 1996;
SHU & HUANG, 2004; VELATHANTHIRIA et al., 2006). Dentre essas técnicas, os testes
mais amplamente aplicados na rotina laboratorial sdo: MAC-ELISA, IgG-ELISA e isolamento
viral em linhagens de células de mosquitos infectadas, como, por exemplo, a linhagem C6/36
de A. albopictus (WHO, 1997; SINGHI & KISSOON & BANSAL, 2007; MENAKA et al.,
2007). Atualmente, estdo disponiveis no mercado os testes que detectam o Ag NS1 do virus
dengue no soro ou plasma de individuos infectados, através das técnicas de ELISA e
imunocromatografia de fluxo lateral (ALCON et al., 2002; KUMARASAMY et al., 2007).
Outros testes também sdo aplicados para o diagndstico da dengue, embora mais utilizados na
pesquisa cientifica, como, por exemplo, RT-PCR, PCR em tempo real (QPCR), inoculag¢ao
viral em cérebro de camundongos recém-nascidos, inoculacdo viral em mosquitos, teste de
inibicdo da hemaglutinacdo (IH), teste de neutralizacdo, teste de fixacdo do complemento,
entre outros (RACE & WILLIAMS & AGOSTINI, 1979; KUNO et al., 1985; GUZMAN &
KOURI, 1996; WHO, 1997; MENAKA et al., 2007).

Na infeccdo primdria, o virus circula na corrente sanguinea por um periodo
relativamente coincidente com a duragdo da febre e, assim, pode ser detectado por métodos
virolégicos no soro ou plasma por, aproximadamente, 2 a 7 dias, periodo que consiste na fase
aguda da doenga. Entretanto, em infec¢des secunddrias, a viremia pode durar apenas 2 ou 3
dias (HALSTEAD, 2007; SHU & HUANG, 2004).

A proteina NS1 € secretada por células de mamiferos infectadas in vitro por
Flavivirus, mas o mesmo ndo acontece em linhagens celulares de A. albopictus (FLAMAND
et al., 1999). Durante a fase aguda a mesma pode ser utilizada no diagndstico para detectar
anticorpos séricos anti-NS1 ou como antigeno (Ag) circulante a ser pesquisado
(CHUANSUMRIT et al., 2008; DUSSART et al., 2006; LAPPHRA et al., 2008; XU et al.,
2006; YOUNG et al., 2000). O ELISA que detecta a secrecdo de NS1 in vivo tem
demonstrado que o Ag NS1 ¢ detectdvel a partir do 1° dia de febre, no sangue de individuos
infectados, até o 9° dia, e mesmo quando a amostra € negativa no RT-PCR e no IgM (ALCON

et al., 2002).
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Durante a fase aguda da doenga, no periodo virémico, os métodos diagndsticos
recomendados sdo os que necessitam da viabilidade viral, como o isolamento viral, RT-PCR,
gPCR e NS1 (ELISA e/ou imunocromatografia). No final da fase aguda, o diagndstico
sorolégico € o método de escolha, como por exemplo, IgM-ELISA, IgG-ELISA, IH, etc
(HASLTEAD, 2007; WHO, 2009) (figura 2). O diagndstico soroldgico para dengue sé se
torna possivel a partir da defervescéncia ou ao final da viremia. Entre o 3° e o 5° dia de
doenca, cerca de 50% dos pacientes tem IgM detectavel (GUBLER, 1998; SCHILLING et al.,
2004; SHU & HUANG, 2004; WHO, 2009). Por volta do 5° dia de doenga esse nimero
aumenta para cerca de 80% e, no 10° dia, 99% desenvolveu producio detectdvel de IgM. O
mesmo persiste no soro por 2 a 3 meses (GUBLER, 1998; WHO, 2009). Em infeccoes
primarias, o IgG aparece no soro dentro de um dia ou dois ap6ds a deteccdo de IgM, podendo
levar de 10 a 14 dias para se tornar detectivel (GUBLER, 1998; SCHILLING et al., 2004;
SHU & HUANG, 2004). O IgG apresenta um aumento moderado ao longo das semanas
seguintes e persistindo, provavelmente, por toda a vida. Em infec¢des secunddrias, o IgG estd
presente logo no inicio da doenca e aumenta a niveis muito elevados dentro da primeira
semana da infeccdo e a resposta de IgM € significativamente menor do que nas infecg¢des
primdrias, podendo ser indetectivel em alguns casos. Os titulos de IgG nesses pacientes
podem permanecer altos por 10 meses ap6s a infeccdo (GUBLER, 1998; SHU & HUANG,
2004). A presenca de IgG numa amostra que esteja no 1° dia da manifestacdo dos sintomas €
evidéncia de que o paciente estd apresentando uma infec¢do secundaria (MCBRIDE, 2009).
Alguns protocolos determinam que um aumento dos titulos de IgG em 4 vezes em amostras
pareadas indica infec¢do aguda ou recente por flavivirus. J4 a deteccao de altos niveis de IgG
logo no inicio da doencga, sugere infec¢do secundaria ou multipla (WHO, 2009). Outros
protocolos consideram que uma razao IgM/IgG maior do que 1,78 € um marcador de infec¢ao
primadria e razdo menor que essa indicaria infec¢do secundaria (FERNANDEZ & VAZQUEZ,
1990; KUNO & GOMEZ & GUBLER, 1991; MIAGOSTOVICH et al., 1999).
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Figura 2. Principais testes diagndsticos de dengue de acordo com a evolucdo da doenca.
Fonte: adaptado de HALSTEAD, 2007

E importante ressaltar que a sorologia por ELISA, para deteccdo de IgM ou IgG, é o
teste mais amplamente utilizado na rotina laboratorial, devido a sua alta sensibilidade de 90-
97% em comparacdo com o teste de IH, que € considerado o padrdo-ouro para dengue
(KUNO & GOMEZ & GUBLER, 1991; MIAGOSTOVICH et al., 1999; NAWA et al.,
2001). No Brasil, o teste ELISA também € o mais utilizado para o diagndstico de dengue por
apresentar uma série de vantagens, em relacdo aos outros testes, como, por exemplo, uma
grande flexibilidade no tempo de coleta das amostras, apds a fase aguda, uma vez que as
respostas de anticorpos permanecem detectdveis por mais tempo; a maior termoestabilidade
dos anticorpos, em comparagdo a labilidade viral e do material genético; os servicos de
sorologia sdo mais prontamente acessiveis, as técnicas sdo relativamente simples e os
reagentes sao comercializados. Por outro lado, resultados falso-positivos podem ser obtidos,
podendo ser causados por ativacdo policlonal de linfécitos B ou por reagdes cruzadas geradas
por certos grupos, complexos ou subcomplexos de epitopos comuns a outras espécies do
género Flavivirus. Sendo assim, outros flavivirus, como o virus da encefalite japonesa, por
exemplo, podem induzir a producdo de anticorpos que podem reagir cruzadamente com o
virus dengue e, dessa forma, o diagnéstico de dengue pode ser confundido, especialmente em
areas onde outros flavivirus estdo presentes (WHO, 1997).

O diagnéstico confirmatdrio de um caso suspeito de dengue, além de ser importante

para o paciente, para que receba tratamento e cuidados especificos, é importante a nivel
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coletivo, uma vez que, a partir do conhecimento do perfil epidemiolégico de uma doencga de
notificacdo compulséria, como é o caso da dengue, torna-se possivel estabelecer medidas

preventivas e de controle especificas (BRASIL, 2011).

1.1.7 Diagnéstico diferencial da dengue

Considerando-se que a dengue possui um amplo espectro clinico, torna-se dificil, em
alguns casos, distingui-la de outras doengas utilizando apenas critérios clinico-
epidemioldgicos, sem o emprego de técnicas laboratoriais. Por isso, de acordo com o
Ministério da Saude, as principais doencas que entram no diagnéstico diferencial com a
dengue sdo: influenza, sarampo, rubéola, citomegalovirus, hepatites virais, hantavirose, febre
amarela, oropouche, leptospirose, maldria, dentre outras, a depender da situacdo
epidemioldgica da regido (BRASIL, 2007).

No Brasil, as arboviroses representam um grave problema de Sadde Publica, dentre
elas provocadas pelos virus dos géneros Flavivirus, Bunyniavirus € Alphavirus sdo as mais
importantes causadoras de surtos ou epidemias (VASCONCELOS et al., 1992;
FIGUEIREDO, 1994). Cinco arbovirus foram identificados como importantes em termos de
Saude Publica, pois estdo associados com epidemias urbanas, sdo os virus dengue, mayaro,
oropouche, rocio e febre amarela (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997). O virus dengue e
oropouche estdo associados com doenga humana epidémica em dreas urbanas enquanto
mayaro, rocio e febre amarela especialmente em areas rurais. O virus mayaro € associado com
doenca febril exantematica. O virus da febre amarela é um arbovirus causador de doenca
hemorrdgica encontrado na regido Amazonica, enquanto o oropouche causa doenga febril e
algumas vezes acompanhada de meningite asséptica (VASCONCELOQOS et al., 1992).

Assim como a dengue € a mais importante arbovirose do mundo, a leptospirose é,
provavelmente, a zoonose mais difundida do globo e as duas, por sua similiridade clinica e
sazonal, tem sido ndo raramente confundidas, por isso também faz parte da lista das doengas

que fazem diagnostico diferencial com a dengue (BRASIL, 2009; BROWN et al., 2010).
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1.2  Leptospirose

1.2.1 Epidemiologia da leptospirose

A leptospirose ¢ uma doenca infecciosa febril, sistémica, de inicio stbito e cardcter
zoono6tico, endémica em ambientes tropicais, onde vdrias epidemias tém sido registradas e,
segundo a OMS, sua incidéncia em regides tropicais varia de 10 a 100 casos/100.000
habitantes (BHARTI et al., 2003; REITSTETTER, 2006, WHO, 2010).

Embora essa doenca seja, provavelmente, a zoonose mais difundida do mundo, dados
confidveis da incidéncia e prevaléncia de casos humanos sdo escassos devido a pobre
qualidade dos dados de vigilancia, dificuldade de diagndstico por apresentar muitos sintomas
inespecificos, baixa sensibilidade dos testes diagndsticos padrdo e porque conhecimentos
sobre susceptibilidade e reinfec¢do ainda nao estdo totalmente esclarecidos, necessitando de
mais estudos (BOUNLU et al., 1998; MCBRIDE er al, 2005; ABELA-RIDDER &
SIKKEMA & HARTSKEERL, 2010; WHO, 2010). E provivel que a leptospirose seja uma
doenca negligenciada e subestimada em muitas partes do mundo (BOUNLU et al., 1998;
WHO, 2010). Dados obtidos de estudos de vigilancia de sindromes febris identificaram a
presenca de Leptospira em 20 a 30% dos pacientes, apoiando que realmente héd subnotificagao
dessa doenga (ISMAIL et al., 2005; LAROCQUE et al., 2005; MOHAREB et al., 2005).

A leptospirose no Brasil é um importante problema de saide publica por sua
incidéncia, elevada taxa de letalidade e alta taxa de internag@o hospitalar. (BRASIL, 2002). O
coeficiente de incidéncia foi de 1,8 casos/100.000 habitantes em 2008, consistindo numa
média menor do que a descrita pela OMS (BRASIL, 2010). Porém, as avalia¢des do sistema
de vigilancia da leptospirose no Brasil, realizadas de 2005 a 2007, sugeriram sua baixa
sensibilidade (BRASIL, 2008). Sua maior ocorréncia se dd nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste. Esta tem ocupado o terceiro lugar em nimero de casos do pais, anualmente. No
estado do Ceard, a doenca ¢ relatada desde 1995, que foi 0 ano com o maior nimero de casos
confirmados, seguidos pelos anos de 2003 e 2004, com incidéncias superiores a 1/100.000
habitantes. J4 em 2008, houve 192 casos notificados e, destes, 85 foram confirmados em 18
municipios, destacando-se o municipio de Varzea Alegre que relatou um surto com 29 casos
da doenca (BRASIL, 2008; CEARA, 2010).

Dentre alguns fatores que aumentam o risco de contrair a doenga, é possivel citar
enchentes e condi¢des sanitdrias improprias a saide humana, pois essas situacdes facilitam o
contato humano com a urina de animais infectados; além de algumas profissdes que expdem

os trabalhadores ao patégeno como, por exemplo, bidlogos, veterindrios, bombeiros,



27

limpadores de esgoto, catadores de lixo, pescadores, entre outros (BRASIL, 2009; WHO,
2010).

1.2.2 Agente etioldgico da leptospirose

A leptospirose € causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira que
infectam seres humanos e animais silvestres e domésticos. Essas bactérias podem infectar
uma série de tecidos diferentes produzindo um amplo espectro clinico, ndo especifico, que
varia desde uma sindrome febril indiferenciada até faléncia multipla de 6rgdos e morte, a
depender da idade, satide e competéncia imunoldgica do hospedeiro (BHARTT et al., 2003;
REITSTETTER, 2006; ADLER & MOCTEZUMA, 2010). Entretanto, a maioria dos
individuos infectados por Leptospira, especialmente os que habitam em dreas end€micas,
adquirem infec¢a@o assintomadtica ou apresentam sintomas moderados (DAHER et al., 2010).

Atualmente se conhecem sete espécies patogénicas da bactéria, sendo L. interrogans a
mais importante. A unidade taxonOmica bdsica € o sorovares (sorotipo) € mais de 200 ja
foram identificados. Cada sorovar possui um hospedeiro preferencial (alguns possuem mais
de um). Além disso, uma s6 espécie animal pode ser reservatorio de um ou mais sorovares.
Qualquer sorovar pode originar as diversas formas de apresentacdo clinica no homem.
Entretanto, os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhagen estdo mais frequentemente

correlacionados a casos mais graves (BRASIL, 2009).
1.2.3 Transmissdo da leptospirose

As leptospiras patogénicas tém como habitat as por¢des proximais dos tibulos renais
dos rins dos seus reservatdrios, ainda que outros tecidos e érgaos também possam servir como
fonte de infec¢do. A partir dos rins, essas bactérias podem ser excretadas pela urina e, entdo,
contaminar o solo, dguas superficiais, corregos, rios, etc. Os seres humanos comumente se
infectam através do contato direto da pele ou mucosas com 4gua ou solo contaminados por
urina ou outros fluidos de animais infectados, sendo o periodo de incubagdo de 2 a 20 dias
(ADLER & MOCTEZUMA, 2010; SLACK, 2010; WHO, 2010).

Dentre os fatores relacionados ao agente etioldgico que favorecem a persisténcia dos
focos de leptospirose, destacam-se o elevado grau de variagdo antigénica, a prolongada
capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente (que pode resistir até 180 dias) e a ampla
variedade de animais susceptiveis reservatorios como ratos, ratazanas, camundongos

(principais reservatdrios), bois, porcos, carneiros, cassacos, morcegos e outros. Tem sido
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demonstrado que quase todos os mamiferos, incluindo os aquaticos, podem ser reservatorios.
A infec¢do animal pode ser assintomadtica e, no entanto, a eliminacdo do patégeno pode
perdurar por toda a vida do animal, enquanto que os seres humanos quase nunca se tornam
portadores cronicos da doenca, mas sofrem infec¢des agudas podendo causar sequelas
(BRASIL, 2009; ADLER & MOCTEZUMA, 2010).

Ap6s infecgdo, o ser humano adquire imunidade sorovar-especifica, significando que
um mesmo individuo pode apresentar a doenca mais de uma vez, contanto que se infecte por

outro sorovar diferente do anterior (BRASIL, 2009).
1.2.4 Manifestagoes clinicas da leptospirose

Os sinais clinicos e sintomas da leptospirose sdo varidveis e se apresentam desde
manifestacoes subclinicas até formas potencialmente fatais. As primeiras tem sido relatadas
com frequéncia e, devido a sua natureza inespecifica, tornam o diagndstico dificil. Estas
manifestacdes brandas também podem ser relacionadas a manifestacdes futuras de sintomas e
doenga cronica. A forma anictérica é a mais comum forma moderada da doenca, sendo
caracterizada por sintomas nao-especificos como febre, dor de cabeca, calafrios, mialgia,
nduseas e dor abdominal. J4 a forma ictérica é a manifestacdo cldssica da leptospirose grave,
potencialmente fatal, também conhecida como Sindrome de Weil, a qual tipicamente
apresenta-se com complicagdes renais, hepaticas e vasculares, e acomete cerca de 15% dos
pacientes com leptospirose (ASHFORD et al., 2000).

