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RESUMO

Doengas febris agudas sdo comuns e frequentemente associadas com agentes infecciosos
em paises tropicais como o Brasil. Com manifesta¢fes clinicas inespecificas de dificil
diferenciacdo com uma série de doencas endémicas como dengue, leptospirose e outras
doencas fatais, a febre maculosa brasileira (FMB) raramente tem sido considerada no
diagndstico, fato que, com o consequente retardo no tratamento antimicrobiano especifico,
tem determinado a elevada letalidade frequentemente observada em nosso pais. A dengue é
uma das doengas infecciosas mais importantes e frequentes no Brasil, onde epidemias sdo
relatadas periodicamente no estado do Rio de Janeiro. Durante surtos de dengue, a
possibilidade de erros no diagnostico, devido a semelhanca clinica, € uma realidade e a
FMB deve ser considerada no diagnostico diferencial de pacientes com febre, cefaleia e
exantema. Neste contexto, considerando a hipotese de que a FMB, uma zoonose
negligenciada transmitida por carrapatos, por falta de suspeita clinica, possa ndo ter sido
identificada durante o surto de dengue ocorrido nos anos de 2010-2011, um estudo
retrospectivo foi realizado com base em dados secundarios e em amostras acondicionadas
em laboratorio de saude publica. Amostras de sangue de pacientes com suspeita de dengue,
mas que foram descartadas sorologicamente para dengue durante o periodo de janeiro de
2010 a junho de 2011, no estado do Rio de Janeiro, foram submetidas a amplificacdo por
PCR usando primers rickettsianos especificos para genes gltA e rOmpA. A partir dos
critérios de elegibilidade preconizados, somente 319 amostras, dos 4.343 casos
identificados, foram submetidas a pesquisa de FMB. Rickettsia rickettsii foi identificada em
dois casos fatais no municipio do Rio de Janeiro e ambos pacientes apresentavam quadro
clinico inespecifico sem exantema, cujo 6bito ocorreu antes do sétimo dia de doenca. Estes
resultados comprovam a importancia de incluir a FMB no diagndéstico diferencial da
dengue, especialmente em regides onde tém sido relatados casos desta zoonose, cuja

letalidade ¢ elevada, na auséncia de tratamento especifico precoce.
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ABSTRACT

Acute febrile diseases are common and often associated with infectious agents in tropical
countries such as Brazil. With nonspecific clinical manifestations and hard to differentiate
with a number of endemic diseases such as dengue, leptospirosis, and other fatal diseases,
Brazilian Spotted Fever (BSF) has rarely been considered in the diagnosis, fact that with
the consequent delay in the specific antimicrobial treatment, has determined high lethality
often observed in our country. Dengue is one of the most important and frequent infectious
diseases in Brazil, where epidemics are reported periodically in the State of Rio de Janeiro.
During dengue fever outbreaks, the possibility of errors in diagnosis due to clinical
similarity, BSF should be considered in the differential diagnosis of patients with fever,
headache, and rash. In this context, considering the hypothesis that BSF, a neglected
zoonosis transmitted by ticks, for lack of clinical suspicion, may not have been identified
during the dengue outbreak occurred in the years 2010-2011, a retrospective study was
performed based on secondary data and samples placed in public health laboratory. Blood
samples from patients with suspected dengue that were serologically discarded during the
period of January 2010 to June 2011 in the state of Rio de Janeiro, were subjected to PCR
amplification using specific rickettsial primers for gltA and rOmpA genes. From the
eligibility criteria preconized, only 319 samples of 4,319 cases identified were submitted to
BSF research. Rickettsia rickettsii was identified in two fatal cases in the city of Rio de
Janeiro and both patients had nonspecific clinical picture without rash, whose death
occurred before the seventh day of illness. These results demonstrate the importance of
including BSF in the differential diagnosis of dengue, specially in regions where cases of
this zoonotic disease have been reported, whose lethality is high in the absence of early

specific treatment.
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1. INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As doengas febris agudas, frequentemente associadas com agentes infecciosos em
paises tropicais como o Brasil, sdo geralmente caracterizadas por manifestacdes clinicas
inespecificas, cuja identificacdo etioldgica passa ser de grande complexidade diagnostica,
considerando a ocorréncia de doengas endémicas como a dengue, leptospirose, malaria,
rubéola e influenza, além de doencas que, caracteristicamente, ocorrem como casos
isolados ou na forma de pequenos surtos como a febre maculosa brasileira (FMB) e a

sindrome pulmonar por hantavirus.

Né&o obstante a dificuldade no diagnostico clinico, a confirmagdo laboratorial, na
maioria das vezes, é dificultada, entre outros fatores, pela auséncia de testes diagnosticos
especificos para diversos agentes infecciosos, insuficiéncia de insumos assim como pela
falta de medidas de sensibilizacdo quanto a importancia dos mesmos no diagndstico

diferencial de doengas mais comuns como, por exemplo, a dengue e a leptospirose.

Assim, ndo raramente, durante periodos de epidemia de uma determinada doenca,
muitos casos febris agudos sdo considerados laboratorialmente negativos e permanecem
com uma etiologia indefinida. Nesse contexto, outros agravos que também estejam
ocorrendo na regido acabam nao sendo identificados, o que leva, consequentemente, na
auséncia de uma investigacdo, ao completo desconhecimento no que diz respeito a
incidéncia, letalidade assim como a instituicdo de medidas de controle e prevencéo,
sobretudo nas doencas infecciosas que caracteristicamente ndo determinam um impacto

quantitativo na satde publica.

1.1.1 O Diagnéstico Diferencial entre as Doencas Febris Agudas

Embora relatadas em todo o mundo, principalmente nos paises tropicais, as doencgas
febris agudas se apresentam, geralmente, com etiologia indefinida em decorréncia, entre
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outros fatores, dos sinais clinicos inespecificos e da indisponibilidade de testes diagnosticos
especificos. Esta indefinicdo, ndo raramente, pode determinar o desenvolvimento de
doencas com uma maior morbidade e mortalidade, na auséncia ou no retardo do tratamento
especifico. O diagnostico diferencial de doenca febril passa a ser muito extenso e complexo
com a inclusdo de uma diversidade de agentes etiologicos, tanto infecciosos quanto ndo
infecciosos. No entanto, embora existam muitas causas importantes, a presenca de febre
com exantema pode representar uma importante emergéncia infecciosa que pode ter grande
implicacdo na salde publica. Neste contexto, faz-se necesséria a realizacdo de um
diagndstico oportuno e especifico, levando em consideracao, entre outros fatores, 0 nimero
de casos (epidemias, surtos), a faixa etaria predominante atingida, a historia de viagem e o
status vacinal. Uma histéria completa é extremamente importante para auxiliar no
diagnostico diferencial. Exposi¢Ges ocupacionais, contato com animais ou pessoas doentes,
picadas de insetos, realizacdo de atividades especificas com exposicdo a patogenos
especificos, relato de viagens, o periodo do ano podem auxiliar, levando em consideracéo
também a ocorréncia de um amplo espectro das manifestacdes clinicas, desde uma doenca

febril branda a uma doenca grave e fatal.