A doenga € divida em duas fases: a fase septicémica ou precoce e a fase imune ou
tardia. Cerca de 90% dos casos de leptospirose correspondem a fase septicémica e dura cerca
de uma semana, no entanto, poucos casos sao detectados em virtude das dificuldades inerentes
ao diagnéstico clinico e a confirmacdo laboratorial. O desafio de se diagnosticar a
leptospirose nessa fase se deve ao quadro clinico inespecifico presente nessa fase, iniciando-
se com febre subita, cefaléia, mialgia, anorexia, nduseas e vomitos, podendo ocorrer também
diarréia, artralgia, hiperemia ou hemorragia conjuntival, fotofobia, dor ocular e tosse.
Exantemas ocorrem em 10 a 20% dos pacientes, distribuidos no tronco ou regido pré-tibial.
Menos comumente (<20%), pode ocorrer hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia.
Entretanto, os principais sintomas nesse estdgio consistem em febre alta, fortes dores de
cabeca, mialgia, calafrios, derrame conjuntial, dor abdominal, ictericia, hemorragias na pele e
mucosas, vomitos, diarréia e erupcdes cutaneas (PLANK & DEAN, 2000; LEVETT, 2001;
BRASIL, 2009). Esta fase tende a ser autolimitada e regride em 3 a 7 dias, sem deixar

sequelas. E frequentemente diagnosticada como uma “sindrome gripal”, “virose” ou outras
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doencas que ocorrem na mesma época, como dengue ou influenza (SMITS er al., 2001;
BRASIL, 2009).

A fase tardia ou imune caracteriza-se pela producdo de anticorpos e excrecdo das
leptospiras na urina e aproximadamente 5 a 10% dos pacientes evoluem para essa fase
(TURNER, 1968 apud LEVETT, 2001; FARR, 1995). Nessa fase, dano renal, faléncia
hepdtica, insuficiéncia respiratoria, meningite e morte sdo algumas manifestacdes graves que
podem ocorrer (WHO, 2010). A ictericia é considerada como um sinal caracteristico,
aparecendo entre o 3° e o 5° dia de doenga, e sua presenca € indicador de mal progndstico,
uma vez que estd associada a Sindrome de Weil. Ainda assim, pode ocorrer manifestacdes
graves em pacientes anictéricos. Outras manifestacdes frequentes na leptospirose grave sao:
miocardite, arritmias, pancreatite, anemia e distirbios neurolégico, como confusdo, delirio,
alucinagdes e sinais de irritacio meningea. Além disso, tem sido frequentemente associada a

meningite asséptica (LEVETT, 2001; BRASIL, 2009).
1.2.5 Diagndstico da leptospirose

Para diagndstico de leptospirose, as leptospiras podem ser visualizadas por exame
direto através da inoculacdo em meios de cultura ou em animais de laboratério e/ou pela
deteccao do DNA da bactéria, pelo PCR, preferencialmente na fase precoce. Na fase tardia, as
leptospiras podem ser cultivadas ou inoculadas em animais a partir da urina. Esses testes sdo
confidveis, mas os métodos de escolha sdo os soroldgicos, principalmente o ELISA-IgM e a
microaglutinacdo (MAT), que, no Brasil, sdo os testes realizados nos LACENs (BRASIL,
2009). Os anticorpos anti-Leptospira podem ser detectados por volta do 6° e 10° dia de doenca
e, geralmente, seus niveis atingem o pico maximo de produc¢do dentro de 3 a 4 semanas de
infeccdo, os quais gradualmente regridem, mas podem permanecer detectdveis por muitos
anos (CHALAYON et al., 2011).

A microaglutinacio (MAT) € o teste de escolha nos laboratérios de referéncia por
causa de sua alta sensibilidade e especificidade, além de ser o método indicado pela OMS
(COLE & SULZER & PURSELL, 1973 apud BAJANI et al., 2003; CHALAYON et al.,
2011). Entretanto, por ser uma técnica complexa, necessitar de amostras pareadas para uma
correta interpretacdo e por nao permitir um diagnéstico rapido para o manejo dos pacientes,
alguns testes baseados na detec¢do de IgM por ELISA ou por imunocromatografia tem sido
desenvolvidos e se mostrado altamente especificos e sensiveis (CINCO & BALANZIN &
BANFI, 1992; RIBEIRO & SOUZA& ALMEIDA, 1995; SILVA et al., 1997; LEVETT et
al.,2001; BAJANI et al., 2003; VITALE et al., 2004).
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Devido ao amplo espectro clinico, a leptospirose, dentre muitas outras doencas, faz

diagndstico diferencial com a dengue (BRASIL, 2009).

1.3  Hantavirus
1.3.1 Epidemiologia da hantavirose

A hantavirose € uma doenca emergente que pode se manifestar de diferentes formas,
como infeccdo subclinica; doenga febril aguda, cuja suspeita se baseia em informagdes
epidemioldgicas; quadros pulmonares e cardiovasculares ou como casos de febre hemorragica
com sindrome renal (BRASIL, 2005).

Comumente, refere-se a infec¢do pelos hantavirus como hantavirose do Velho Mundo
ou do Novo Mundo, em virtude da distinta distribuicdo geogréafica dos reservatérios e da
forma clinica que causam: a febre hemorragica com sindrome renal (FHSR), ocorrendo no
Velho Mundo; ou a sindrome cardiopulmonar por hantavirus (SCPH), que ocorre nas
Américas. Em alguns surtos, a FHSR e a SCPH podem atingir taxas de mortalidade de até
12% e 60%, respectivamente (JONSSON & FIGUEIREDO & VAPALAHTI, 2010).

Em todo o mundo, é possivel que haja cerca de 150.000 casos de FHSR anualmente.
Em contrapartida, cerca de 2.000 casos de SCPH ja foram relatados em focos esporddicos nas
Américas (JONSSON & FIGUEIREDO & VAPALAHTI, 2010). Nas Américas, a SCPH tem
sido detectada desde 1993 e, desde entdo, é reconhecida como um importante problema de
saude publica (NICHOL et al., 1993). No Brasil, 1.195 casos de SCPH foram relatados entre
1993 e 2009, com taxa de fatalidade de 40% (BRASIL, 2009; FIGUEIREDO et al., 2010).

A epidemiologia dos casos humanos esta relacionada a distribuicdo e a biologia dos
seus hospedeiros preferenciais, sejam eles roedores ou insetivoros (SCHMALJOHN &
HJELLE, 1997; JONSSON & FIGUEIREDO & VAPALAHTI, 2010).

E uma doenca de notificacio compulséria e sua ocorréncia jd foi relatada em vdrios
Estados do Brasil, como, Para, Ronddnia, Amazonas, Bahia, Maranhao, Rio Grande do Norte,
Mato Grosso, Goids, Distrito Federal, Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (BRASIL, 2010). Os casos relatados em Pernambuco e Rio Grande do Norte
apresentaram-se clinicamente de forma semelhante a FHSR (HINRICHSEN ef al., 1993;
FERREIRA, 2003).

Um estudo soro-epidemioldgico realizado no Maranhdao mostrou uma soroprevaléncia
de 4,7% de hantavirose em seres humanos, distribuida em 6 municipios, evidenciando a

circulacdo de hantavirus naquele Estado. Entretanto, nenhum dos pacientes soro-positivos
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relatou sintomatologia indicativa de hantavirose, sugerindo que casos moderados ou
assintomaticos estdo ocorrendo nessas localidades (MENDES et al., 2010).

Outro estudo de soroprevaléncia de hantavirose realizado no estado do Ceard mostrou
a ocorréncia de anticorpos anti-hantavirus em roedores (Necromys lasiurus), entretanto, a
ocorréncia de casos humanos da doenca no Estado ainda ndo foi relatada, talvez devido a
dificuldade de distin¢do entre as doengas que com ela fazem diagnéstico diferencial, como € o
caso da leptospirose e da dengue (BRASIL, 2009; CHIORATTO et al., 2010).

A prevencdo das infeccdes por hantavirus baseia-se em medidas educativas tomadas
junto as comunidades, direta ou indiretamente relacionadas com o meio rural, no sentido de

prevenir o contato com os roedores ou suas excretas (CAMPOS et al., 2009).
1.3.2 Agente etioldgico da hantavirose

Os hantavirus pertencem a familia Bunyaviridae, género Hantavirus, que sdo virus de
RNA de fita simples, envelopados, esféricos, medindo de 80 a 120 nm de didmetro. Seu
genoma € trissegmentado e com polaridade negativa e os segmentos sdo assim denominados:
L (large — grande), que codifica a transcriptase viral; M (medium — médio) que codifica as
glicoproteinas G1 e G2 do envelope, relacionados ao reconhecimento de receptores celulares
e a indugdo de imunidade; e S (small — pequeno), responsével pela codificacio da proteina do
nucleocapsideo viral (PINCELLI et al., 2003; JONSSON & FIGUEIREDO & VAPALAHTI,
2010). Essa familia possui mais de 300 virus que podem infectar plantas, animais, artrépodes
e seres humanos, sendo que o hantavirus € o unico bunyavirus que ndo € um arbovirus
(BRASIL, 2009; JONSSON & FIGUEIREDO & VAPALAHTI, 2010).

As linhagens filogenéticas denominadas Juquitiba, Araraquara, Castelo dos Sonhos,
Anajatuba e Laguna Negra sdo os hantavirus relacionados a doenga humana no Brasil e as
linhagens Mearim e Rio Marmoré também foram detectadas no pais, mas apenas em roedores

(JOHNSON et al., 1999; BRASIL, 2009; FIGUEIREDO et al., 2010).
1.3.3 Transmissao da hantavirose

Os seres humanos normalmente se infectam através da inalagdo de aerosséis contendo
particulas virais excretadas pela urina, fezes e/ou secrecdes de roedores contaminados. Mais
raramente, podem infectar-se através de mordeduras de animais infectados (CHILDS et al.,
1994; FIGUEIREDO et al., 2010). O periodo de incubacdo descrito € de 9 a 33 dias, com
média de 14 a 17 dias (YOUNG et al., 2000).
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A FHSR tem, como transmissores principais, roedores dos géneros Myodes, Rattus e
Apodemus. Ja& a SCPH € transmitida por roedores silvestres americanos da subfamilia
Sigmodontinae. Geralmente, a infeccao desses reservatérios pelos seus respectivos hantavirus
ndo causa doenga aparente, uma vez que esses virus parecem ter antiga e estreita relagdo,
provavelmente tendo coevoluido com seus reservatérios animais (PLYUSNIN &
VAPALAHTI & VAHERIL 1996; ZHAO & HAY, 1997; FIGUEIREDO et al., 2010;
JONSSON & FIGUEIREDO & VAPALAHTI, 2010).

1.3.4 Manifestacdes clinicas da hantavirose

Nas primeiras descri¢cdes da doencga, os pacientes apresentavam um quadro influenza-
simile, com febre, cefaléia, mialgias e calafrios, que progredia para insuficiéncia respiratéria
grave. Aproximadamente 50% dos casos evoluiam para choque cardio-circulatério, motivo
pelo qual a doenga passou a ser chamada de SCPH (KHAN et al., 1996; SAGGIORO et al.,
2007).

As manifestacOes clinicas da SCPH ocorrem em duas fases: prodromica ou
inespecifica e a pulmonar. Na primeira, os sintomas mais comuns incluem febre, mialgia, dor
dorso-lombar, dor abdominal, cefaléia intensa e sintomas gastrointestinais como nduseas,
vOmitos e diarréia, e os sintomas perduram por cerca de 6 dias, podendo prolongar-se até 15
dias. O final dessa fase é evidenciado pelo surgimento de tosse seca, que corresponde ao
inicio da fase pulmonar. A fase pulmonar caracteriza-se pela referida tosse, acompanhada de
taquicardia, taquidispnéia e hipoxemia. Pode ocorrer rdpida evolu¢do para edema pulmonar
ndo cardiogénico, hipotensdo arterial e colapso circulatério. Comumente, pode-se encontrar
derrame pleural de pequena magnitude. Opostamente ao que se observa no choque séptico, o
indice cardiaco encontra-se baixo e a resisténcia periférica, elevada. Pode haver também
comprometimento renal, geralmente leve ou moderado, podendo evoluir para insufici€éncia
renal. Essa fase apresenta uma elevada taxa de letalidade de cerca de 40% e os casos fatais

ocorrem, mais comumente, entre o 4° ou 6° dia apds o inicio dos sintomas (BRASIL, 2009).
1.3.5 Diagndstico da hantavirose

O diagnéstico da infec¢do aguda por hantavirus pode ser realizado por sorologia,
sendo que os testes mais utilizados no Brasil sdo o ELISA (IgM e IgG) utilizando Ags de
virus Sin Nombre ou Los Andes e o RT-PCR, amplificando os genes das proteinas N e G1, a

partir de sangue ou de bidpsias de pacientes (GRAZIANO & TEMPEST, 2002; MORELI &
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SOUSA & FIGUEIREDO, 2004). Nos casos de 6bito, a imunohistoquimica utilizando o
anticorpo monoclonal de camundongo anti-hantavirus Puumala (1:200, clone GB04-BF07,
CDC - Atlanta, EUA) costuma ser utilizada para confirmar o diagnéstico (SAGGIORO et al.,
2007).

1.4 Justificativa

No ano de 2008 o Ceard apresentou 2° maior nimero de casos de dengue desde 1986
principalmente em virtude de elevadas infestagdes pelo A. aegypti, a circulagdo simultanea de
trés sorotipos virais e um grande contingente populacional susceptivel & doenga (CEARA,
2010).

Nao ha dividas de que a observagao clinica € o critério mais importante no diagndstico
da dengue, especialmente em épocas de epidemias, porém, o diagndstico definitivo requer a
confirmacao por meio das técnicas laboratoriais (VORNDAM & KUNO, 1997; WHO, 1997,
GUZMAN & KOURYI, 2004).

Uma vez que, numa epidemia, o diagnostico de dengue pode ser confirmado pelo
critério clinico-epidemioldgico em qualquer individuo que apresente sintomas caracteristicos
da dengue e que habite em regides com epidemiologia favordvel a dengue, hi uma
considerdvel possibilidade da ocorréncia de duas situagdes hipotéticas: 1) uma superestimacgdo
do nimero de casos de dengue, quando a sindrome febril indiferenciada apresentada pelo
paciente € considerada como um caso de dengue mesmo sem a realizagdo ou positividade em
testes especificos de dengue e 2) a ndo-identificacdo/subnotificacao de outras patologias cuja
manifestacdo clinica € inespecifica, da mesma maneira que a dengue.

Diante da possibilidade de outros patégenos causarem doenca com quadro clinico
semelhante ao da dengue, o objetivo desse estudo foi pesquisar a ocorréncia de outros agentes
etiol6gicos causadores de sindromes dengue-similes nos pacientes que foram considerados
clinicamente como casos suspeitos de dengue, mas que apresentaram diagndstico viroldgico

negativo pelo LACEN-CE, no ano de 2008.
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2.0 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Identificar a etiologia do quadro dengue-simile de pacientes com isolamento viral negativo

para dengue, realizado pelo LACEN-CE, no ano de 2008.