A maioria das doencas infecciosas febris apresenta manifestacGes clinicas bastante
semelhantes e o diagnostico laboratorial deve ser indicado ndo somente para confirmacéo
etiologica, mas também para a identificacdo da circulacdo de outros agentes infecciosos,
cuja incidéncia ainda ndo é completamente conhecida, considerando as variagdes sazonalis e
regionais. No entanto, apesar da necessidade de um suporte laboratorial para o
esclarecimento etiologico, ao revisar a literatura cientifica, é possivel verificar a escassez de
estudos sobre a etiologia de doencas infecciosas febris, em especial as exantematicas, com
a maioria destes estudos restritos aos paises do hemisfério norte (Davidkin et al. 1998, de
Moraes et al. 2011, Oliveira et al. 2001, Papania et al. 1994, Ramsay et al. 2002, Shirley et
al. 1987)

Restringindo o exercicio do diagnostico diferencial da dengue, a mais importante
arbovirose no Mundo e no Brasil, com outras doengas infecciosas, estudos desenvolvidos

confirmam a dificuldade diagnostica e a importancia da vigilancia sindrémica com um
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adequado suporte laboratorial. Entre estes estudos, podemos citar o de Zavala-Velazquez e
colaboradores que, em 1996, identificaram, no México, um surto de febre maculosa em
pacientes cujo diagndstico clinico-epidemioldgico inicial foi de dengue. Em 2012, ainda no
México, diante da identificacdo de 48% dos pacientes com dengue, 6,4% com leptospirose,
11,7% com ambas as infecgbes e 33,9% com nenhum dos agentes testados em casos
suspeitos de dengue, Dircio Montes Sergio e colaboradores propuseram a inclusdo do
diagndstico da leptospirose e de outros agentes, como a influenza, rickettsias, brucela,
mediante a suspeita inicial de dengue, ja que os resultados mostraram que a prevaléncia da
leptospirose em individuos sob suspeita de dengue € alta e que surtos sobrepostos podem
coexistir (Dircio Montes Sergio et al. 2012)

Na bacia amazdnica do Equador, Manock e colaboradores, em 2009, demonstraram,
em pacientes com quadro febril, a co-circulagéo, além de arboviroses de agentes causadores
da malaria, leptospirose e rickettsioses, reforcando a necessidade do diagndstico

laboratorial.

Na India, mas especificamente na regido sul, em 2010, Chrispal e colaboradores
confirmaram a presenca de diferentes agentes infecciosos, onde as rickettsioses e a dengue,
foram, respectivamente, as 4% e 62 causas de doencas febris agudas indiferenciadas,

associadas com exantema, mais identificadas.

No Brasil, entre alguns estudos realizados sobre diagnostico diferencial, Silva e
Evangelista (2010), a partir de amostras de soro de casos suspeitos de dengue com teste
sorolégico ndo reagente no Distrito Federal, detectaram a presenca de anticorpos anti-
leptospira (14,1%) e anti-rubéola (4,0%), reforcando a necessidade do exercicio do

diagndstico diferencial.

Ainda no Brasil, com o controle do sarampo e da rubéola, a etiologia das doencas
exantematicas febris tem apresentado uma profunda modificacdo, com a identificacdo de
outros agentes, em especial dos agentes virais da dengue, em decorréncia das continuas e

frequentes epidemias, além do parvovirus; herpes virus humano tipo 6 (exantema subito) e
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do herpes virus humano tipo 7, estes trés Gltimos mais frequentemente descritos em

criangas (de Moraes et al. 2011, Oliveira et al. 2001).

Neste mesmo cendrio é imprescindivel incluir as doengas febris adquiridas durante
as viagens internacionais que aumentaram 50% em relacdo a década passada, com mais de
um bilhdo de turistas internacionais em diferentes lugares do mundo. Destinos turisticos,
cada vez mais diversificados, especialmente a paises com economia em desenvolvimento,
tém aumentado desordenadamente e 0 nimero de viajantes saltou de 31% em 1990 para
41% em 2010 com o continente asiatico liderando o ranking do nimero de casos relatados

de doencas entre viajantes (Leder et al. 2013).

1.2 DENGUE

A dengue é uma doenca febril aguda causada pelos virus pertencente a familia
Flaviviridae, género Flavivirus sendo relatada em todo o mundo (Westaway et al. 1985). O
virus da dengue (DENV) possui quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-
4) antigenicamente distintos transmitidos por mosquitos do género Aedes (Sabin 1952,
Hammon et al. 1960, Westaway et al. 1985, Chen & Vasilakis 2011). O relato de um quinto
sorotipo, detectado em casos humanos e associado a casos graves foi anunciado por
Vasilakis, em 2013, que em um estudo atual, isolou e caracterizou esse novo e emergente
sorotipo de transmisséo silvestre em Sarawak, Malasia. O surgimento e a disseminacdo dos
quatro sorotipos no continente africano e americano assim como Sudeste da Asia e
Mediterraneo Oriental representam uma pandemia (WHO 2013) (Figura 1.1).

Considerada a arbovirose mais importante na atualidade, em 2012, esta virose
ocorreu em mais de 125 paises, atingindo 2,5 bilhdes de pessoas em regides tropicais e
subtropicais, com 120 milhdes de casos em viajantes que retornaram de regifes endémicas
(WHO 2009 & 2013, Back & Lundkvist 2013, dos Santos et al. 2011).
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Figura 1.1: Distribuicdo global de paises ou areas de risco de transmissao de dengue-2011
(Adaptado da WHO 2013).

Entre os anos de 1955-2011 houve um aumento constante no nimero de casos de
dengue e dengue grave (Figura 1.2) (WHO 2013). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima uma incidéncia anual de 100 milhGes de infec¢cbes com cerca de 500 mil
pessoas, uma boa parte constituida de criangas, com febre hemorragica do dengue (FHD)

requerendo hospitalizacdo (Back & Lundkvist 2013).

No continente americano, foram registrados, em 2010, mais de 1,7 milhdes de casos
de dengue, 50.235 casos graves, e 1.185 Obitos foram registrados, com uma incidéncia
>200 caso0s/100.000 habitantes. Varios paises excederam o total de casos nunca antes
notificados, incluindo a introducdo da dengue em Key West, Flérida, EUA. Paises como
Honduras, Caribe, Guadalupe, Martinica, Republica Dominicana e Porto Rico registraram

um niimero de casos significantes (Brathwaite Dick et al. 2012).
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Figura 1.2: Média anual de casos de dengue e dengue grave reportado pela OMS e de paises
com casos de dengue, 1955-2011 (WHO 2013).

A respeito do ano de 2013, até a 21% semana epidemiologica, 868.653 casos da
doenca foram registrados nas Américas. Desses, 8.406 casos foram dengue grave e 346
obitos. No primeiro semestre do mesmo ano, foram relatadas epidemias de dengue em
paises como o Brasil, Costa Rica, Colémbia, Paraguai e Republica Dominicana (PAHO
2013).

Nos ultimos 27 anos varias epidemias de dengue tém ocorrido no Brasil, com mais
de oito milhdes de casos notificados (Figura 1.3) (SVS/MS 2013, Silva Jr 2013). Em 2010,
1.029.678 casos de dengue, com 1.011.548 casos de dengue classico (DC), 3.700 casos de
febre hemorragica da dengue (FHD) e 13.774 casos de dengue com complicagdes (DCC) e
656 Obitos. A regido sudeste notificou 478.003 casos da forma classica, com os estados de
Minas Gerais e S&o Paulo contribuindo com cerca de 90% do total dos casos (SVS/MS
2013). O ano de 2010 destacou-se pelo namero elevado de casos de dengue, sendo uma das

maiores epidemias ocorrida no pais. O sorotipo predominante foi o DENV-1 que reemergiu
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no ano de 2009 (dos Santos et al. 2011). J& em 2013, houve 54,6% de casos a mais que 0
ano de 2010 com 1,4 milhdes de pessoas afetadas (SVS/MS, 2013).
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Figura 1.3: NUmero de casos de dengue notificados no Brasil, 1986-2013 (SVS/MS, 2013;
Silva Jr, 2013).

Dos 775.060 casos ocorridos no pais, em 2011, um total de 764.032 foi referente a
casos de DC, 10.546 casos graves (7.744 por DCC e 2.802 por FHD) e 482 casos fatais. No
ano de 2012 foram notificados 594.343 casos da doenca, com 589.591 casos de DC, 4.425
casos graves (3.429 por DCC e 996 por FHD) e 327 dbitos (SVS/MS 2013).

Em 2013, até a 15% semana epidemioldgica foram registrados 742.475 casos de
dengue no Brasil, com predominancia do DENV-4 seguido do DENV-1. Os sorotipos 2 e 3
também foram identificados. Neste periodo foram confirmados 1.825 casos graves e 154
obitos, porém ainda se encontram em investigacdo 1.768 casos considerados graves e 206

6bitos compativeis com quadro clinico da dengue. O estado do Rio de Janeiro tem sido
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importante para a epidemiologia da dengue, com a introdugdo de DENV-1 em 1986,
DENV-2 em 1990, DENV-3 em 2000, DENV-4 em 2011 e em 2013, ao contabilizar
74.012 casos ficou entre os dez estados que concentram 93% (690.685) dos casos,
notificados (Silva Jr. 2013).

O periodo de incubacdo do DENV no homem varia de 3 a 15 dias, apds o qual a
doenca podera evoluir para uma das formas clinicas. Estas variam de intensidade de acordo
com as caracteristicas do hospedeiro e do virus. De acordo com a nova classificacdo
recomendada pela OMS, cuja vigéncia no Brasil teve inicio no ano de 2014, houve
alteracdo na definicdo de casos suspeitos de dengue antes definidos como dengue classico
(DC), dengue com complicagdes (DCC), febre hemorrégica da dengue (FHD) e sindrome
do choque por dengue (SCD) para: 1) Dengue; Il) Dengue com sinal de alarme e I1I)
Dengue grave (OMS, 2009).

Para se definir como um caso suspeito de dengue, o paciente tem que residir ou ter
viajado nos ultimos 14 dias para uma area de ocorréncia de transmissdo de dengue ou que
haja circulacdo de Ae. Aegypti. Além disso, estar febril (geralmente entre 2 e 7 dias), e
apresentar duas ou mais das seguintes manifestacdes: nauseas, vomitos, exantema, mialgia,

artralgia, cefaleia, dor retroorbital, petéquias ou prova do lago positiva, leucopenia.

Ja os casos suspeitos de dengue com sinais de alarme, serdo definidos como todo
caso de dengue que, no periodo defervescéncia da febre apresente um ou mais dos
seguintes sinais de alarme: dor abdominal intensa e continua, ou dor a palpacdo do
abdémen; vOmitos persistentes; acumulacdo de liquidos (ascites, derrame pleural,
pericardico); sangramento de mucosas; letargia ou irritabilidade; hipotensdo postural

(lipotimia); hepatomegalia maior que 2 cm; e aumento progressivo do hematocrito;

Aqueles casos suspeitos de dengue grave incluem todo caso de dengue que

apresenta um ou mais dos seguintes resultados abaixo:

* Choque devido ao extravasamento grave de plasma evidenciado por taquicardia,

extremidades frias e tempo de enchimento capilar igual ou maior a trés segundos, pulso
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débil ou indetectavel, pressdo diferencial convergente menor ou igual a 20mmHg,

hipotensdo arterial em fase tardia, acumulacéo de liquidos com insuficiéncia respiratoria;
* Sangramento grave, segundo avaliagdo do médico;

» Comprometimento grave de 6rgdos tais como: dano hepatico importante (AST o
ALT >1000), sistema nervoso central (alteracdo da consciéncia), coracdo (miocardite) ou

outros 6rgaos;