2.2 Objetivos especificos

a) Investigar laboratorialmente infeccao aguda de dengue, através da técnica de ELISA
(IgM) e RT-PCR.

b) Realizar a sorotipagem do virus dengue pela técnica RT-PCR multiplex;

c) Demonstrar circulagdo de hantavirus, através da técnica de ELISA e RT-PCR;

d) Elucidar, através da deteccdo de IgM anti-Leptospira sp., se ha participacdo de
bactérias do género Leptospira como agentes causadores dos quadros dengue-similes dos

pacientes negativos para dengue.
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3.0 METODOLOGIA

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo descritivo-exploratério de etiologia febril de pacientes
com quadro suspeito de dengue e resultado negativo no isolamento viral no periodo de janeiro

a dezembro de 2008.
3.2  Caracterizacio das amostras

Foram cedidas pelo LACEN-CE 128 amostras selecionadas aleatoriamente de um total
de 584 amostras negativas no isolamento viral em linhagem celular C6/36 de A. albopcitus
realizado pelo LACEN-CE em 2008, coletadas de pacientes residentes no estado do Ceard
com suspeita de dengue, de janeiro a dezembro do mesmo ano. As 128 amostras eram
provenientes de 114 pacientes, sendo 9 amostras de sangue, 1 de liquor e 118 soros.

As amostras foram enviadas para o Laboratério de Parasitologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Cearéd e foram distribuidas em 3 aliquotas, que foram

estocadas a -70°C, até a realizacdo dos testes laboratoriais.
3.3  Critérios de inclusao no estudo e obtencao de dados clinicos

Os critérios de inclusdo compreendiam a notificagdo no Sistema de Informagdes de
Agravos de Notificagdo (SINAN), corresponder aos critérios de casos suspeitos de dengue
preconizados pelo ministério da saude, anteriormente citados (item 1.1.4a) e apresentar
resultado negativo no IV de DENV, realizado no LACEN-CE, em 2008.

Foram excluidos do estudo pacientes com fichas inadequadamente preenchidas ou
aqueles cujas amostras nao possuiam volume suficiente para a realizacao de, no minimo, um
dos testes para diagnéstico de dengue.

Os dados como tempo de febre, sexo, idade, endereco, data e local do atendimento e
critério de confirmagdo de dengue (laboratorial ou clinico), foram obtidos das fichas do
SINAN e/ou das fichas encaminhadas para o LACEN juntamente com as amostras. As
informacdes sobre sintomas foram obtidas apenas dos pacientes cujas fichas tiveram

preenchidos os campos concernentes a sintomatologia.
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34 Técnicas laboratoriais

Todas as amostras incluidas no estudo foram testadas para dengue e, em seguida,
aquelas com resultado negativo foram entdo analisadas para leptospirose. Em seguida, todas
as amostras com volume suficiente foram testadas para pesquisa de hantavirus a fim de
avaliar n3o apenas a etiologia da sindrome febril, mas também a possivel circulagdo de

hantavirus em humanos, no estado do Ceara.
3.4.1 Dengue

As amostras incluidas (90) eram provenientes de 82 pacientes e foram avaliadas

quanto a presenca de infeccdo aguda por dengue pelos seguintes testes diagnosticos:

a) Sorologia

A sorologia para dengue foi realizada através do kit comercial de imunoensaio
enzimatico, comercializada pela PanBio Diagnostics® (Brasil), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Este teste destina-se a detec¢do qualitativa de anticorpos IgM anti-dengue no soro
dos pacientes, os quais, se presentes, ligam-se a anticorpos anti-IgM humano aderidos a
superficie de poliestireno de cada um dos 96 pogos disponiveis no kit.

Antes do procedimento, todos os reagentes tiveram sua temperatura equilibrada a
temperatura ambiente (20 a 25°C). Em seguida, os controles positivo e negativo, o calibrador
(fornecidos pelo kit) e as amostras dos pacientes foram diluidos de 1:100, utilizando o
diluente das amostras (kit); e o Ag de 1:250, usando o diluente do Ag (kit). Em seguida, o0 Ag
diluido foi adicionado de igual volume do anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase
HRP (MADb) e incubados por 1lh, a temperatura ambiente, permitindo a formagdo de
complexos Ag-MADb. Durante os 10 minutos iniciais da incuba¢do do Ag-MAb, 100ul das
amostras diluidas dos pacientes e dos controles (positivo, negativo e calibrador) foram
adicionadas a placa, sendo que um poco foi destinado ao controle negativo, outro para o
controle positivo, e para o calibrador, uma triplicata. As amostras dos pacientes foram
adicionadas a placa em duplicata. A placa foi coberta e incubada por 1h a 37 °C. Apds essa
incubacgdo, o soro residual que ndo reagiu com os anticorpos aderidos a placa, foi removido
por meio de lavagens sucessivas com o tampao de lavagem, previamente diluido. Em seguida,
100ul do Ag-MAb foram adicionados aos pogos e incubados a 37°C por 1h. Apds esse
periodo, os pocos foram lavados novamente e foi adicionado 100ul do tetra-metil-benzeno

(cromé6geno TMB) aos pocos. O substrato, quando presente, foi entio hidrolisado pela enzima
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e o cromdgeno se tornou azul. Finalmente, a reacio foi parada pela adi¢ao de 100ul de dcido
fosférico (1M ) que mudou da cor azul para amarelo. A placa finalmente foi lida em aparelho
leitor de ELISA, num comprimento de onda de 450 nm com filtro de referéncia a 650 nm.
Para andlise dos resultados, seguiram-se as instrucdes fornecidas pelo fabricante,
contidas na bula do kit. Resumidamente, os cdlculos foram realizados da seguinte maneira:
foram obtidas as médias das absorbancias das triplicatas do calibrador e multiplicadas pelo
fator de calibrag¢do fornecido pelo kit, obtendo assim, o valor do ponto de corte (cut-off). O
indice de absorbancia das amostras foi calculado dividindo absorbancias das mesmas pelo
valor do ponto de corte. A multiplicacdo dos indices de absorbancias por 10 gerava o valor em
unidades Panbio. Resultados maiores que 11 unidades Panbio foram interpretados como
positivos; menores que 9, como negativos; e entre 9 e 11 unidades Panbio, o resultado foi

considerado duvidoso, necessitando repeticao do teste

b) Extragdo do material genético

A extracdo e purificacdo de RNA viral do virus dengue foi realizada através do kit
QIAamp® Viral Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA), conforme as instrucdes fornecidas pelo
fabricante. Para isso, foi utilizada uma aliquota de 140ul de soro/sangue/liquor.

A técnica de extragdo do RNA pelo kit mencionado acima utiliza uma coluna com
silica gel com afinidade para RNA. Para tanto, 140ul de cada amostra clinica foi lisada pelo
tampao AVL e, apds a lise, a amostra foi aplicada a uma coluna com afinidade para RNA
viral e submetida a uma centrifugacdo de 8000rpm por 1 minuto. Apds centrifugacdo, a
amostra laboratorial foi lavada duas vezes, uma com o tampao AW1 e outra com o tampao
AW2. Terminada a lavagem, o RNA foi eluido da coluna, por 800ul do tampao AVE e

estocado a -70°C.

c) RT-PCR

Para amplificacdo do genoma do virus dengue foi utilizado o sistema SuperScripTM
One Step RT-PCR (QIAGEN), que dispensa a confeccdo prévia de cDNA. Ele utiliza
moléculas de RNA para sintetizar o cDNA e amplificd-lo por RT-PCR num tnico tubo
utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos. O sistema consiste de dois
componentes principais: o mix RT/ Platinum® Taqg e o 2X Reaction Mix. O primeiro contém
uma mistura de SuperScript™ II Reverse Transcriptase e Platinum® Tag DNA Polymerase
para a sintese de cDNA e para a amplilficacdo por PCR. O segundo contém 0.4 mM de cada

dNTP e 2.4 mM MgSO,.
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Tabela 1. Primers utilizados para amplifica¢do do genoma dos virus dengue e seus sorotipos

Etiologia Primer Seqiiéncia (5'-3") Fra(g;;:;:nto Referéncia
D1 (sense) TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 511
Ts1 (anti-sense) CGTCTCAGTGATCCGGGGG 482 LANCIOTTI
DENGUE  Ts2 (anti-sense) CGCCACAAGGGCCATGAACAG 119 ot al.. 1992
Ts3 (anti-sense) TAACATCATCATGAGACAGAGC 290 ”
Ts4 (anti-sense) CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 392

Foi realizado um RT-PCR multiplex utilizando 5ul do RNA extraido (2 pug), 1ul de
cada um dos primers D1, Tsl, Ts2, Ts3 e Ts4 na concentragdo de 20pmol, 1ul de ANTPs mix
(10mM), 5ul do tampao 5X One-Step RT-PCR (Tris-Cl, KCI, (NH4)2S04, 12.5 mM MgCl2,
DTT; pH 8.7), 8,5ul de dgua DEPC (Gibco) e 0,5ul da enzima Super Script'™ RT/platinum®
Taq Mix (QIAGEN) (5U/uL), num volume final de 25ul. Anteriormente aos ciclos de
amplificacdo, as amostras foram submetidas as temperaturas de 50°C por 30 segundos e 95°C
por 15 minutos para a desnaturacdo do cDNA. As reacdes de amplificacdo foram realizadas
usando 40 ciclos. Um ciclo de amplificacdo consistiu na desnaturagdo do DNA a 94°C por 1
minuto para a desnaturagdo das fitas, o anelamento dos primers a 55°C por 1 minuto e a
extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final dos 40 ciclos, houve mais uma incubagdo a 72°C por
10 minutos, para a inativagdo da enzima.

O controle da reacdo para a detec¢do do genoma do virus dengue utilizado foi o RNA
extraido de uma cultura de células C6/36 de A. albopictus infectada com virus DENV-2, New
Guinea (NGC) e DENV-3, H-87.

O resultado das amplificacdes foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 2%,
corado com brometo de etideo 1ug/mL, visualizado a luz ultravioleta.

As amostras negativas para dengue foram testadas para leptospirose.

3.4.2 Leptospirose

Somente as amostras negativas no item 3.4.1 (dengue) supracitado foram analisadas
quanto a presenca de infeccdo por Leptospira sp. Todas as etapas do diagndstico de
leptospirose foram realizadas no laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal do

Ceara.

a) Sorologia
A sorologia para leptospirose foi realizada através do kit comercial de imunoensaio
.. .. . . . ® . . -
enzimatico, comercializada pela PanBio Diagnostics™ (Brasil), seguindo as recomendagdes do

fabricante. O teste destina-se a deteccao qualitativa de anticorpos IgM anti-Leptospira no soro
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dos pacientes, os quais, se presentes, ligam-se a Ags de Leptospira aderidos a superficie de
poliestireno de cada um dos 96 pocos disponiveis no kit.

Antes do procedimento, todos os reagentes tiveram sua temperatura equilibrada a
temperatura ambiente (20 a 25°C). Em seguida, foram diluidos os controles positivo e
negativo, o calibrador e as amostras dos pacientes de 1:100, utilizando o diluente fornecido
pelo kit. Em seguida, 100ul das amostras diluidas dos pacientes e dos controles (positivo,
negativo e calibrador) foram adicionadas a placa, sendo um poco destinado ao controle
negativo, outro para o controle positivo, e trés pocos para o calibrador. As amostras dos
pacientes foram adicionadas a placa em duplicata. A placa foi coberta e incubada por 30
minutos a 37°C. Apds essa incubagdo, o soro residual que ndo reagiu com o Ag aderido a
placa, foi removido por meio de lavagens sucessivas com o tampao de lavagem do Kkit,
previamente diluido. Em seguida, foi adicionado 100ul do IgM anti-humano conjugado com
peroxidase HRP em cada pogo, seguido de incubacdo a 37°C por 30 minutos. Apds a
incubacgdo, adicionou-se 100ul do TMB/poco, e incubado a temperatura ambiente por 10
minutos. O substrato, quando presente, foi entdo hidrolisado pela enzima e o cromégeno
desenvolveu uma cor azul. Finalmente, apds adicao de 100ul de 4cido fosférico 1M (kit) para
interromper a reagdo, o TMB se tornou amarelo. A placa finalmente foi lida em aparelho
leitor de ELISA, num comprimento de onda de 450 nm com filtro de referéncia a 650 nm.

Para andlise dos resultados, seguiram-se as instrucdes fornecidas pelo fabricante,
contidas na bula do kit, que foram expressos em unidades Panbio, calculados conforme

explicitado anteriormente no subitem “sorologia de dengue”.
3.4.3 Hantavirus

Para avaliar se hantavirose foi a etiologia do quadro clinico dos pacientes e para
verificar se havia circulacdo de hantavirus no estado do Ceard, pretendeu-se avaliar todas as
amostras disponiveis.

Todas as técnicas para pesquisa de hantavirus, que requerem laboratdrios classificados
com um nivel minimo de biosseguranca n° 3, foram realizadas no CPVFMRP-USP, sob a

orientagcdo do professor Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo.

a) Sorologia
A sorologia para hantavirus foi realizada com base na pesquisa de anticorpos da classe
IgM e IgG especificos para a proteina recombinante N do Hantavirus Araraquara. A

diferenciac@o entre infeccdo atual e infecc@o prévia se deu através de reacdo positiva para
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IgM ou para IgG, respectivamente. Os testes utilizando o aludido Ag foram realizados em
IgM e IgG-ELISA para detec¢dao de infec¢cdo humana por hantavirus (FIGUEIREDO et al.,
2009).

Os controles positivos foram preparados a partir de pool de 5 soros humanos,
sabidamente positivos para hantavirus, e os controles negativos, a partir do pool de 5 humanos
soros sabidamente negativos para o patdgeno.

Os Ags foram adicionados a microplacas de 96 pogos segundo a seguinte ordem: na
parte superior (pocos A, B, C e D, de 1 a 12) continham a proteina N recombinante do
hantavirus Araraquara, diluido em solu¢do tampdo carbonato (pH 9,6); e na parte inferior
(pocos E, F, G e H, de 1 ao 12), continham extrato de E. coli (Ag negativo) diluido na mesma
solucdo tampao. Os brancos nao continham nenhum dos Ags e se localizavam nos pogos, H11
e 12. Os Ags (positivo e negativo) foram adicionados na concentragdo de 2pug/mlL, num
volume de 50ul/poco. Apds a adigdo dos Ags, estas foram incubadas por um pernoite em
camara Umida. Em seguida foram lavadas 5 vezes com PBS-Tween a 0,05% (pH 7.4) e
bloqueadas com leite em p6 desnatado (Molico) a 10% em PBS, no volume de 200uL/pogo,
seguidas de incubacdo por 2 horas a 37 °C. Durante a incubagdo, os soros (incluindo soros
teste e soros controles positivos e negativos) foram diluidos a 1:100. O diluente dos soros foi
o mesmo utilizado para preparacdo da solugcdo de bloqueio. Os soros foram adicionados as
placas em duplicata tanto para o Ag positivo, como para o Ag negativo. O controle positivo
foi adicionado num volume de 50uL/poco, em quadruplicata, numa tnica diluicdo nos pogos
D9 até D12 (sensibilizados com Ag de hantavirus) e H9 a H10 (sensibilizados com Ag
negativo de E. coli). Os soros controle-negativos foram adicionados em quadruplicata nos
pocos A9 até A12, diluidos de 1/100. Posteriormente, as placas foram novamente incubadas
por 1 h, a 37 ° C e em camara timida, sendo, em seguida, lavadas 6 vezes e adicionadas
50ul/poco de uma mistura de conjugados de peroxidase (KPL, USA) contendo anticorpos
anti-Peroyscus leucopus e anti-Rattus novergicus, 1:1, diluidos de 1:2000. Apds incubacdo
por mais 1h, realizou-se a dltima lavagem, por 6 vezes, com PBS-Tween a 0,05% (pH 7.,4).
Finalmente, adicionou-se 50ul/poco do substrato o-phenylenediamine (OPD), preparado
previamente a partir de pastilha de OPD contendo 5Smg (SIGMA, EUA) diluida em 12,5 mL
em solucdo tampdo citrato-fosfato, acrescida de SOuL do peréxido de hidrogénio a 30%
(MERK). Para a revelacdo de cor, as placas foram envoltas em papel aluminio e incubadas
por cerca de 20min a 37°C e em camara imida. Apds surgimento de cor amarela, a reagdo foi
bloqueada com 50uL de solu¢dao de HCI 1 M. A densidade 6ptica (DO) foi lida a 450nm em

espectrofotometro leitor de placas. A DO foi calculada pela subtragao das DOs do pogos com
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Ag de hantavirus Araraquara com as DOs dos pogos com Ag de E. coli. Para determina¢do do
ponto de corte, que determina os soros positivos, utilizou-se a média das replicatas do pool de
soros negativos + 3 desvios-padrao. Assim, foram considerados positivos as amostras cujas
DOs foram maiores que o valor do ponto de corte. O titulo de cada soro foi considerado como

a maior dilui¢do onde se observou resultado positivo.

b) Extragdo do material genético
A extracdo do RNA viral foi realizada através do kit QIAamp® Viral Mini Kit

(QIAGEN, Valencia, CA), conforme anteriormente citado no subitem “b”, do tépico dengue.

c) Confeccao do DNA complementar (cDNA)

Para a detec¢do de hantavirus, apos extragdo do RNA total, a primeira fita do cDNA
foi confeccionada utilizando a enzima M-MLV Reverse Transcriptase (5U/uL),
(PROMEGA) e o oligonucleotideo iniciador randémico — primer pd(N)s (GIBCO® BRL,
USA) com capacidade para hibridizar-se a RNA e permitir sintese de DNA complementar
(cDNA).