As técnicas laboratoriais mais utilizadas para o diagndstico da dengue, de acordo
com a fase da doenca (Figura 1.4), incluem: i) o isolamento viral em culturas de células
onde a amostra deve ser coletada até o 5° dia do inicio dos sintomas (preferencialmente em
até 03 dias de sintomas) durante a fase de viremia da dengue; e/ou ii) deteccdo do &cido
nucléico viral pelo método de RT- PCR (transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia
pela polimerase) sendo que a amostra deve ser coletada preferencialmente durante os cinco
primeiros dias de sintomas, sendo até o 7° dia passivel de realizacdo do teste em casos
excepcionais; iii) técnicas sorologicas a partir da pesquisa de anticorpos especificos
IgM/IgG em que a coleta da amostra se da a partir do 5° dia de doenga; iv) captura de
antigeno (NS1) realizada em amostras de pacientes com até 5 dias de sintomas de dengue,
devendo dar preferéncia para amostras com até 3 dias do inicio dos sintomas e em todos 0s
casos graves que necessitem do diagndstico precoce da doenca; ou v) a deteccdo de
antigenos virais em tecidos através da técnica de imunohistoquimica (Igarashi 1978, Kuno
et al. 1987, Chungue et al. 1989, Hall et al.1991, Lanciotti et al.1992, Miagostovich et al.
1997 & 1999, MS 2009).
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Figura 1.4: Esquema com as técnicas laboratoriais utilizadas no diagndstico da dengue
segundo a fase de doenca. (Adaptado de Halstead 2009).

1.3 Rickettsioses

As rickettsioses sdo zoonoses causadas por bactérias emergentes e re-emergentes,
com distribuicdo mundial, que sdo transmitidas por artropodes (pulgas, acaros, carrapatos e
piolhos) (Wood & Artsob 2012).

Embora historicamente o termo rickettsiose faga referéncia também as
proteobactérias dos subgrupos alfa-2a (bartonelas) e gama (Coxiella burnetii), a partir de
estudos com base na analise gendmica, taxonomicamente o termo deve se restringir,
atualmente, aos agravos causados por proteobactérias do subgrupo alfa-la, do género
Rickettsia, pertencente a ordem Rickettsiales, familia Rickettsiaceae (Mahajan 2012, Lemos
2013) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Esquema de classificacdo taxondmica das proteobactérias com énfase nas
rickettsias. (Lemos 2013).

1.3.1 Etiologia das Bactérias do Género Rickettsia

O género Rickettsia compreende bactérias intracelulares gram-negativas,
pleomorficas, cocoides e cocobacilares (0.3-0.5 x 0.8-2.0um). O citoplasma destas
bactérias contém ribossomos e filamentos de DNA e é limitado por uma parede celular
constituida de lipopolissacarideos, peptidoglicanos, uma proteina de 120 kDa, (outer
membrane protein, OmpB), uma lipoproteina de 17kDa e uma proteina de superficie OmpA
de 190kDa, sendo esta Ultima especifica para rickettsias do grupo da febre Maculosa
(RGFM). Crescem em culturas de células de ovos embrionados ou em animais de
laboratdrio e podem ser inativadas a 56°C por 30 minutos ou a 37°C por diversas horas ou
ainda por formalina, fenol e anti-sépticos como alcool a 70%, iodo ou clorexidina (Elisberg
e Bozeman 1979; Weiss e Moulder 1984; Olson e McDade 1994; Walker e Bouyer 2003;

Parola et al. 2005; Walker 2007).
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O género Rickettsia é classificado em quatro grupos que se baseiam em
caracteristicas bioldgicas, genéticas e anti-génicas e concentram-se as bactérias de carater

patogénico mais comum ao homem e que se encontram descritos no Quadro 1.1 (Lemos
2013).

Quadro 1.1: Espécies de proteobactérias do género Rickettsia, segundo o grupo e doenca
humana (Lemos 2013).

Grupo Agente Causador Mecanismo de Doenca em Humanos
Transmissao
R. rickettsii FMB e FMMR
R. conorii conorii FMM
R. conorii indica Tifo do Carrapato Indiano
R. conorii caspea Febre de Astrahkan
R. conorii israeli Febre Maculosa de Israel
R. sibirica sibirica Tifo Siberiano do Carrapato
R. sibirica Febre Maculosa sem nome
Febre mongolotimonae
R. autralis Tifo Australiano do Carrapato
Maculosa R. japonica Febre Maculosa Oriental
R. aeschlimannii Picada de Carrapato Febre Maculosa sem nome
R. africae Febre Africana do Carrapato
R. honei Febre Maculosa de Flinders
R. slovaca Island
R. parkeri Tibola
R. raoultii Febre Maculosa sem nome
R. heilongjiangensis Tibola
Riquetsioses do Extremo
Oriente
Transicional R. akari_ _Picada de Acaro Riqu_etsiose Variceliforme
R. australis Picada de Carrapato Tifo do Carrapato de
R. felis Fezes de Pulgas (?) Queensland
Tifo da Pulga do Gato
Tifo R. prowazekii Fezes de Piolho Tifo Epidémico
R. typhi Fezes de Pulga Tifo Murino
Ancestral R. bellii Picada de Carrapato FMMR-Like
R. canadensis N&o Determinado
FMB: Febre Maculosa Brasileira; FMMR: Febre Maculosa das Montanhas Rochosas; FMM:

Febre Maculosa do Mediterraneo.
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1.3.2 Distribui¢do Geogréafica das Rickettsioses do Grupo da Febre Maculosa

O grupo da febre maculosa é constituido por mais de 25 espécies e tem ampla
distribuicdo mundial (Figura 1.6), incluindo a espécie R. rickettsii, que determina doenca
conhecida na América do Norte como febre maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR) e
também em outras regides do continente americano incluindo o Brasil, onde a infeccdo é

reconhecida como febre maculosa brasileira (FMB).
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Figura 1.6: Distribuicdo geogréfica de rickettsias patogénicas do grupo da febre maculosa
(Adaptado de Wood & Artsob 2011).

As rickettsioses transmitidas por carrapatos tém distribuicbes geograficas
especificas, diretamente dependentes da distribuicdo de seus vetores, assim como também

ao aumento no numero de casos de rickettsioses corresponde a periodos do ano em que o
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vetor estd em desenvolvimento, especialmente quando os estagios de larva e ninfa dos
carrapatos estdo ativos (Raoult & Parola, 2007; Lemos et al. 1997D).

No Brasil, recentemente foi identificada uma nova espécie causadora de doenca
humana, uma espécie associada com R. parkeri, R. africae e R. sibirica, responsavel por
uma sindrome exantematica papulo-eritematosa associada com adenomegalia e escara,
reforcando a importancia da identificacdo taxondmica da espécie (Spolidorio et al. 2010,
Silva et al. 2011).