Para isso, adicionou-se 6ul do RNA extraido (2ug) de cada amostra ou controle a uma
mistura de 4ul de 4gua DEPC (GIBCO) e 2ul (2pg) de primer randémico pd(N)s num tubo
eppendorf de 200ul e submeteu-se a aquecimento a 95°C por 5 minutos para a completa
desnaturacdo da estrutura secundéria da fita molde (template). Em seguida, os tubos com as
amostras foram imediatamente incubados em gelo por 5 minutos, para evitar a reconfiguracdo
de estrutura secunddria. Posteriormente, os tubos preparados foram acrescidos de 1ul de
dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP e dTTP, a 10mM), 4ul de dgua DEPC (GIBCO), 2ul do
tampao da enzima M-MLV RT 5x reaction Tampao (250mM Tris-HCl pH 8,3 a 25°C,
375mM KCI, 15mM MgCl,; e 50mM DTT) e, por dltimo, 1ul da enzima M-MLV Reverse
Transcriptase (5U/uL) (PROMEGA). Assim, o volume final da reacao foi de 20ul. Por fim, os
tubos foram conduzidos ao termociclador e submetidos as seguintes temperaturas 25°C por 10
minutos (anelamento do primer), 37°C por 120 minutos (extensao da fita), 85°C por 5 minutos
(inativacdo da enzima) e 10°C por 2 horas.

Ap6s a confecgao dos cDNAs, os mesmos foram enviados para o Centro de Pesquisa
em Virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto- Universidade de Sao Paulo

(CPVFMRP-USP) para pesquisa de hantavirus por PCR.
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d) PCR

Para a realizacdo do PCR, o cDNA de cada amostra foi adicionado a 2 tubos, num
volume de 3,25ul/tubo. Cada tubo continha 5ul do tampao da enzima PCR Tampao 10x sem
Mg”*, 1ul de dNTP mix (10mM), 1ul dos primers S ou G1 (em tubos separados), sense e anti-
sense (15uM) (tabela 2), 38ul de 4gua DEPC e, por ultimo, 1,25ul da enzima Platinum® Taq
DNA Polimerase (5U/uL), diluida em 0,5ul do tampao da enzima e em 3,25ul de dgua DEPC.

Tabela 2. Primers utilizados para amplificacdo do genoma de hantavirus

Etiologia Primer Seqiiéncia (5'-3") Fragmento (pb) Referéncia
S (sense) GAT GAATCATCCTTG AACCCT A 264 MORELI &

Hantavirus S (anti-sense) CAA AAC CAG TTG ATC CAA CAG SOUSA &
G1 (sense) ACA TTT AGC AGT TTG CCA TGG G 140 FIGUEIREDO,
Gl (anti-sense) GGG CAG TAA GTG CTG AAA C 2004

O controle da reagdo utilizado para a deteccao do genoma de hantavirus foram células
Vero E6 infectadas com o virus Mamoré.
O resultado das amplificacdes foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 2%,

corado com brometo de etideo 1g/mL, visualizado a luz ultravioleta.

3.5  Consideracoes éticas

O estudo foi realizado somente apds aprovacdo do comité de ética em pesquisa, do
Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas, protocolo n° 031/2009, de acordo com as
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos estabelecidas na

Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS.
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4.0 RESULTADOS

Das 128 amostras, 38 (de 32 pacientes) foram excluidas por ndo se adequarem aos
critérios de inclusdao. Noventa amostras foram utilizadas no estudo, provenientes de 82

pacientes, dos quais 36 eram do sexo masculino e 46, do sexo feminino.

4.1. Dados obtidos das fichas do SINAN

Quarenta e nove pacientes (49/82; 59,76%) foram notificados como dengue no
SINAN. Destes, 29 pacientes (29/49; 35,37%) haviam recebido diagnodstico final de DC,
sendo que, 19 foram confirmados por critérios clinico-epidemiolégicos e 10 por critério
laboratorial. Dezoito individuos (18/49; 21,95%) receberam diagnéstico de FHD, dos quais 17
foram confirmados por critério laboratorial e 1 por critério clinico epidemioldgico; 2
pacientes (2/49; 2,44%) foram classificados como dengue com complicacdes, sendo que 1
deles foi confirmado por critério clinico-epidemiolégico e o outro, laboratorial. Trinta e trés
pacientes (33/82; 40,24%) foram diagnosticados como sindrome febril indiferenciada (SFI),
descartados para dengue, permanecendo sem diagndstico definido. Destes, apenas 1 foi
considerado como SFI por critérios clinico-epidemiolégicos, € os outros 32, por critério
laboratorial, apresentando resultado negativo nos exames laboratoriais para dengue. A
distribuicao por sexo de acordo com o quadro clinico estd resumida na tabela 3. A partir dos
dados obtidos das fichas do SINAN, foi possivel observar que, no total dos 49 pacientes
classificados como dengue, 28 foram confirmados por critério laboratorial e 21 pelo critério

clinico-epidemioldgico.

Tabela 3. Classificag@o prévia descrita na ficha do SINAN e distribui¢@o por sexo dos pacientes.

Dengue
Sexo SFI
DC FHD DCC
Masculino 16 8 1 11
Feminino 13 10 1 22
Total 49 (59,76 %) 33 (40,24 %)

Dentre os pacientes confirmados com DC e FHD, € possivel observar, na tabela 4, que
a faixa etdria mais acometida nos casos notificados ao SINAN foi a de 0 a 9 anos de idade,

indicando que a frequéncia foi maior nas criangas desta populagdo de estudo.
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Tabela 4. Classificag@o prévia descrita na ficha do SINAN e distribuicéo das formas clinicas por faixa etdria.

Faixa etaria DC FHD DCC SFI
0-9 7 6 i 1
24,14%) (33,34%) (3,03%)
5 3 4
10-19 (17,24%) (16,67%) ) (12,12%)
4 1 1 11
20-29 (13,79%) (5,55%) (50%) (33,33%)
5 3 5
30-39 (17,24%) (16,67%) ) (15,15%)
3 3 1
40-49 (10,34%) (16,67%) (50%) ;
1 1 4
50-59 (3,45%) (5,55%) ) (12,12%)
2 2
60-69 (6,90%) ) ) (6,07%)
70 2 1 ) 1
= (6,90%) (5,55%) (3,03%)
. 5
n-informado - - - (15.15%)
Total (100%) 29 18 2 33

4.2 Dengue

As amostras que satisfizeram os critérios de inclusdo foram avaliadas para dengue
através dos testes ELISA-IgM e RT-PCR multiplex. Dentre os 82 pacientes, 35 (42,68%)
apresentaram positividade para dengue através de pelo menos uma das técnicas, e 47
(57,32%) pacientes foram negativos para dengue.

Dentre os pacientes positivos, 4 haviam sido classificados no SINAN como SFI e 4
como DC por critério clinico-epidemioldgico.

Dentre as 90 amostras analisadas, 38 foram positivas no ELISA e 4 no RT-PCR, sendo
que 34 (34/90; 37,78%) apresentaram positividade apenas no ELISA, e 4 amostras (4/90;
4,44%) foram positivas no ELISA e no RT-PCR, enquanto as outras 52 (52/90; 57,78%)
permaneceram negativas para dengue.

Quinze pacientes (42,86%) com resultado positivo para dengue eram do sexo feminino

e 20 (57,14%), do sexo masculino (tabela 5).
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Tabela 5. Resultado dos testes diagnésticos de dengue e distribui¢cdo por sexo dos pacientes.

Dengue positivo

(n=35)
GENERO N %
Feminino 15 42,86
Masculino 20 57,14
TOTAL 35 100

A sorotipagem das amostras dos quatro pacientes positivos no RT-PCR revelou a
circulagcao de DENV-2 (2 pacientes) e de DENV-3 (2 pacientes).

Todas as faixas etdrias exibiram casos, no entanto, a faixa de 0 a 9 anos demonstrou
maior nimero de casos de dengue, com 11 ocorréncias.

Quanto ao municipio de procedéncia, 24 pacientes eram provenientes de Fortaleza e os
outros 11, oriundos dos seguintes municipios: Pacajus, Redencao (3), Quixadd, Caucaia (2),
Itaitinga, Itapiuna e Maracanau (2).

Dezesseis pacientes (45,71%) tiveram suas amostras coletadas entre o primeiro € o 5°
dia do inicio dos sintomas e os outros 19 (54,29%) se encontravam a partir do 6° dia de
doenca.

Os casos de dengue se concentraram no primeiro semestre do ano, ocorrendo em cada
um dos 6 primeiros meses, porém com maior nimero de casos no més de abril (11 pacientes)
e margo (8 pacientes). Nenhum dos pacientes diagnosticados neste estudo apresentou infeccdo

por dengue nos meses do segundo semestre do ano de 2008 (gréfico 1).

Dengue

n de casos
[e2]
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Grifico 1. Distribuicdo mensal dos 35 casos de dengue detectados.
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Quarenta e sete pacientes tiveram diagndstico negativo de dengue, entretanto, 2 deles
foram testados para dengue apenas por ELISA-IgM e outros 2, mesmo tendo sido testados
para dengue no ELISA e no RT-PCR, nao foram testados para os outros agentes etioldgicos
estudados neste trabalho, pois suas amostras ndo continham volume suficiente para a
realizacdo dos respectivos testes. Estes 4 pacientes, dessa forma, foram definidos como SFI
apos apresentar resultado negativo para dengue, ja que essa foi a Unica etiologia pesquisada

nos mesmos. Os 43 pacientes, negativos para dengue, foram testados para leptospirose.

4.3  Leptospirose

N

Dos 43 pacientes analisados quanto a presenca de IgM anti-Leptospira, 6 (6/43;
13,95%) foram positivos para leptospirose e 37 (37/43; 86,05%) permaneceram negativos.
A distribuicdo por sexo dos pacientes acometidos por leptospirose foi de 2 pacientes

(2/6; 33,33%) do sexo masculino e quatro (4/6; 66,67%) do sexo feminino (tabela 6).

Tabela 6. Resultado dos testes diagndsticos de Leptospira e distribuicio por sexo dos pacientes.

Leptospira positivo

(n=6)
GENERO N %
Feminino 4 66,67
Masculino 2 33,33
TOTAL 6 100

Em 2008, na época da infeccdo, 5 deles haviam recebido diagndstico final de SFI e o
outro paciente, havia sido diagnosticado como dengue pelo critério clinico-epidemiolégico,
tendo sido assim classificados na ficha do SINAN naquele periodo (tabela 7).

Tabela 7. Classificag@o da etiologia febril dos pacientes reagentes para leptospirose, na época da
epidemia e apds realizacdo do ELISA especifico para leptospirose.

Paciente Classificacao SINAN IgM-EL!SA
Leptospira
MAHL SFI +
JGP SFI +
JCN SFI +
MLET SFI +
RMA SFI +
HS DC (clinico- +

epidemioldgico)
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Os sintomas mais comuns desses pacientes foram febre, cefaléia, artralgia, mialgia,
dor retro-orbitdria, astenia, nduseas/vOmitos, menos frequentemente, e em alguns casos,
diarréia e manifestacdes hemorragicas. Um dos 6 pacientes, o paciente JCN, evolui a 6bito.

A média de idade dos pacientes Leptospira-positivos foi de 35 anos (variacao, 24-66
anos). O grupo etdrio com maior nimero de casos de leptospirose foi a faixa de 20 a 29 anos
de idade. Quatro pacientes nessa faixa etdria apresentaram leptospirose e os outros 2 estavam
nas faixas de 40 a 49 anos e de 60 a 69 anos.

Mais de 66% dos pacientes acometidos por leptospirose residiam em Fortaleza. Os
municipios de onde vieram os outros casos detectados foram Pacatuba e Guaraciaba do Norte.

Quatro pacientes (66,67%) estavam ainda nos primeiros 5 dias das manifestacoes
sintomdticas a0 momento da coleta das amostras de sangue, enquanto os outros 2 (33,33%)
apresentaram os sintomas hd mais de 6 dias.

Os casos de leptospirose detectados se distribuiram nos meses de abril, maio e julho,
sendo que o més com o0 maior nimero de casos foi maio, com 50% dos casos (3/6), enquanto

o més de abril apresentou 2 casos, e 0 més de julho, uma ocorréncia (gréfico 2).

Leptospirose
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Grafico 2. Distribuicao mensal de casos de leptospirose.

4.4 Hantavirus

Para a avaliacdo da presenca de hantavirose como etiologia da infeccdo aguda dos
pacientes e para avaliar a circulacdo de hantavirus em humanos, analisou-se 0 maior nimero
de amostras possiveis. Devido ao esgotamento do volume das amostras de 10 individuos, o
total de pacientes avaliados quanto a presenca de hantavirus foi de 72 pacientes. Dentre os

pacientes analisados, foi encontrada evidéncia de infeccdo em 3 pacientes (4,17%).
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Entretanto, apenas um deles apresentou positividade para a presenca de anticorpos IgM
especificos contra hantavirus no soro, mas o mesmo foi ndo-reagente para anticorpos IgG
especificos contra o referido patégeno. Os outros dois pacientes mostraram a presenca de
anticorpos IgG contra o virus, mas nao foram positivos para anticorpos IgM. Assim, apenas 1
paciente (1/72; 1,39%) apresentou evidéncia de infec¢do aguda por hantavirus e os outros 71
(71/72; 98,61%) foram negativos. Dos 3 pacientes com positividade para hantavirus, 2 eram
do sexo masculino e um do sexo feminino, sendo do sexo masculino o paciente com IgM

positivo (tabela 8).

Tabela 8. Resultado dos testes diagndsticos de hantavirus e distribuigdo por sexo dos pacientes.

Hantavirus positivo

(n=3)
IgM IgG
GENERO N % N %
Feminino - - 1 33,33
Masculino 1 33,33 1 33,33
TOTAL 3 (100%)

Os 3 pacientes com amostras reagentes na sorologia, assim como todos os nao-
reagentes no ELISA para hantavirus, foram negativos para amplificacdo do genoma do virus
através da técnica de RT-PCR. Os titulos no ELISA foram de 1:100 nos pacientes FSP e
DMDM (IgG e IgM, respectivamente), € de 1:400 no paciente JGPJ (IgG), conforme

mostrado na tabela 9, juntamente com os dados clinico-laboratoriais desses pacientes.

Tabela 9. Caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes com evidéncia soroldgica de infec¢do por

hantavirus.
ELISA
Tempo Plaquetas Hematdcrito ELISA Dengsue
Paciente de Idade 4 3 Hantavirus
sintomas (x 10°/uL) (%)
’ 1¢G IgM IgM
o - + - -
FSP 1° dia 25 111 35.2 (1:100)
JGPJ 10° dia 31 203 453 * - +
' (1:400) (1:100)
o - +
DMDM 4° dia 10 130 11.6 (1:100)

De acordo com a tabela 10, o paciente FSP, IgG-positivo, teve diagndstico de SFI no

SINAN, na época da infeccdo, pois os testes laboratoriais para dengue que havia realizado
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foram negativos. O mesmo permaneceu com etiologia febril desconhecida no presente
trabalho, uma vez que a detec¢do de IgG ndo significa infec¢do atual. J4 o paciente JGPJ,
havia sido classificado como SFI no SINAN. Entretanto, mesmo tendo sido positivo para IgG
anti-hantavirus, a etiologia febril desse paciente consistia num quadro de dengue, uma vez que
o mesmo foi positivo na deteccao de IgM anti-dengue por ELISA realizada neste estudo. Ja o
paciente DMDM, positivo para IgM anti-hantavirus, havia sido outrora confirmado no
SINAN como caso de dengue pelo critério clinico-epidemiolégico. Os trés pacientes
evoluiram para a cura clinica.

Tabela 10. Classificagdo da etiologia febril dos pacientes reagentes para hantavirus, na época da epidemia e
ap0s realizagdo dos testes especificos para hantavirus.

. Diagnéstico Diagnéstico Evolucao
Paciente . ..
Anterior atual clinica
FSP SFI SFI Cura
JGPJ SFI Dengue Cura
DMDM Bigie (Cl,m.l €9" " Hantavirose Cura
epidemioldgico)

Nao houve faixa etdria predominante e todos os pacientes eram procedentes de
Fortaleza. O paciente que apresentou IgM positivo (DMDM) estava no 4° dia do inicio dos
sintomas, enquanto os outros dois estavam no 1° e no 10° dia (FSP e JGPJ, respectivamente)

do inicio dos sintomas ao momento da coleta de sangue.
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Grafico 3. Distribuicdo mensal de casos de hantavirose.
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Os pacientes com evidéncia de infeccdo por hantavirus mostraram casos em abril,
julho e agosto, sendo que o més de julho foi o que o paciente IgM positivo procurou
assisténcia médica em virtude do quadro febril que o mesmo apresentou, no ano de 2008. Ja
os pacientes IgG positivos manifestaram quadro suspeito de dengue em abril e agosto de 2008
(grafico 3).

O unico paciente positivo na deteccdo de IgM, era proveniente do bairro da
Parquelandia da cidade de Fortaleza, tinha 10 anos de idade em 2008, e estava no 4° dia de
manifestacoes sintomdticas ao momento da coleta das amostras. O mesmo apresentou
cefaléia, prostragcdo e adinofagia, e nao relatou manifestacdes hemorrdgicas. Em 2008, o tnico
exame solicitado para o mesmo foi o isolamento viral, o qual foi negativo, assim como nos

outros testes de dengue realizados no presente trabalho.

4.6 SFI

Ao final do estudo, 40 pacientes (40/82; 48,78%) foram classificados como SFI por
terem sido negativos em todos os testes realizados, permanecendo com etiologia da sindrome
febril desconhecidas, mesmo apds a realizacdo dos testes especificos para dengue,
leptospirose e hantavirus. Assim, as etiologias desses pacientes foram classificadas como SFIL.

A maioria desses pacientes, 67,5% (27/40), era do sexo feminino, enquanto apenas

32,5% (13/40) eram do sexo masculino (tabela 11).

Tabela 11. Distribuicdo por sexo dos pacientes negativos em todos os testes diagndsticos de dengue,
leptospirose e hantavirus.

SFI
(n=35)
GENERO N %
Feminino 27 67,5
Masculino 13 32,5
TOTAL 40 100

A média de idade dos pacientes que ficaram sem diagndstico definido foi de 33 anos
(variac@o de 0 a 69 anos). Esses pacientes se distribuiram nas mais diversas faixas etdrias, no
entanto, a faixa com maior nimero de pacientes com SFI foi de 20 a 29 anos, com uma
frequéncia de 11 pacientes. Também a maioria desses pacientes (35/40; 87,5%) residia em
Fortaleza, de fato, apenas 5 pacientes (14,28%) nao tinham a informag¢ao sobre o municipio de

residéncia nas fichas do SINAN.
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As amostras dos pacientes negativos para todos os agentes etioldgicos testados foram
colhidas em diversos dias de sintomas, com maior frequéncia até o 5° dia (32/40; 80%).

Os meses com maior nimero de casos de SFI foram janeiro (10/40), marco (8/40) e
fevereiro (6/40), respectivamente. Entretanto, houve casos de SFI em quase todos os meses,

com excecdo de outubro e dezembro (grafico 4).
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Grafico 4. Distribuicdo mensal de casos de SFI, incluidos no estudo.

A tabela 12 ilustra a distribuicao etdria de acordo com a infec¢do que apresentaram os

pacientes incluidos nesse trabalho.

Tabela 12. Distribuicdo dos pacientes de acordo com a faixa etdria e diagndsticos de infec¢do aguda.

Faixa etaria  Dengue Leptospira Hantavirus  SFI
0-9 11 i i 3
10-19 - 1 5
20-29 -
30-39
40-49
50-59
60-69
>70
fi-informado
Total 35 6 1 40

T W= =R
—_

De forma semelhante, a tabela 13 permite comparar a distribuicdo dos casos das

diferentes infeccdes dengue-similes, ao longo do ano de 2008.
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Tabela 13. Distribuicdo dos pacientes de acordo com o més da infec¢do aguda.

Més infeccio Dengue  Leptospira  Hantavirus  SFI
Jan 3
Fev 4
Mar 8

Abr 11

4
5

[\9]
1

Mai
Jun
Jul
Ago - - -
Set - - -
Out - - -
Nov - - -
Dez - - -

Total 35 6 1

— W
[ | 1
PR, —, LW WhRW—0O D

N
<

O grafico seguinte (grafico 5) evidencia a distribui¢do mensal de todas as infec¢Oes de

dengue e dengue-simile, incluidas neste trabalho.

11 =
10 = p
2
%
. 7
7
|
8 = ? ) EER dengue
? ? E==lleptospirose
7 ? 7 E==hantavirus
é 7 ISk
’ .
69 72 % 7
é z z
7 7 7
® 5 = 4 2 7
% % %
o P Z ’ :
% % % 4
aEmn 7
7 ] 2 %
7 Z 7 7
E 7 ? . % 7 7
7 7 7 7 7 7
{01 Z 7 4 7 7
7 7 7 7 7 7
1T U BRI R 4
% % 2 % 7
=IERERR 111 1 7
% 7 72 4 7 Z 7
72 2 7 % 7 % Z 7
il W’ é 2 4 4 4 4 4
jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez

Grifico 5. Distribuicdo mensal de casos de dengue, leptospirose, hantavirose e casos de outras sindromes febris.

Dentre os 82 pacientes incluidos no estudo, 35 (35/82; 42,68%) foram classificados
como dengue, 7 pacientes (7/82; 8,54%) foram identificados com uma das patologias
estudadas neste trabalho (6 com leptospirose; 1 com hantavirose), e 40 pacientes (48,78%)

ndo tiveram etiologia do seu quadro clinico identificada e foram classificados como SFI.
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50 DISCUSSAO

A dengue € uma doenca infecciosa sist€émica e dinamica e, por ser uma doenca de
notificacdo compulsodria, deve ser comunicada as autoridades sanitdrias locais responsaveis
pelo controle da mesma (BRASIL, 2010; OPAS, 2010). Geralmente, essa comunicagdo é
realizada por meio de sistemas eletronicos de notificagdo, como € o caso do SINAN, que tem
mostrado grande valia, ndo somente para fornecer subsidios a vigilancia e ao controle da
doenca, como também por servir como fonte de dados para pesquisas (MORAES &
DUARTE, 2009; BRASIL, 2010).

A ficha do SINAN possui diversos campos de preenchimento que, quando
adequadamente preenchidos, fornecem importantes dados epidemioldgicos, virologicos e
clinicos. A ficha permite a coleta de dados epidemiolégicos tais como o nome, o endereco, a
idade, a ocupagdo, o telefone e o sexo do paciente, o hospital e a data de atendimento, o(s)
sorotipo(s) circulantes numa dada regido, a autoctonia do municipio, a data do inicio dos
sintomas e a classificacdo final do caso. Dentre os dados laboratoriais, ela pode informar
sobre a realizagdo/ndo-realizacdo de RT-PCR, IgM-ELISA e IV e os resultados dos
respectivos testes, bem como o sorotipo isolado, em caso de IV positivo. Informagdes clinicas
também sao possiveis de ser obtidas, tais como a evolug¢do do caso, a presenca/auséncia de
manifestacoes hemorrdgicas, caso com complicagdes, o grau de FHD/SCD, nimero de
plaquetas, o método pelo qual o extravasamento plasmdtico foi evidenciado, se houve
necessidade de internacdo e o hospital onde o paciente foi internado.

Os dados dos pacientes incluidos neste trabalho, foram coletados das fichas do SINAN
e forneceram informagdes sobre a idade, o tempo decorrido do inicio dos sintomas até o
periodo da primeira avaliacio médica, o sexo, o endereco, a data, os testes diagndsticos
realizados, e o critério de confirmacgdo laboratorial ou clinico-epidemioldgico dos casos de
dengue ou dos classificados como SFI, descartados para dengue. Infelizmente, informacdes
importantes sobre a evolu¢do do caso, a autoctonia, a natureza primdria ou secundéria da
infecgdo e, especialmente, dados sobre a clinica do paciente, foram, na maioria das fichas,
ausentes. Infelizmente, o preenchimento incompleto dessas fichas é uma realidade frequente
no estado do Ceara e no pais como um todo. De fato, diversos trabalhos tem mostrado que sao
freqiientes as falhas de preenchimento das fichas do SINAN, além de possiveis

superestimacdes no nimero de casos de dengue relatados sem confirmacdo laboratorial,
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limitando a qualidade dos dados fornecidos por esse sistema (SKABA et al., 2004; TOLEDO
et al., 2006; MACHADO & OLIVEIRA & SOUZA-SANTOS, 2009).

Toledo e colaboradores (cols.) (2006), analisando a confiabilidade do diagnéstico final
de notificacdes de casos de dengue em periodo epidémico através de fichas do SINAN,
encontraram elevada proporc¢do de informagdo ignorada para a maioria das varidveis, com
excecdo dos campos de preenchimento obrigatério como nome, sexo, idade, endereco e data
de notificagdo. Tal fato certamente interfere na avaliagdo de uma dada epidemia, dificultando,
assim, o conhecimento fidedigno do perfil clinico-epidemiol6gico da mesma (TOLEDO et al.,
2006). Rique e Silva (2011), estudando notificagdes de casos de 6bito por AIDS, encontraram
um percentual de subnotificacdo de 12,4% no SINAN, mostrando que este parece estar ainda
subempregado, nao desempenhando todo o seu potencial na vigilancia epidemioldgica e na
producdo cientifica.

Um provédvel motivo para as falhas da ficha do SINAN, encontradas no presente
estudo, pode ter sido devido a elevada demanda do nimero de casos, uma vez que 2008 foi
um ano epidémico com exorbitante nimero de casos, fato que pode ter sobrecarregado os
servicos de atendimento e de vigilancia epidemioldgica, diminuindo a qualidade dos dados
por ele disponibilizados.

A classificagcdo da dengue, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, € retrospectiva e
depende de critérios clinicos e laboratoriais que nem sempre estdo disponiveis nos primeiros
dias da doenca. E perfeitamente possivel que um paciente com dengue, apresentando febre,
mialgia e dor retroorbitaria, por exemplo, evolua sem qualquer complicacdo, ou pode ser que,
por volta do 5° dia de doenga, sem febre, surjam dispnéia, dor abdominal e hematémese com
evolucdo gravissima para FHD/SCD ou para DCC. Por essas razdes, o Ministério da Saude
propde uma abordagem clinico-evolutiva (BRASIL, 2007; 2011).

A rigor, um caso suspeito de dengue s6 pode ser confirmado apds diagndstico
laboratorial. Entretanto, devido a quantidade exorbitante de casos suspeitos durante periodos
epidémicos, a confirmagdo pode ser realizada através de critérios clinicos associados a
epidemiologia (BRASIL, 2011). Todavia, a utilizacdo destes critérios como unica base para o
diagnostico pode ser arriscada, uma vez que muitos sintomas inespecificos da dengue se
assemelham aos de outras doencgas infecciosas, as quais requerem tratamento especifico
(CASTRO-JORGE et al., 2010). Neste estudo, observou-se que 57,14% (28/49) dos pacientes
confirmados como dengue no SINAN haviam sido classificados como dengue por critério

laboratorial, enquanto 42,86% (21/49) haviam sido classificados como dengue pelo critério
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clinico-epidemiolégico, visto que o ano de 2008 foi um ano epidémico com um importante
nimero de casos cldssicos e hemorragicos no estado do Ceara.

Nao ha questionamentos acerca da importancia da clinica no diagndstico da dengue,
especialmente porque, na auséncia de manifestacdes sintomdticas o paciente dificilmente
procura assisténcia médica e sem sintomas especificos, a suspeita clinica inicial torna-se
dificil. Entretanto, em anos epidémicos, a midia e o conhecimento atual sobre a letalidade da
dengue tem alertado os profissionais de saude e a populacdo sobre os riscos de contrair a
doenca e sobre a necessidade de sempre se considerar qualquer sindrome febril como sendo
um caso suspeito de dengue, mesmo sem sintomas especificos, especialmente no primeiro
semestre desses periodos.

Nos estdgios mais precoces da doenca, a clinica, assim como a maioria dos testes
laboratoriais, ndo corresponde aos critérios da OMS (KALAYANAROOJ et al., 1997). O
primeiro ELISA que detecta a proteina viral NS1 a partir do soro dos pacientes na fase inicial
da doenca foi desenvolvido no ano 2000 (YOUNG et al., 2000). A partir desse dado, a
deteccao do virus pode ser realizada precocemente, quando a maioria dos métodos ainda nao €
capaz de detectar nem o virus, nem os anticorpos produzidos contra 0 mesmo. No entanto, €
plausivel supor que a maioria dos pacientes com suspeita de dengue atendidos nos hospitais
ndo se encontra no estdgio mais precoce. O fato € que, dependendo do atendimento do
paciente, por meio de uma anamnese detalhada, pode ser possivel coletar informacdes
relevantes que propiciem um diagndstico clinico mais embasado e, portanto, fornecer um
diagnostico mais confidvel, principalmente em periodos epidémicos.

Em teoria, os dados clinicos deveriam sempre estar associados aos achados
laboratoriais, um dando suporte ao outro, pois, assim como os exames laboratoriais fornecem
um certo grau de certeza diagndstica, a depender do teste (dentre uma série de outros fatores),
a clinica € indispensavel e fornece informacdes e evidéncias muito importantes acerca da
doenca.

A dengue pode ser diagnosticada pelos mais diversos métodos, que podem diferir em
varios aspectos como o tempo de doenga, a rapidez do teste, o preco, a infra-estrutura do
laboratdrio, finalidade do teste (diagndstico clinico, inquérito epidemiol6gico, pesquisas para
desenvolvimento de vacinas), etc. Para a confirmagdo de um caso suspeito de dengue, pode se
lancar mao dos métodos de deteccdo do virus, do 4cido nucléico viral, de Ags virais, de
anticorpos especificos contra o virus, ou ainda uma combinagdo dessas técnicas. Nos estdgios
mais precoces, o IV, a deteccdo do material genético ou de Ags virais podem ser utilizados,

visto que essas técnicas requerem a viabilidade viral e que o virus pode ser detectado até cerca
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do 5° dia ap6s o inicio dos sintomas. Ja ao final da fase aguda, os mais recomendados sdo os
métodos soroldgicos (WHO, 2009).

Neste estudo, 35 pacientes tiveram diagnodstico de dengue, sendo que 34 deles tiveram
suas amostras positivas apenas no ELISA e 4 positivos no ELISA e também no RT-PCR.
Quatro pacientes, anteriormente classificados como DC por critérios clinico-epidemiol6gicos
no SINAN, foram confirmados como dengue-positivos por ELISA, bem como outros 4
pacientes, que haviam sido classificados como SFI. A confirmacdo laboratorial dos 4
primeiros demonstra como o critério clinico, muitas vezes, permite um diagndstico correto.
Por outro lado, os outros 4 pacientes, classificados como SFI no SINAN, provavelmente
apresentaram infec¢do subclinica, pois, mesmo infectados com o DENV, ndo apresentaram
sintomatologia suficiente para preencher os requisitos preconizados pelo Ministério da Saude
do Brasil.