1.3.3 Febre Maculosa Brasileira

A ocorréncia da febre maculosa foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos
por Wood e Maxcy na Ultima década do século X1X. A identificacdo do carrapato como o
vetor desta nova doenca de elevada letalidade foi, posteriormente, no inicio do século XX,
estabelecida por Ricketts (Riley 1981; Chen e Sexton, 2008).

Na América do Sul, desde o século XVII existem relatos sobre a ocorréncia do tifo
do carrapato ou do sarampdo, mas 0s primeiros registros oficiais da FMB ocorreram em
Sdo Paulo, em 1929, por José Toledo Piza (Piza et al. 1932) quando a doenca foi
denominada de “typho exanthematico de Sado Paulo” e que foi posteriormente identificada
nas décadas de 1930 e 1940, respectivamente, nos estados de Minas Gerais, por Octavio
Magalhaes, e do Rio de Janeiro (Magalhdes 1952, Toste & Bretz 1941).

Desde entdo, casos confirmados de FMB ja foram descritos em 14 estados
brasileiros (Figura 1.7). A regido sudeste € onde se concentra a maioria dos casos
confirmados destacando em termos de maior ocorréncia os estados de S&o Paulo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro, respectivamente. Nenhum obito foi registrado nos casos
confirmados de FMB no estado de Santa Catarina, onde o agente etiolégico até o momento
ndo foi identificado (SINAN 2013b, Lemos 2013).
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Figura 1.7: Estados com casos confirmados de febre maculosa brasileira no
Brasil. (SINAN 2013a).

Considerando que a FMB foi incluida na lista de agravos de notificacdo
compulséria desde 2001, pela portaria MS n° 1.943 de 18/10/01, segundo o Ministério da
Salde, 67% das pessoas acometidas por FMB sdo do sexo masculino. Em relacdo aos
relatos de exposicdo, destaca-se 0 contato com carrapatos (75%), cdes e gatos (45%),
equinos (19%) e capivaras (14%) e a zona rural representou 45% dos provaveis locais de
infeccdo (MS 2012). Dados do SINAN (2013a) mostram que, entre o periodo de 2001 a
2013, foram confirmados 1.071 casos, embora estes nimeros possam estar subestimados
em decorréncia da baixa suspeicdo clinica, em especial, em periodos de epidemias de
doencas como dengue e leptospirose, cuja manifestacdo clinica se confunde com a FMB
(Figura 1.8).
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Figura 1.8: Casos confirmados de febre maculosa brasileira por regido entre os anos de
janeiro de 2001 a junho de 2013. (SINAN 2013a).

No Rio de Janeiro, a primeira descricdo da FMB foi em 1941, quando quatro casos
ocorreram na localidade de Perobas, em Itaborai (Tostes & Bretz 1941). Desde entdo,
somente na década de 1970 novos casos foram relatados e casos isolados passaram a ser
notificados como os surtos ocorridos em Petrépolis, no distrito de Itaipava, regido serrana
fluminense, em 2005, quando 2 dos 5 pacientes infectados faleceram, e, posteriormente,
em Resende, regido do Vale do Paraiba, 2005, quando foram identificados 5 casos com 2
Obitos. Subsequentemente, no municipio do Rio de Janeiro, novos casos fatais foram
confirmados em area peri-urbana, onde ocorreram oito casos fatais de sindrome febril e
hemorragica sem esclarecimento etiolégico e somente em um destes casos foi possivel
confirmar o diagnostico de FMB atraves de técnica molecular (PCR) (Lemos et al. 2002;
Lamas et al. 2008).
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1.3.4 Dinamica de Transmissao

A manutencdo do ciclo enzodtico de R. rickettsii depende da transmissdo ciclica
entre carrapatos da familia Ixodidae, em qualquer fase da vida (larva, ninfa e adulto) e dos
vertebrados amplificadores que podem diferir de uma area geogréfica para outra. Diversos
tecidos dos carrapatos séo infectados, incluindo as glandulas salivares e ovarios (McDade
& Newhouse 1986).

0 0 0 0
Carrapatos T
nioinfectados Ovos
N mfectados

Roedor infectado Transmissio
transovariana
Carrapato
; Roedor néo Taneanval — Y
Carrapato infectado mfectada Humano
Fase ninfal mfectado

Carrapato
\ h Fase Adulta
Fémeamfectada
/

Muda do carrapato. Fase transestadial

Figura 1. 9: O ciclo de vida de rickettsias transmitidas por carrapatos. (Adaptado de Walker
& Ismail 2008).

Os carrapatos sdo 0s reservatorios-vetores por serem responsaveis pela manutencéo

de R. rickettsii na natureza, em funcdo da transmissao transovariana e transestadial (Figura
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1.9). Essa caracteristica permite ao carrapato permanecer infectado durante toda a sua vida
e também por muitas geracdes apos a infeccdo inicial (McDade & Newhouse 1986).

No Brasil, a infeccdo pela espécie R. rickettsii se da pela picada de carrapatos de
varias espécies das quais merece destaque o da espécie Amblyomma cajennense. Conhecido
como “carrapato do cavalo”, em decorréncia do seu comportamento eclético, por parasitar
tanto animais poiquilotérmicos quanto homeotérmicos (Lemos 2013).

Além disso, tanto outras espécies do género Amblyomma (A. aureolatum e A. ovale)
como Rhipicephalus (Boophilus) sanguineus e Boophilus (Boophilus) microplus
apresentam-se naturalmente infectados e/ou podem participar, eventualmente, na
transmissdo da rickettsia para 0 homem, comprovando a amplitude da FMB (Monteiro et
al., 1931, Dias 1939, Gomes 1933, Magalhdes 1952, Lemos et al. 1997a, Labruna et al.
2004, Guedes et al. 2005, Horta et al. 2007, Sangioni et al. 2005). Recentemente, 0
carrapato da espécie Rhipicephalus (Boophilus) sanguineus, conhecido popularmente como
carrapato marrom do cao, foi identificado, pela primeira vez, com infec¢do natural por R.
rickettsii no Rio de Janeiro (Rozental et al. 2009). E importante ressaltar que este artropode
vive em ambientes peridomiciliares, alimentando-se principalmente em cédes e
ocasionalmente em humanos, e torna-se um importante agente na epidemiologia da doenca
na regido. O homem € apenas um hospedeiro acidental.

Contrariamente aos carrapatos, os vertebrados amplificadores raramente perpetuam
as rickettsias, embora muitas espécies apresentem sorologia reagente para esta zoonose,
como o cdo doméstico, gato, cabra, cavalos, lebre, cachorro do mato, gamba, furdo, paca,
prea, capivara, quati, diversas espécies de morcego, entre outras (Dias 1939; Dias &
Martins 1939; Magalhdes & Rocha 1942; Magalhdes 1952; Lemos 1996).

A transmissdo sO ocorre mediante a aderéncia dos carrapatos por no minimo de 3 a
4h dependendo da temperatura, entre outros fatores (Lemos 2013). A maioria dos casos de
FMB (80%) ocorre entre os meses de maio a outubro, periodo de maior atividade do vetor
transmissor, embora casos possam ocorrer todo o periodo do ano, confirmando a
distribuicdo sazonal da doenca em consondncia com a atividade do carrapato (Lemos

2013).
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1.3.5 Patogenia

Apbs a picada do carrapato infectado, as rickettsias disseminam-se através dos
vasos linfaticos e dos pequenos vasos sanguineos, alcancando varios érgdos como a pele,

cerebro, pulmdes, coracdo, figado, bago, pancreas e trato gastrointestinal.

Nos tecidos atingidos, as rickettsias ligam-se a receptores que contém colesterol,
fixando-se as células do endotélio através de proteinas especificas (OmpA e OmpB) e
interagindo com um receptor celular (proteina quinase Ku70). A invasdao do endotélio
vascular ocorre por fagocitose induzida e a partir da replicacdo atingem as celulas da
musculatura lisa. No interior da célula, a bactéria utiliza a fosfolipase A, promove a lise da
membrana vacuolar e escapa para o citosol (Del Fiol et al. 2010, Lemos 2013). Além disso,
ainda no interior da celula, a bactéria utiliza a proteina Rick A que ativa a Arp 2/3 e aciona
a polimerizacao da actina A gue age como propulsora da bactéria pelo citoplasma da célula.
Essa propulsdo resulta em uma invaginacdo na direcdo das células adjacentes e rapida
disseminacdo intracelular dentre as células endoteliais de vasos sanguineos e linfaticos
(Chen & Sexton 2008, Walker 2007).

Com a penetracdo nas células endoteliais, ocorre uma resposta inflamatoria de fase
aguda, mediada pela producéo de citocinas como TNF-a e IFN-y, resultando em aumento
de permeabilidade vascular, hipovolemia, com consequente hipoalbuminemia. Ao mesmo
tempo, ocorre hiponatremia, decorrente da secrecdo de hormdnio antidiurético em resposta
a hipovolemia. Em todos os sitios de infec¢do, ha um consumo excessivo de plaquetas, o
que leva a trombocitopenia em cerca de 40% ou mais dos pacientes infectados. Com a
extensa lesdo endotelial, instala-se um estado procoagulante, com ativacdo da cascata da
coagulacdo, liberacdo de trombina, aumento de agregacdo plaquetaria e aumento de fatores
antifibrinoliticos (Del Fiol et al. 2010).

O quadro clinico do paciente agrava-se com a trombose de pequenos vasos do
coracdo, rins, pulmdes e cerebro. Além disso, devido ao bloqueio de pequenos vasos,

ocorrem necrose tecidual e isquemia cerebral, principalmente do mesencéfalo e regido dos
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nacleos. O possivel mecanismo para a injdria celular endotelial causada pelas rickettsias
parece ser a deplecdo de ATP, o que levaria a uma diminuigdo de funcionamento da bomba
de sodio na membrana celular. Ocorre ainda a ativacdo das células endoteliais apds a
infeccdo, com concomitante producgéo de citocinas que estimulam a resposta de fase aguda,
com ativagdo de fagocitos e celulas NK. Linfocitos CD8 e células NK séo encontradas no
infiltrado perivascular, possivelmente para controlar a infeccdo, uma vez que ambas tém
importante papel na resposta imune contra microrganismos intracelulares. A resposta
inflamatoria e imunolégica mediada pelo aumento de citocinas Thl e Th2 parece ser
importante no processo de contencdo da doencga (Del Fiol et al. 2010)

1.3.6 Manifestac6es Clinicas

A gravidade da FMB varia de leve a grave com evolucdo para dbito. O periodo de
incubacdo dura em média sete dias com variacdo de 2 a 14 dias. O paciente desenvolve um
quadro febril inespecifico, com mal-estar generalizado, cefaleia, mialgia e artralgia. Esses
sintomas podem ser semelhantes aos de muitas outras infec¢Ges bacterianas ou virais e,
assim, a suspeita da doenca no quadro clinico inicial é rara, exceto se 0 paciente ou um
familiar relatar uma histdria recente de picada de carrapato. E importante ressaltar que a
picada de carrapato é observada em torno de 60% dos casos (Treadwell 2000, Dalton 1995,
CDC 2006). Varias outras manifestacdes clinicas podem ocorrer como nauseas, vomitos,
anorexia, dor abdominal, diarreia e fotofobia assim como também comprometimento
neuroldgico, alterac6es pulmonares, insuficiéncia renal e miocardite (Renvoisé et al. 2009).

A triade classica constituida de febre, cefaleia e exantema raramente esta presente
nos estagios iniciais da doenca. O exantema é o sinal mais importante e geralmente surge
entre o terceiro e quinto dia de doenca, mas pode estar ausente em 15 a 20% dos pacientes
(Helmick et al. 1984). Assim, menos de 5% dos pacientes em casuistica norte-americana
podem apresentar essa triade nos primeiros trés dias de sintomas, 60-70% até o fim da 22
semana e 30% ndo apresentam a triade classica, tornando o diagnostico dificil (Walker &

Raoult 2005). Inicialmente o exantema é de coloracdo rosea, macular, apos 1 a 3 dias,
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torna-se macular e papular, e posteriormente, ap6s 2 a 4 dias, pode evoluir para exantema
petequial e, eventualmente, também para necrose e gangrena (Figura 1.10) (Magalhdes
1952, Lemos et al 2001).

Figura 1.10: Exantema em paciente do Rio de Janeiro com Febre Maculosa Brasileira
causada por Rickettsia rickettsii (Lemos 2009).