Infelizmente, nenhum teste é completamente especifico e sensivel a0 mesmo tempo, e,
consequentemente, todos sdo passiveis de falsos positivos e/ou falsos negativos. Para a
escolha do melhor método deve se levar em consideragdo as vantagens e os fatores limitantes
que cada teste apresenta.

O teste de inibicdo de hemaglutinacdo (HI) € uma técnica sensivel e reprodutivel, com
as vantagens de utilizar reagentes que podem ser localmente preparados, ser capaz de
diferenciar infeccdes primdrias de secunddrias, baseado nos titulos de anticorpos e detectar
infec¢des prévias, sendo ideal para estudos soro-epidemioldgicos (YAMADA et al., 2002;
SHU & HUANG, 2004; KAO et al., 2005). Entre as principais desvantagens desse método é
possivel citar a necessidade de pré-tratamento das amostras com reagentes como a acetona ou
kaolina para remover inibidores inespecificos da hemaglutinagdo; a necessidade de hemdcias
de ganso ou de sangue humano do tipo O para remover aglutininas inespecificas; a
indispensdavel aquisicio de amostras de soro pareadas, tanto da fase aguda como de
convalescéncia; e também a dificuldade de distingdo de dengue entre outros flavivirus pela
possibilidade de haver reacdes cruzadas, especialmente em &dreas onde a dengue ocorre que
sao endémicas também para esses flavivirus (YAMADA et al., 2002; KAO et al., 2005). Essa
técnica ndo foi utilizada neste estudo em decorréncia de todas essas desvantagens, somada ao
reduzido volume das amostras.

O IV € considerado o padrao-ouro para o diagndstico de dengue e, embora apresente a
vantagem de permitir a identificacdo do sorotipo envolvido na infeccdo, apresenta as
desvantagens de despender muito tempo para a obtencdo dos resultados, uma vez que a taxa

de replicacdo do virus € baixa; ser sensivel apenas no periodo virémico, que é curto; ser
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afetado pela presenca de anticorpos nas amostras, a depender do tempo de apresentacdo de
febre do paciente e/ou de infeccdo anterior por outro sorotipo; requerer cuidados
indispensdveis no manuseio e acondicionamento das amostras para evitar a inativagao térmica
do virus; e a necessidade de laboratérios munidos com equipamentos imprescindiveis para
cultura de células e profissionais de laboratorio bem treinados. A falta de recursos necessdrios
para criar e manter estes laboratérios limita bastante o uso dessa técnica (WHO, 1997;
GUZMAN & KOURI, 2004; KAO et al., 2005; TELES, 2011). Além disso, o IV pode falhar
quando o indéculo possui pequenas quantidades de virus vidveis e/ou quando ha presenca de
complexos virus-anticorpos (LANCIOTTI efr al., 1992). O fator tempo para resultado
diagndstico atualmente é fundamental para a conduta clinica, o que esclarece a utilizagdo
desse teste muito mais frequentemente na pesquisa do que na rotina laboratorial. O IV possui
uma sensibilidade baixa, razdo pela qual a amostragem do presente trabalho foi realizada a
partir de amostras negativas nesse teste.

Por outro lado, o IV permite a identificacdo do sorotipo responsdvel pela infeccao.
Essa determinacdo dos sorotipos da dengue em epidemias passadas e atuais, € crucial para
prever a gravidade e também para detectar quando ha mudanca do sorotipo predominante, o
que poderia servir como sinal de alerta para um surto de dengue (PUTTIKHUNT et al.,
2011). No Cear4, os sorotipos que circularam em 2008 foram DENV-2 e DENV-3 (CEARA,
2011). De fato, a sorotipagem realizada nesse estudo, realizada através do RT-PCR, também
mostrou a presenga dos referidos sorotipos nas amostras positivas neste teste.

O diagnéstico molecular, baseado no RT-PCR e/ou no qPCR tem substituido
gradativamente o isolamento viral, tornando-se um forte candidato a ser considerado padrao-
ouro para a deteccdo viral na fase aguda da doenca (SHU & HUANG, 2004). Isso porque,
além de demandar menos tempo que o IV, é mais sensivel, pois € capaz de amplificar o
material genético at€é mesmo de virus inativados. Além disso, alguns estudos t€ém mostrado
que o RT-PCR pode permitir a detec¢do de dengue em amostras estocadas por longos
periodos, mesmo em amostras com mais de 15 anos (ALVAREZ et al., 1996; SARIOL et al.,
1999). Virios protocolos tém sido desenvolvidos, variando nas sequéncias-alvo,
especificidades e sensibilidades dos mesmos (KAO et al., 2005). Nas Américas, o protocolo
descrito por LANCIOTTI e colaboradores (1992) tem sido amplamente utilizado. Este
consiste num RT-PCR multiplex que utiliza primers desenhados a partir de uma regido
consenso e quatro primers especificos para cada sorotipo, gerando fragmentos de tamanhos
diferentes, e permitindo a diferenciacdo do(s) sorotipo(s) responsavel (eis) pela infec¢ao e

possui sensibilidades de 94%, 93%, para DENV-1 e DENV-2, respectivamente, e de 100%
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para o DENV-3 e DENV-4, em comparagdo com o IV (LANCIOTTI et al., 1992). Araujo e
cols. (2006) relataram um caso ocorrido em 2003 de co-infec¢do por DENV-2 e DENV-3 em
um paciente residente em Taud, no estado do Ceard. Este paciente apresentou sintomas leves,
mesmo com a infec¢do dupla, que foi confirmada tanto por IV quanto pelo RT-PCR, seguindo
a técnica de Lanciotti e cols. (1992) (ARAUJO et al., 2006).

Dentre as desvantagens e desafios desse método, € possivel citar o curto periodo
virémico, a possibilidade de contaminagdo, a necessidade de estocagem das amostras em
temperaturas extremamente baixas, devido a intrinseca termolabilidade do RNA viral, em
potentes refrigeradores, os quais ndo sdo facilmente adquiridos em dreas endémicas, a
necessidade de equipamentos de precisdo e de profissionais bem-treinados, além do alto custo
dos aparelhos e da sua complexidade (TELES et al., 2011; WENG et al., 2011).

Apesar de ser um método de crescente aceitacdo e que tem mostrado bons resultados,
o RT-PCR utilizado neste estudo, mesmo seguindo o protocolo de Lanciotti (1992) foi
positivo em apenas quatro amostras. Um dos provéveis fatores determinantes foi o tempo
decorrido da data dos primeiros sintomas até a coleta das amostras, pois a maioria dos
pacientes dengue-positivos (54,29%) teve suas amostras coletadas apds o 5° dia do inicio das
manifestagdes sintomdticas e, no entanto, sabe-se que o RT-PCR, assim como o IV, é mais
sensivel nos primeiros cinco a seis dias de infec¢do, enquanto os testes soroldgicos, como o
ELISA-IgM, sao mais sensiveis ap0ds esse periodo (POERSCH et al., 2005). Outra explicacdo
plausivel seria a degrada¢do do RNA viral, que pode ter ocorrido em vérias etapas: durante a
preparacao da reacdo, ou nas etapas pré-analiticas do manuseio das amostras colhidas,
transporte e acondicionamento das mesmas. Estes dois tltimos merecem especial atencdo por
nao serem, normalmente, controlados nos estudos retrospectivos (NAJIOULLAH et al.,
2011). Além disso, a sensibilidade dos métodos de RT-PCR varia ndo somente de acordo
com o protocolo adotado, mas também com os diferentes primers, enzimas, tampoes,
condi¢cdes das reacdes, sequéncias-alvo do genoma. Qualquer um desses critérios pode
influenciar os resultados de uma reacdo de PCR (KAO et al., 2005).

Dentre os testes soroldgicos, a OMS considera 0 MAC-ELISA como o padrdo-ouro
dos métodos soroldgicos para a detecgcdo de anticorpos IgM especificos contra o virus dengue,
que € utilizado como um parametro de diagndstico presuntivo de infec¢des recentes causadas
por um dos quatro sorotipos onde o virus circula. Embora esse método venha sendo utilizado
por mais de duas décadas, ele apresenta a grande desvantagem de consumir cerca de 72 horas

para a obten¢do dos resultados (NUNES ez al., 2011). A detec¢do de IgM e IgG por ELISA
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apresenta diversas vantagens sobre o IV como o fato de serem mais disponiveis do que os
testes virolégicos nos paises onde a dengue € endémica; ndo serem bastante afetados pela
temperatura ambiente dos paises tropicais, pois as imunoglobulinas permanecem estaveis
nessas temperaturas, o que leva o transporte das amostras a ndo ser um problema; permitem
uma maior flexibilidade no tempo de coleta das amostras, uma vez que as respostas de
anticorpos permanecem detectdveis por mais tempo, apds inicio da doenga; os servigos de
sorologia sdo mais prontamente acessiveis, as técnicas sdo relativamente simples e os
reagentes sao comercializados (WHO, 1997; 2009). Além disso, os anticorpos podem ser
detectados nao somente a partir do soro dos pacientes infectados, como também de outros
fluidos corpéreos como a saliva e o liquido cerebrospinal e esses testes sdo de execucdo e
padronizacdo mais simples, o que os torna apropriados para serem considerados os métodos
de rotina para o diagnéstico de dengue (CHEN & HUANG & FANG, 1991; PANCHAREON
& THISYAKORN, 2001; HU et al., 2011). Varios kits comerciais de ELISA tem sido
desenvolvidos para a deteccdo de IgM e também de IgG, variando em sensibilidades e
especificidades. Dentre eles, os kits desenvolvidos pela PanBio® tem mostrado grande valia
no diagndstico de dengue e na distingdo entre infec¢des primdrias e secundérias e tem sido
bastante utilizados na rotina laboratorial (VAUGN et al.,, 1999; CHAKRAVARTI et al.,
2000; CUZZUBBO et al., 2000; SATHISH et al., 2003).

O aparecimento de anticorpos IgM anti-dengue ocorre, geralmente, a partir do 5° dia
da doenga, e, na maioria dos pacientes, podem persistir por 60 a 90 dias apds o inicio da
doenca (KAO et al., 2005).

Embora o ELISA seja o método mais utilizado na rotina laboratorial, ele também
apresenta uma série de desvantagens, das quais € possivel citar que: ndo € um teste muito
sensivel antes do 5° dia de doenga; de maneira geral, cerca de 10% de casos falso-negativos e
1,7% de talso-positivos podem ser observados na detec¢ao de IgM; resultados falso-positivos
podem ser causados por ativacdo policlonal de linfécitos B ou por reacdes cruzadas geradas
por certos epitopos, comuns a outras espécies do género Flavivirus. Esses epitopos
compartilhados, especialmente os do envelope glicoprotéico, levam a produgdo de anticorpos
contra um sorotipo do virus, que podem reagir cruzadamente com outros sorotipos, diferentes
daquele que induziu a sua producdo ou mesmo com outros flavivirus (como o virus da
encefalopatite japonesa, o da encefalite de Saint Louis e o da febre amarela). Isso tem
importancia especialmente em areas onde dois ou mais flavivirus co-circulam; anticorpos IgG
tem alto grau de reagdes cruzadas a Ags homdlogos e heterdlogos, podendo gerar falso-

positivos; o sorodiagndstico de infec¢des passadas, recentes ou atuais de dengue € dificil, uma
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vez que o IgG adquirido em infeccdes prévias pode persistir por muito tempo ou até mesmo
por toda a vida (INNIS et al., 1989; GUBLER, 1996; GUZMAN & KOURI, 2004).

Neste estudo, o IgM-ELISA mostrou resultados satisfatérios, detectando presenca de
anticorpos IgM em 35 pacientes. Entretanto, a positividade no teste sugere infec¢do atual ou
recente, mas ndo € util para a determinag@o do sorotipo, além de que depende do estado imune
do hospedeiro e pode estar ausente em infec¢Oes secunddrias. Estes ultimos sdo importantes
porque podem exercer efeitos diretos no diagndstico (KAO et al., 2005; TELES &
PRAZERES & LIMA-FILHO, 2005). Outros fatores que ndo permitem que a deteccdo de
IgM numa tnica amostras seja suficiente para classificar uma infec¢do como atual é que esses
anticorpos podem permanecer por cerca de trés meses ou mais, em alguns individuos, e o fato
de sua deteccdo ndo ser tipo-especifica (VORNDAM & KUNO, 1997). Por ndo ter sido
possivel averiguar a producdo de anticorpos IgG especificos contra o virus dengue, nio se
pode estimar o ndmero de casos que podem ter sido subestimados neste estudo, visto que o
IgM em infecc¢des secunddrias é produzido em quantidades menores ou mesmo indetectaveis
(WHO, 2009).

O diagnéstico precoce da dengue permanece como um problema para os paises
endémicos, especialmente para os mais pobres, pois os testes soroldgicos nao fornecem
resultados antes do 5° dia de doenga e, dependendo do teste, pode ser necessdrio utilizar
amostras pareadas, aumentando o tempo de diagndstico. O RT-PCR, embora permita o
diagnostico na fase virémica, € extremamente caro e necessita de técnicos bem treinados,
além de infra-estrutura adequada a realizacdo das diferentes etapas do método, para evitar
contaminacdo com amplicons. Por sua vez, o IV € a abordagem mais conclusiva para o
diagndstico de dengue, mas € improprio para o manejo dos pacientes, devido ao tempo
necessario para obter os resultados finais. A deteccao de NS1 do virus dengue tem se tornado
uma alternativa atraente para o diagndstico precoce de dengue.

A NSI1 € uma glicoproteina altamente conservada, presente em todos os sorotipos do
virus dengue, podendo ser expressa na membrana ou ser secretada na forma soluvel
(FALCONAR, 1997; FLAMAND et al., 1999). Esta circula no soro dos pacientes infectados
por dengue principalmente durante os estdgios precoces e, nesses periodos, podem ser
detectados por meio de diversos testes comerciais de ELISA e/ou imunocromatografia
(YOUNG et al., 2000; KUMARASAMY et al., 2007; BLACKSELL et al., 2008; DUSSART
et al., 2006; CHAIYARATANA et al., 2009; HANG et al., 2009; MCBRIDE, 2009;
ZAINAH et al., 2009; NAJIOULLAH et al., 2011). O NS1 circulante pode ser detectado

desde o 1° dia de doenca até o inicio da fase de convalescenca (HU et al., 2011). A deteccdo
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sérica do NS1 € mais sensivel nas infecgdes primdrias do que nas secunddrias e ja foi
mostrado que anticorpos IgG anti-NS1 estdo presentes durante os primeiros dias de uma
infecc¢do secunddria, podendo se ligar a uma quantidade razodvel do Ag, levando a diminuicao
da sua deteccdo. Talvez isso explique a observacdo do ponto mais baixo da sensibilidade do
teste ocorrer por volta do 6° dia de doenga (NAJILOULLAHA et al., 2011). Uma evidéncia
de que esse fato ocorre € que a dissociacdo desses complexos Ag-anticorpos aumenta
moderadamente a sensibilidade do teste, especialmente nas infec¢des secundarias (LAPPHRA
et al., 2008). A antigenemia do NSI1-ELISA tem se mostrado detectavel até o 8° dia, em
alguns trabalhos, mas em alguns casos, pode ser encontrada no 18° dia apds o inicio dos
sintomas (ALCON et al., 2002; DUSSART et al., 2006; XU et al., 2006; CASTRO-JORGE et
al., 2010).

A deteccao de NS1 possui diversas vantagens, a despeito do RT-PCR, que incluem a
rapidez, conveniéncia, o custo-beneficio, a facil aplicacdo e padronizacio, e o periodo mais
longo para a detec¢do, em relacdo ao curso da doenca, o que o torna bastante adequado para a
pesquisa em paises pobres (HU er al., 2011). Além disso, a utilizacdo de anticorpos NS1
sorotipo-especificos pode ser utilizada para diferenciar a dengue de outras flaviviroses (XU et
al., 2006; QIU et al., 2009). Alguns trabalhos sugerem ainda que o NS1-ELISA pode ser mais
sensivel do que o RT-PCR (KUMARASAMY et al., 2007; BESSOFF et al., 2010).
Najiloullaha e cols. (2011) compararam, prospectivamente, o NSI-ELISA e o teste de
imunocromatografia de fluxo lateral (ICFL) com o RT-PCR para o diagnéstico de dengue e
nao encontraram casos falso-positivos em nenhum dos dois testes para a detec¢ao do referido
Ag. A reduzida sensibilidade nas infec¢des secunddrias, préximo do momento mais critico
para uma possivel ocorréncia de FHD/SCD, € a principal limitacdo dos testes de deteccdo de
NS1 (NAJILOULLAHA et al., 2011).