Embora a suspeita de FMB deva ser realizada com base na triade classica - febre,
cefaleia e exantema - a auséncia de exantema pode ser observada em pacientes idosos e em
pacientes submetidos a antibioticoterapia especifica precoce. Em pacientes negros, o
exantema pode ndo ser detectado, o que leva a concluir que somente este sinal clinico ndo é
condigdo para suspeita clinica da doenga. O envolvimento de palmas da méo e plantas dos
pés é caracteristico da doenga, porém costuma estar presente nas formas avancadas. Além
disso, outras doengas podem causar exantema na palma das maos e planta dos pés como no
caso da sifilis, meningococcemia, infeccdo por Streptobacillus moniliformis e
enteroviroses, o que leva a considerar que o exantema de palmas das méos e plantas dos pés

ndo sdo manifestagdes exclusivas da febre maculosa (Pickering et al. 2006).

43



Autores descrevem, academicamente, duas formas clinicas de febre maculosa, a
classica e a fulminante, definindo como casos fulminantes cujo 6bito ocorre até o 5° dia do
inicio dos sintomas (Walker & Raoult 2005, Walker et al.1983).

Em criangas, os sinais e sintomas da infeccdo ndo sdo especificos. A febre é o
primeiro sintomas a aparecer, ocorre com aproximadamente 97% das criancas. Em media,
95% tém rash comparado com 80% dos adultos. Em criangas, o exantema geralmente
aparece no primeiro ou segundo dia de doenga, mas pode aparecer no 3° ou 4° dia ou além,
evento que é mais comum em adultos. A classica triade de febre, exantema e dor de cabeca
ocorre na maioria e geralmente ndo é aparente no inicio do curso da doenga. A dor de
cabeca se apresenta em 40-60% em pacientes menores de 15 anos sendo assim, mais
intensa em criangas mais velhas e em adultos. No entanto é preciso considerar que criancas
menores ndo fornecem informacgdes sobre os sintomas como a cefaleia (Chen 2008;
Buckingham et al. 2007; Helmick et al. 1984; Minninear et al. 2009).

Com a identificacdo de uma nova especie de RGFM, relacionada as espécies R.
africae, R. parkeri e R. sibirica, nos estados da Bahia e de Sdo Paulo, além da FMB,
pacientes no Brasil podem apresentar, diferente do previamente descrito, um quadro febril
associado com exantema caracteristicamente papular, com enantema, adenomegalia e

cancro de inoculacdo (Silva et al. 2011; Spolidorio et al. 2010).

1.3.7 Diagnostico Laboratorial

O diagnéstico da febre maculosa é eminentemente clinico-epidemioldgico e a
confirmacdo laboratorial deve ser empregada de acordo com a fase da doenca (Figura 1.11).
Na figura 1.11 é apresentado um esquema no qual é possivel observar o periodo de
surgimento da escara (cancro de inoculacdo), que surge dentro de alguns dias ap6s a picada
dos artropodes e evolui para uma placa eritematosa e endurecida. E importante lembrar, no
entanto, que na FMB, esta lesdo inicial ndo é detectada. A febre surge posteriormente

associada com outros sinais e sintomas, com o surgimento de exantema, que pode ser
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maculopapular, papulovesicular e petequial, no 3°-5° dia de doenga com duracdo de 5-8
dias (Richards 2012).

O diagnostico é mais frequentemente realizado a partir de testes soroldgicos,
retrospectivamente, e a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é considerada padréo-
ouro. Estudos demonstram uma sensibilidade de 84,6% a 100% e uma especificidade de
99,8 a 100%, dependendo do ponto de corte escolhido. Em relacdo ao tempo de coleta, a
sensibilidade varia de 46% (amostras coletadas entre o 5° e 9° dias apds o inicio da doenga)
a 100% (amostras coletadas depois do 29° dia) (Brouqui et al. 2004).

A analise das amostras é realizada mediante a coleta de duas amostras de soro
pareadas obtidas em um periodo de duas a quatro semanas, ap0s o inicio da doenca. A
sensibilidade e especificidade variam entre as espécies e a confirmacdo de uma infeccéo
recente se dd com o aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos da classe IgM ou 1gG
(Lemos 2013, Renvoise et al. 2009).

Os anticorpos ndo sao detectaveis no momento da doenca aguda e a RIFI pode
implicar em resultados falso-negativos. Outra limitacdo desta técnica sdo as reagdes
cruzadas entre as espécies ou até mesmo entre outras bactérias intracelulares (Renvoise et
al. 2009). Adicionalmente, o teste soroldgico ndo detecta a espécie de rickettsia e a

caracterizacao do agente pelo teste molecular (PCR) passa a ser necessaria (Lemos 2013).

A analise molecular através da PCR é utilizada como ferramenta sensivel para a
deteccdo do DNA da bactéria bem como sua identificacdo a partir de amostras de sangue,
coagulo, soro, fragmentos de tecidos recolhidos por bidpsia ou mesmo em carrapatos
recuperados do paciente. Deve ser realizada na fase inicial, até 7 dias da doenca, quando a
producdo de anticorpos ainda ndo é detectada (Richards 2012). A PCR, junto com o
sequenciamento, tem sido utilizada com mais frequéncia e tem sido considerada a técnica
mais indicada para Gbitos e casos graves (Walker & Bouyer 2003; Fournier & Raoult 2008;
Parola et al. 2005). O isolamento de R. rickettsii é realizado através do sistema “shell vial”
modificado, no Brasil, por Melles et al. (1992 & 1999) em cultura de células e pode ser

feita a partir de sangue, biopsia de pele ou artropodes (Lemos 2013). E realizado somente
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em laboratérios de biosseguranca nivel 3 com pessoal qualificado e portanto, ndo é
empregada na rotina laboratorial e é conclusivo quando positivo ( Olson & McDade 1994;
Renvoisé et al. 2009)

A realizacdo da histopatologia se da a partir bidpsia de lesGes de pele ou, em casos
de necropsia, em fragmento de tecido (pulmédo, figado, baco, coracdo, rim, musculos e
cérebro) fixados em formalina a 10% e incluidos em parafina (Lemos 2013, Del Fiol et al.
2010).

A imunohistoquimica, utilizada para o diagnéstico em biopsia de pele, é
considerada como o método mais sensivel para a confirmacdo da febre maculosa na fase
inicial da doenca, em necropsias, tecidos frescos ou preservados em formalina, embebido
em parafina (Lemos 2013). Essa técnica apresenta elevada sensibilidade e especificidade e
seus resultados consistem em demonstracéo positiva de antigenos em células endoteliais de

amostras de bidpsia ou autdpsia (Parola et al. 2005).
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Figura 1.11: Esquema com as técnicas laboratoriais utilizadas no diagnostico
da febre maculosa, segundo a fase de doenca (Richards 2012).