Atualmente, pelo fato de que a dengue representa a mais importante arbovirose em
todo o mundo, em termos de morbi-mortalidade e, considerando o seu espectro clinico
inespecifico, torna-se dificil distingui-la de outras doencas febris utilizando apenas critérios
clinico-epidemiolégicos, sem lancar mao de métodos laboratoriais (MCBRIDEA &
BIELEFELDT-OHMANN, 2000; GUZMAN & KOURI, 2003). Para tanto, o Ministério da
Saude recomenda a realizagcdo de diagndstico diferencial para uma série de patologias, dentre
as quais se encontram a leptospirose, febre do oropouche e hantavirose, dentre outras
(BRASIL, 2007).

A leptospirose apresenta como sintomas mais comuns, na fase precoce, febre de inicio

abrupto, calafrios, dor de cabeca, mialgia, sufusdao conjuntival e ictericia, entretanto a febre



62

pode ser o unico sintoma identificivel em muitos casos (WHO, 2003; KO et al., 1999). De
fato, a leptospirose caracteriza-se como uma doenca febril na maioria, ou em todos 0s casos
sintomaticos. Por outro lado, as manifestacdes subclinicas ou assintomdticas nao sdo bem
compreendidas (TAKAFUJI et al., 1984; HEATH & ALEXANDER & GALTON, 1965).

Seu quadro clinico inespecifico torna dificil distingui-la de outras doencas febris,
especialmente aquelas que também se manifestam com sintomas inespecificos como dor de
cabeca e milagia como dengue, influenza e outras (BAJANI et al., 2003). Dessa forma é que,
em vdrios paises em desenvolvimento, ela € uma causa comum de sindrome febril
indiferenciada, podendo ser responsavel por 20-40% dessas infec¢des (KO et al., 1999; EL
JALI] & BAHAMAN, 2004; MURDOCH et al., 2004; SUTTINONT et al., 2006;
WUTHIEKANUN et al., 2007).

Nesta pesquisa, seis pacientes mostraram positividade para a produgdo de anticorpos
IgM anti-Leptospira. Diversos trabalhos t€ém evidenciado confusio diagndstica entre dengue e
leptospirose e, dentre eles, alguns, realizados em dareas endémicas para ambos, indicam a
leptospirose como etiologia de sindrome febril indiferenciada em pacientes com sintomas de
dengue (SANDERS et al., 1999; FLANNERY et al., 2001). Bruce e cols. (2005), estudando
casos com suspeita de dengue em Porto Rico, encontraram leptospirose como etiologia dos
casos. LEVETT e cols. (2000) em estudo realizado em Barbados, também detectaram
leptospirose entre os casos de suspeita de dengue. Da mesma maneira, casos de dengue tém
sido detectados em pacientes com suspeita de leptospirose (LEVETT & BRANCH &
EDWARDS, 2000).

De acordo com o Ministério da Saide do Brasil sdo necessdrios apenas dois sintomas
de dengue associados a febre de até sete dias para se considerar um caso suspeito, que deve
ser notificado a Vigilancia Epidemioldgica. Além disso, em épocas de epidemias de dengue,
quando um caso suspeito nao é confirmado pelos exames laboratoriais, a confirmacdo pode
ser realizada levando em consideracdo apenas os critérios clinico-epidemioldgicos, com
excecdo dos primeiros casos da drea, os quais necessariamente precisam ter sido confirmados
laboratorialmente (BRASIL, 2007). Entretanto, € provavel que muitos casos de dengue
confirmados dessa maneira, sejam na verdade, infec¢des causadas por outros agentes
etiolégicos, dentre eles, bactérias patogénicas do género Leptospira. De fato, neste estudo, um
paciente havia sido classificado no SINAN como um caso de dengue, pelo critério clinico-
epidemiolégico, mas, na verdade, estava acometido por leptospirose. Esse fato sugere que,
durante uma epidemia de dengue, alguns casos suspeitos, confirmados pela sintomatologia

clinica associada a dados epidemioldgicos mesmo sem apoio laboratorial, sdo falsos positivos,
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uma vez que os sintomas iniciais da dengue sdo inespecificos. Assim, hd uma grande
possibilidade de que, em periodos epidémicos, outras infeccdes que causem a mesma
sintomatologia inespecifica, sejam entdo diagnosticadas como dengue pelo critério clinico-
epidemiolégico.

Os casos de leptospirose detectados nesse estudo se concentraram no primeiro
semestre do ano e a faixa etaria de 20 a 49 anos foi a mais acometida, em conformidade com a
literatura, que relata exatamente a mesma sazonalidade e faixa etdria. Entretanto, neste estudo
a frequéncia de pessoas do sexo feminino foi maior do que do sexo masculino, o que se
contrapde ao dados dos ultimos anos da secretaria de saide do Estado do Ceard, que mostra
um percentual de 85,8% de casos que acometem a populagio masculina (MAGALHAES &
ZANELLA & SALES, 2009; CEARA, 2011).

O IgM-ELISA utilizado nesse estudo é um teste sensivel e especifico, quando
utilizado na fase aguda da leptospirose. Os anticorpos IgM se tornam detectdveis durante a
primeira semana da doenga, permitindo a confirmacdo diagndstica laboratorial do caso e o
inicio do tratamento (ZAQUI & SHANBAG, 2010). Além de ser de facil execugao, rapido e
de permitir o emprego de uma unica amostra de soro, este teste eliminou as defici€éncias da
MAT, que € considerada o padrdao-ouro para o diagndstico de leptospirose. Esta técnica tem a
grande desvantagem de ndo ser suficientemente sensivel para orientar o diagndstico a tempo
de influenciar o tratamento de um tnico paciente (KARANDE et al., 2005).

A leptospirose vem sendo notificada no Estado desde 1995. De acordo com o informe
epidemioldgico de leptospirose da Secretaria de Satide do Estado do Ceard (SESA-CE)
publicado no dia 31 de janeiro de 2011, no ano de 2008, 192 casos de leptospirose foram
notificados, com 79 deles confirmados em 18 municipios e, dentre eles, 29 casos ocorreram
no municipio de Varzea Alegre/CE (CEARA, 2011). Entretanto, um estudo de 315 casos
suspeitos de leptospirose (com resultado laboratorial negativo para dengue), realizado neste
municipio pela equipe do Programa de Treinamento em Epidemiologia Aplicada aos Servigos
do SUS (EPISUS), mostrou 68 casos confirmados de leptospirose (BRASIL, 2008). Assim,
essa discordancia nos dados de incidéncia, em Varzea Alegre, sugere que o nimero de casos
confirmados no Ceard em 2008 foi subestimado.

Ja em 2009, foram notificados 602 casos e confirmados 281 em 48 municipios.
Destacaram-se, pelo nimero de casos, os municipios de Fortaleza (48), Varzea Alegre (48) e
Pacoti (36). A ocupacdo que apresentou maior percentual de casos foram trabalhadores
ligados a agricultura e pecudria (37%), estudantes (14,8%) e donas de casa (11,1%). Nesse

mesmo ano foram confirmados 9 ébitos com uma letalidade de 3,3%, e em 2010, com dados



64

até 10 de outubro, houveram 81 casos notificados e 25 confirmados, em 13 municipios. A
ocorréncia foi de 6 6bitos, sendo 3 na capital e 3 no interior do Estado (CEARA, 2010). Esses
dados mostram que a leptospirose vem apresentando um grande nimero de casos no Estado,
mostrando que € uma doenca de importancia local, visto que tem se mantido endémica.

Dentre as amostras negativas para dengue que foram avaliadas para a deteccdo de
leptospirose neste trabalho, foram detectados anticorpos IgM anti-Leptospira em 6 pacientes.
Esses dados corroboram com relatos de infeccdo por leptospirose descritos em trabalhos
realizados em Porto Rico (SANDERS et al., 1999) e em Bangladesh (LAROCQUE et al,
2005), onde casos desta doencga foram diagnosticados através do reteste do soro de pacientes
com quadros dengue-similes porém laboratorialmente negativos para dengue. Isso sugere que
o diagnéstico incorreto de dengue e leptospirose leva a um falso aumento do nimero de casos
de dengue durante as epidemias e, mais gravemente, a uma subnotificacdo de leptospirose
nesses periodos (SANDERS et al., 1999; LAROCQUE et al., 2005).

Algumas limitacOes desse trabalho ndo permitem afirmar com certeza se os pacientes
com positividade para leptospirose verdadeiramente a apresentavam como etiologia do quadro
dengue-simile. Primeiramente, a tUnica técnica disponivel foi a detec¢do de IgM anti-
Leptospira por ELISA. Sabe-se que os anticorpos IgM anti-Leptospira podem permanecer
circulantes durante anos apds a exposi¢do inicial, dificultando a diferenciacdo entre infeccdes
prévias e recentes ou mesmo levando a um resultado falso-positivo (MCBRIDE et al., 2005).
Em segundo lugar, as amostras disponibilizadas ndo eram pareadas, impedindo a realiza¢ao
do teste de aglutina¢do microscopica (MAT), que € o padrao-ouro.

Por outro lado, o teste ELISA para detec¢do de leptospirose utilizado nesse estudo
(IgM-ELISA, PanBio® tem sensibilidade apropriada (LIBRATY et al., 2007), o que diminui
a probabilidade de falsos negativos, em contraposi¢do com o isolamento e cultura de
Leptospira sp., que requer técnicas laboratoriais e equipamentos especiais, além de possuir
baixa sensibilidade (cerca de 30%) e, por vezes, longos periodos de incubagdo, uma vez que
algumas cepas de Leptospira possuem baixas taxas de crescimento (WHO, 2003; FONSECA
et al., 2006; ADLER & MOCTEZUMA, 2010); e com o MAT, que também tem baixa
sensibilidade no inicio da doenca (29.0-48.7%), além de ser uma técnica complexa e que
demanda manutencao de culturas vivas e amostras pareadas (SMITS et al., 2000; LEVETT &
BRANCH, 2002; BAJANI et al., 2003; FONSECA et al., 2006; ADLER & MOCTEZUMA,
2010). Mesmo assim, pelo fato de que os kits de ELISA comercializados utilizam Ags

derivados de cepas ndo-patogénicas, geralmente, a MAT tem maior sensibilidade, pois o
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ELISA ndo abrange a deteccdo de todos os sorovares patogénicos, podendo levar, assim, a
ocorréncia de resultados falso-negativos (CHALAYON et al., 2011).

O diagnéstico preciso e precoce € imprescindivel para a conduta clinica, uma vez que
o tratamento apropriado dos pacientes acometidos por dengue ou leptospirose difere
substancialmente, e também para que se tomem medidas de vigilancia epidemioldgica e
controle. No caso da leptospirose, por exemplo, a antibidtico-terapia confere melhor
resultado, tanto na gravidade, quanto na duracdo da doenca, quando administrada
precocemente no curso da infec¢do (KATZ et al., 2001; ELLIS et al., 2008). Mas, para isso, é
fundamental a escolha de um bom método diagndstico, uma vez que um resultado negativo,
seja ele verdadeiro ou falso, pode implicar no impedimento da institui¢io de um tratamento
potencialmente eficiente (SUPUTTAMONGKOL et al., 2010).

Estes achados sugerem que houve subnotificacdo da leptospirose no Ceard no ano de
2008, devido a inespecificidade dos sintomas, e também alertam para a necessidade de se
considerar a real possibilidade de que quadros de leptospirose podem ser confundidos com
dengue, sobretudo em periodos epidémicos desta e em pacientes apresentando quadro febril e
diagnéstico laboratorial de dengue negativo.

As hantaviroses sdo zoonoses de roedores que ocorrem em quase todo o mundo. Na
sindrome cardio-pulmonar associada ao hantavirus (SCPH), forma da doenca em humanos
existente nas Américas (SCHMALJOHN & HJELLE, 1997), apenas ap6s incubacao de 9 a 33
dias, é que se manifestam os sintomas inespecificos, que constituem principalmente febre,
mialgia, astenias, nduseas e cefalé¢ia (FIGUEIREDO et al., 2001).

No Brasil, o primeiro caso de hantavirose foi registrado em 1993. Desde entéo,
diversos outros tém sido confirmados em todas as regides do pais. Embora o nimero de casos
de hantavirose seja pequeno em relacdo a outras doengas zoondticas, € importante considerar
a possivel subestimacdo da ocorréncia dessa patologia, uma vez que acomete principalmente
habitantes de regides pouco urbanizadas, com dificil acesso aos servicos de saude. Outra
razdo € diagnoéstico deficiente, devido a inespecificidade dos sintomas e a rdpida evolugdo
clinica (KORTING et al., 2008).

De acordo com a literatura a FHSR, ocorre apenas no Velho Mundo e a SCPH,
nas Américas (JONSSON & FIGUEIREDO & VAPALAHTI, 2010). Entretanto no Brasil,
houve um relato da presenca de casos similares clinicamente a FHSR, descritos em Natal-RN,
tendo sido a confirmacdo do diagndstico obtida através de imunohistoquimica aplicada a
tecidos retirados durante necropsia (FERREIRA et al., 2003). Em Recife, no ano de 1990, foi

realizada uma pesquisa que demonstrou evidéncia soroldgica de infeccdo pelo sorotipo Seoul
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em 8 individuos com suspeita de leptospirose, a qual foi posteriormente confirmada em 1
paciente pelo teste de neutralizacdo com redug¢do em placa (HINRICHSEN et al., 1993;
CLEMENT et al., 1999). Assim, é importante observar que, se realmente for confirmada a
existéncia desse tipo de hantavirose no Novo Mundo, a implementacdo de diagndstico
diferencial de hantavirose para dengue e leptospirose se torna ainda mais crucial, uma vez que
existe grande semelhanga de sintomas entre essas patologias.

O diagnéstico inequivoco permite a ado¢do de medidas especificas que contribuem
para reduzir a gravidade das infec¢des. Nesse estudo dos 72 pacientes avaliados para
hantavirus, apenas um deles (1/72; 1,39%) apresentou positividade para a presenca de
anticorpos IgM (presentes na fase aguda) especificos contra hantavirus no soro, e outros dois
(2/72; 2,78%) mostraram a presenca de anticorpos IgG contra o virus. A presenca dos
anticorpos IgM, que surgem precocemente, ja no inicio dos sintomas, ou a quadruplicagao dos
titulos de IgG em amostras de soro pareadas confirmam a suspeita clinica (JENISON et
al.,1995). O soro do paciente com positividade no IgM apresentou titulos de 1:100 e os outros
dois, positivos no IgG, mostraram titulos de 1:100 e 1:400. Esses dados corroboram com um
trabalho de Campos e cols. (2003), cujos titulos maximos de anticorpos foram encontrados na
diluigdo de 1:400.

Assim como no presente estudo, outra pesquisa realizada na Indonésia por Suharti e
cols. (2009) demonstrou que 58/118 (49,16%) dos pacientes suspeitos foram confirmados
sorologicamente como dengue, porém nos outros 60/118 pacientes (50,84%), foi encontrada
evidéncia soroldgica de outra infec¢do recente como: hantavirus (5/60; 8,33%), virus da
rubéola (3/60; 5%) e Leptospira (2/60; 3,33%), dentre outros. Dessa forma, enfatiza-se o fato
de que com base apenas em critérios clinicos ndo € fécil diagnosticar a dengue, sendo
necessdria a realizagc@o de testes laboratoriais especificos para diferencid-la de outras doencgas
febris.

De acordo com a literatura, essa enfermidade ndo € especifica de nenhum grupo
étnico (ELKHOURY, 2005), atinge pessoas de todas as faixas etdrias e € de progressao rapida
(PETERS & KHAN, 2002; LEDNICKY, 2003). Dentre os 3 pacientes com positividade para
hantavirus, 2 eram do sexo masculino € 1 do sexo feminino, nio houve faixa etaria
predominante e os pacientes estavam no 1°, 4° e 10° dia do inicio dos sintomas, no momento
da coleta de sangue.

Quanto aos resultados da técnica de RT-PCR, utilizada para identificacio de RNA
viral em casos suspeitos, nos primeiros 7 a 10 dias de doenca, verificou-se que os 72 pacientes

foram negativos para amplificacio do genoma do virus. Sendo importante observar que
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diferencas significativas entre os virus isolados de cada regido ou pais, comprometem a
sensibilidade da técnica e dificultam seu uso rotineiro no diagndstico das hantaviroses
(TERAJIMA et al.,1999).

Um estudo realizado na India, por Chandy e cols. (2005) mostrou que, dos 152
pacientes com sintomas de doengas febris, 23 (15,13%, 23/152) foram positivos
sorologicamente para hantavirus. O nivel de IgM nesses foi significativamente maior do que o
observado nos individuos do grupo controle. Porém neste tipo de teste, os individuos podem
apresentar altos niveis de IgM para hantavirus e se tratar apenas de falso positivo, devido a
reacdo cruzada com outros virus ou infeccdes assintomadticas. Assim, se faz necessario
combinar técnicas moleculares com a sorologia, para confirmar os seus resultados. Este foi
um dos motivos pelos quais foram realizadas 3 técnicas para a deteccdo de hantavirose neste
trabalho: IgM-ELISA, IgG-ELISA e o RT-PCR.

Uma vez que ndo existem vacinas e/ou terapias antivirais especificas contra a dengue e
a hantavirose, a unica forma de se reduzir a mortalidade por ambas as infec¢des € o
diagnostico laboratorial rdpido e preciso. Vale ressaltar que o reconhecimento precoce
baseando-se nos sinais e sintomas iniciais, ndo € facil de ser realizado e pode ser confundido
com outras doencas endémicas nas mesmas areas, tais como a leptospirose (PETERS,1998.)

A realizagdo da pesquisa por hantavirus evidenciou, pela primeira vez, essa infec¢do
em humanos no Ceard, em 3/72 pacientes. A presenca de anticorpos IgG contra hantavirus no
soro dos pacientes FSP e JGPJ sugere que eles foram previamente ou recentemente infectados
por hantavirus, entretanto, esse resultado nao permite determinar se o hantavirus foi o agente
causador da sindrome febril apresentada por esses pacientes. Sendo assim, o paciente FSP
permaneceu com etiologia desconhecida, enquanto que o paciente JGPJ foi positivo para
dengue no IgM-ELISA, indicando que o flavivirus foi o causador do quadro clinico deste. Ja
o paciente DMDM estava provavelmente infectado por hantavirus pois apresentou anticorpos
IgM, o que sugere infeccdo recente ou atual pelo referido virus. Vale ressaltar que este
paciente havia sido outrora classificado no SINAN como caso de dengue, pelo critério
clinico-epidemiolégico.

O paciente DMDM, IgM positivo, se tratava de uma crianca de 10 anos de idade e
apresentou dor de cabeca, prostragdo, adinofagia, redu¢do na contagem de plaquetas (<
150.000/mm3) e ndo apresentou manifestacdes hemorrdgicas (ver tabela 10). Portanto, em
relacdo a esse paciente, baseado nas informagdes clinicas e laboratoriais disponiveis, ndo ha

nenhuma informacao que possa estar relacionada a uma sindrome pulmonar.
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Os dados encontrados no presente trabalho evidenciam que, durante surtos de
dengue, outras infec¢Oes, especialmente sindromes febris, como a hantavirose, sao
confundidas como dengue. Assim, supde-se que as infeccdes por hantavirus estdo sendo
confundidas com dengue ou mesmo outras infec¢des no Ceard. De fato, este € o primeiro
relato desta virose no Estado. Esses dados complementam e corroboram com os dados de
Chioratto e cols. (2010), que encontraram anticorpos contra o virus em roedores reservatorios
com o virus, na Serra de Ibiapaba, sugerindo que a populacdo humana estava em risco de
contrair a doenca, que é potencialmente grave e letal.

Este estudo sustenta ainda a hipdtese de que casos moderados ou atipicos de
hantavirose podem estar ocorrendo na regido e que o hantavirus que circula no Estado pode
ser o Anatajuba, o qual foi associado a infeccdes humanas no Estado vizinho, Maranhéo. E
urgente a necessidade de ampliar a vigilancia epidemiolégica no Ceard a fim de detectar e
avaliar a real prevaléncia da hantavirose no Estado para que medidas preventivas possam ser
tomadas, antes que casos graves da doenca acometam a populacdo. Mais estudos sdo
necessarios com o intuito de contribuir para um maior conhecimento da prevaléncia das
infec¢des humanas, da apresentacdo clinica, do virus e dos reservatdrios de maior importancia
epidemioldgica, além de suas relacdes entre si.

O comportamento das doencas infecciosas que se apresentam como uma sindrome
febril aguda, no que diz respeito a incidéncia, apresentacdo clinica, recursos diagndsticos,
opgOes terapéuticas, letalidade e medidas de controle, pode variar significativamente
conforme a etiologia. A ocorréncia de duas ou mais infec¢des simultineas ndo € rara, e a
apresentacdo clinica destes quadros pode ser bastante desafiadora, da mesma forma que as
possibilidades terapéuticas e a evolugdo do paciente co-infectado podem ser bastante
complexas, conforme relatado em diversos trabalhos (WONGSRICHANALALI et al.,2003;
KOTHARI et al.,2006).

A alta sensibilidade e especificidade nos testes de diagndstico utilizados para
deteccdo de infec¢cdo precocemente sdo necessdrios. A utilizacdo destes testes pode resultar
em diagndstico mais preciso das SFI (LEELARASAMEE et al., 2004).

Ao final do estudo, mesmo apds a realizagdo dos testes especificos para dengue,
leptospirose e hantavirus, 40/82 pacientes permaneceram negativos, sem diagndstico
etiolégico definido e foram classificados como SFI. E importante destacar que estes pacientes
podem ter sido acometidos ou por outros agentes patogénicos ndo estudados nesta pesquisa,
que também ocasionam quadro clinico inespecifico semelhante ao de dengue, ou pelos

mesmos agentes estudados neste trabalho. Os primeiros podem nao ter sido detectados pela
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nao utilizacdo de técnicas diagndsticas especificas para os mesmos, e os utlimos, por ndo ter
sido possivel realizar as técnicas adequadas ou a combinagao correta delas.

O diagnéstico especifico de uma dada patologia representa um notdrio desafio aos
profissionais de saide das regides tropicais, uma vez que diversas doencas infecciosas podem
apresentar quadro clinico semelhante. O retardo no diagnoéstico etioldgico comumente leva ao
uso empirico de medicacdo diante da suspeita clinica, principalmente nos casos mais graves.

Urge a necessidade de se ampliar os sistemas de controle e vigilancia de sindromes
febris, uma vez que a presenca de outros patégenos potencialmente fatais, como € o caso do
hantavirus, pode estar sendo ignorada, bem como a problemética de se diferenciar casos de
leptospirose pode estar sendo negligenciada no Estado do Ceard. Os dados do presente estudo
mostram que, na epidemia de dengue de 2008 ocorrida no Ceard, os casos de dengue podem
ter sido superestimados, ndo obstante ao numero de casos de outras sindromes febris, que
podem ser ocasionadas por patdgenos ainda ndo estudados no Estado. O presente trabalho
também reforca a necessidade de se pesquisar por esses agentes para diagnosticar a causa de
infecdes de etiologia desconhecida, tdo comumente denominadas como ‘‘viroses”, cujo
desconhecimento implica em medidas de tratamento inespecificas e em limitadas ou

inexistentes medidas de controle e vigilancia epidemioldgica.
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6.0 CONCLUSOES

Em relacdo ao quadro clinico dengue-simile dos pacientes estudados neste estudo, é
possivel sugerir que:

¢ O isolamento viral possui baixa sensibilidade no Estado, ndo sendo adequado o seu uso
de forma desconexa aos outros testes para o diagndstico de dengue;

¢ Os pacientes dengue positivos estavam infectados pelos sorotipos DENV-2 e DENV-3;

e Na epidemia de 2008, a dengue foi confundida com outras patologias, especialmente,
quando a mesma foi confirmada com base apenas nos critérios clinico-epidemioldgicos;

e Alguns casos de leptospirose e dengue foram confundidos na mesma epidemia, devido
as suas semelhangas clinicas e sazonais;

¢ Em 2008, houve circulacdo de hantavirus em seres humanos, no Cear4;

e Qutros virus, especialmente, outros arbovirus podem estar circulando no Ceard, porém,
por ainda nao terem sido estudados, pensa-se nao serem prevalentes no Estado e, assim,
podem ser causadores de SFIs e/ou estarem sendo confundidos com dengue;

e Pesquisas mais detalhadas sobre os reservatérios, soroprevaléncia, ciclo, sazonalidade e
manifestacdes clinicas de hantavirus devem ser realizadas no Ceard, além de estudos
sobre o préprio virus, como, por exemplo, estudos que identifiquem a linhagem do virus
presente no Estado;

® Mais investigacOes de vigilancia de sindromes febris precisam ser realizados visto que
estudos como este sdo extremamente importantes para se conhecer as reais prevaléncias

dessas patologias e seu impacto na populagdo cearense.
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To the Editor: Human hantavirus infection generally occurs through inhalation of aerosols
containing the virus from feces, urine or saliva from infected rodents '. The spectrum of
clinical symptoms caused by hantaviruses in humans varies from sub-clinical presentations to
severe hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) in Eurasia, and hantavirus
cardiopulmonary syndrome (HCPS) in the American continent '. HCPS is an emerging public
health problem in Brazil because of the overlap of urban, agricultural, and cattle-raising areas
with ecosystems containing several species of Sigmodontinae rodents, which are reservoirs of
hantaviruses *. From 1993 through October 2010, 1335 cases were reported in Brazil with a
case-fatality rate of 39%: 487 in the Southern region of Brazil, 399 in the Southeast, 336 in
the Midwest, 82 in the North and 14 in the Northeast. In the latter region, hantavirus
infections have been reported in the States of Maranhdo, Rio Grande do Norte and Bahia but
have not been reported in the northeastern State of Ceard °. Five lineages of hantavirus have
been associated with most documented HCPS cases in Brazil: the Juquitiba virus, the
Araraquara virus, the Laguna Negra-like virus, the Castelo dos Sonhos virus, and the
Anajatuba virus. HCPS cases, especially some reported in northeastern Brazil, have probably
been caused by other unknown hantaviruses 2

Despite efforts to control Aedes aegypti, a hyper-endemic situation remains, with large
outbreaks by three of the four dengue serotypes. Due to these large outbreaks occurred in the
Northeast of Brazil, since 1986 the State of Ceard, has begun reporting dengue transmission,
with three major outbreaks occurring in 1994, 2001 and 2008 4

Dengue cases in Ceard State have shown a clearly seasonal incidence in the first
semester of each year °. The same has not been seen for hantavirus infection in the region
because there is no study showing it yet. However, in Uberlandia (Mina Gerais State, Brazil)
Limongi et al (2007) described seasonality for hantavirus infection in the autumn and winter 6,

This seasonality overlaps with dengue circulation.
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During the 2008 dengue outbreak in Ceard State, serum samples from 82 patients
presenting with a clinical history of acute fever consistent with dengue were clinically and
serologically studied. Serum specimens were assessed for dengue virus antibodies by using a
commercial immunoglobulin IgM capture enzyme-linked immunosorbent assay (PanBio
ELISA, Ltd., Brisbane, Australia). Dengue virus genome detection by RT-PCR and virus
isolation in clinical samples by inoculation into C6/36 cell monolayers were performed,
followed by the detection of infection by indirect immnofluorescence assay using anti-dengue
hyperimmune mouse ascitic fluids .

Of the 82 patients in the study, 35 (42, 6%) had dengue infection, of whom 35 (42,
6%) were positive for [gM-ELISA, 4 (4.8%) by RT-PCR, 2 being positive for DENV-2 and 2
for DENV-3. Serological tests for hantavirus were performed in only 72 patients of the 82
because of insufficient sample volume. Among the 10 patients who were not tested for
hantavirus, 9 were diagnosed with dengue fever and 1 patient was negative for dengue in all
laboratory tests.

In this study a protocol of IgM-ELISA and IgG-ELISA were performed as previously
described by Figueiredo et al (2009), using the recombinant N protein of Araraquara
hantavirus as antigen (ARAV rN) produced in E. coli 5 Figueiredo et al (2009) ELISA has a
high sensitivity (97.2%), specificity (100%), positive predictive value (100%), and negative
predictive value (98.1%). Thus, this procedure is suitable for purposes using as hantavirus
diagnostic.

The 72 studied patients were initially screened for hantavirus infection at 1:100
dilution, and all positive results were confirmed in a serial dilution (starting at 1:400) test.
One (1.4%) had IgM antibodies to hantavirus and two (2.8%) other patients had IgG
antibodies to hantavirus. The positives sera have shown antibodies titers of 1:100 and 1:400.

This data corroborates with a study conducted by Campos et al (2003), in which demonstrate
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similar results related to ours. Campos et al (2003) found maximum antibodies titers of 1:400
?. Seropositive samples were also tested by a RT-PCR that amplifies part of the small and the
medium segment of hantavirus RNA, as previously reported, showing negative results '°.
Data from studied patients and test results are shown in table 1.

All 3 seropositive patients to hantavirus lived in urban areas. The laboratorial profile
the platelets counting < 150.000/mm’> (66,6%) and hematocrit < 50% (100%). One of them,
a 10 years old child, had acute febrile illness probably caused by hantavirus based on presence
of IgM specific antibodies in serum. This patient had headache, prostation, odynophagia and
did not have hemorrhagic manifestations and decreasing on platelets couting (< 150,000 /
mm3), see table 1. Therefore, regarding to this patient, there is no information that could be
related to a pulmonary syndrome.

A hantavirus seroepidemiological study conducted in six municipalities of Maranhao
State showed a seroprevalence of 4.7% in humans. This data highlights hantavirus circulation
in that State. But in that occasion there were no patients with any syntomatology of
hantavirus, which can suggest that moderate or asymptomatic cases of hantavirus infection
may be occurring in that region. This study reinforces the suspicion that mild or atypical cases
are occurring in that region and may be the reason of hantavirus infection ''.

The presence of IgG antibodies to hantavirus in sera of 2 patients suggest they were
previously infected by hantavirus however, not allowing to determine if the virus was the
causative agent of the acute febrile illness reported in the present study. One patient (JGPJ)
who had IgG antibodies to hantavirus also showed IgM antibodies to dengue. Data from
studied patients and test results are shown in table 1.

It is well known that during dengue outbreaks other viral infections are commonly
misdiagnosed as dengue. Therefore, cases of hantavirus infection, specially those presenting

acute febrile illness, may be confused with dengue. Thus, it is possible that hantavirus
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infections have been misdiagnosed and to our knowledge, this is the first evidence of a human
infection by hantavirus in the State of Ceard, Brazil. Our data is corroborated by Chioratto et
al., 2010, who reported that two Necromys lasiurus, a well-known hantavirus rodent reservoir,
captured in the hills of Ibiapaba in State of Ceard had hantavirus antibodies, suggesting that
the human population of these areas is at risk of contracting a severe and potentially lethal
hantavirus infection '>. Our study supports the suspicion that may be occurring mild or
atypical cases of hantavirus infection in the region.

The hantavirus from Ceara could be the Anajatuba virus that was associated to human
infections in the neighboring State of Maranhdo ', and our report shows that it is important to
improve epidemiologic surveillance for hantavirus in Ceard. Further studies on hantaviruses
are necessary in order to understand the prevalence of human infections, the clinical

presentation of the disease, the virus and its natural reservoir in Ceara State.
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10. ANEXO IT

DESENHO EXPERIMENTAL
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