*Na FMB, que é causada por R. rickettsii, ndo ha relato de cancro de

1.3.8 Diagnostico Diferencial

No estdgio inicial, sem exantema, a FMB pode se assemelhar a dengue,
leptospirose, influenza, hepatite, salmonelose assim como também outras rickettsioses, Ja
na fase tardia, com exantema, assemelha-se a meningococcemia, dengue, rubéola, infeccdo
por enterovirus, histoplasmose, mononucleose infecciosa entre outras doengas. A
meningococcemia € o diagnostico diferencial mais importante, ja que possui elevada

letalidade e o emprego do tratamento empirico deve ser imediato (Lemos 2013).
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1.3.9 Tratamento

O tratamento da FMB deve ser baseado na historia clinica, sintomas, exames fisicos
e achados laboratoriais. A histdria epidemioldgica, com observacdo para relato de picada de
carrapato, ou contato com animais nos Ultimos 14 dias, viagem recente para area endémica
para FMB ou histéria de doenca similar em outros membros da familia ou entre colegas de
trabalho e até a presenca de animais domésticos doentes (Lemos 2013).

A suspeita clinica e epidemioldgica indica a necessidade de tratamento empirico
(Paddock et al. 2008). Ha indica¢do de tratamento oral com doxiciclina para todos 0s casos
ndo graves ja que é a droga de escolha para o tratamento empirico em todas as faixas etarias
(Pickering et al. 2006). A doxiciclina deve ser administrada na dose de 100 mg via oral, a
cada 12 horas para adultos e 2,2 mg/kg para individuos com peso menor ou igual a 45kg
(Del Fiol et al. 2010).

Quando o paciente apresenta um quadro de nauseas, vémitos ou forma grave da
doenca, com choque hipovolémico, alteracbes hemodinadmicas graves, coma ou faléncia de
multiplos 6rgéos, o antibiotico de ser administrado por via intravenosa. Isso porque o nivel
sérico ideal do antibidtico por via oral ndo é atingido ja que nos casos classicos de sepsis
por agentes bacterianos mais comuns, sabe-se que ocorre ma perfusdo esplancnica, com
hipoperfusdo do trato gastrointestinal e como consequéncia a absorcdo intestinal do
farmaco ativo fica prejudicada (Lemos 2013).

Por isso, embora alguns estudos mostrem a tetraciclina/doxiciclina como primeira
escolha de tratamento quando comparadas ao cloranfenicol, este Gltimo deve ser sempre na
terapéutica de casos graves da FMB (Lemos 2013) no Brasil, considerando a inexisténcia
de doxiciclina endovenosa disponivel em nosso territorio. A dose do cloranfenicol é de 1 g
a cada 6 horas para adultos e para crianca a dose total diaria varia de 50 a 75 mg/kg,
divididos em quatro doses diarias (Del Fiol et al. 2010).

O tratamento especifico deve se prolongar por pelo menos sete dias ou estendido até

2 dias apds o término da febre (Del Fiol et al. 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

O estado do Rio de Janeiro, desde a década de 1980, enfrenta continuas epidemias
de dengue. Até a 152 semana epidemioldgica do ano de 2013 foram registrados 74.012
casos ficando entre os dez estados que concentram 93% dos casos notificados e de acordo
com dados disponibilizados pelo LIRAa (levantamento rapido do indice de infestacdo de
Aedes aegypti) esta entre as capitais do pais em situacdo de risco para a doengca. Em um
cenario de epidemia, praticamente todos os casos febris agudos passam a ser considerados
suspeitos de dengue e o diagndstico diferencial com doencgas causadas por outros agentes
infecciosos como rickettsias e leptospiras, que também cocirculam no estado,
frequentemente ndo é considerado e, assim, negligenciado.

Além disso, a identificacdo de centenas de casos suspeitos de dengue, que foram
laboratorialmente negativos, associada com a inexisténcia de uma etiologia definida, alerta
para a necessidade do exercicio do diagndstico diferencial, com a inclusdo da FMB. Neste
contexto, a ocorréncia de casos fatais de FMB, seja como surto, como ocorrido em 2005 em
Itaipava, seja como doenca do viajante e associada com turismo como ocorreu em 2008
com um paciente sul-africano, ou nas dezenas de casos, cuja impressdo diagnostica inicial
foi dengue, reforca a assertiva.

De acordo com a problematica supracitada, a pesquisa da FMB em amostras de
casos suspeitos, mas descartados de dengue, além de contribuir para o esclarecimento
etiologico de casos febris agudos sem definicdo diagndstica no estado do Rio de Janeiro,
podera auxiliar para a maior compreensao desta zoonose transmitida por carrapatos, cujo
desconhecimento por parte da classe médica tem sido tdo elevado quanto a letalidade
observada, consequéncia do diagndstico e tratamento especificos ausentes ou mesmo

tardios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a presenca da infecgdo por R. rickettsii em amostras de pacientes com
suspeita de dengue, mas sorologicamente negativos no estado do Rio de Janeiro durante o
periodo de janeiro de 2010 a junho de 2011.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar a presenca de DNA de R. rickettsii em amostras biologicas de casos
suspeitos de dengue encaminhadas para 0 LACEN, sorologicamente negativos para dengue,
durante o periodo de janeiro de 2010 a junho de 2011 no estado do Rio de Janeiro;

e Descrever os dados clinicos e epidemiologicos dos pacientes incluidos no estudo;

e Caracterizar molecularmente as rickettsias recuperadas nas amostras dos casos de

febre maculosa identificados no estudo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Desenho e Local do Estudo

O trabalho foi realizado no Laboratério de Referéncia Nacional para Rickettsioses,
Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses (LHR) do Instituto Oswaldo Cruz (10C),
Fiocruz/RJ e contou com apoio financeiro do IOC/Fiocruz.

Trata-se de um estudo retrospectivo, descritivo baseado em dados secundarios e de
amostras biolégicas de casos suspeitos de dengue, mas sorologicamente negativos (IgM-
Panbio) para dengue, no estado do Rio de Janeiro, durante o periodo de janeiro de 2010 a
junho de 2011.

Os dados e as amostras foram cedidos ao LHR pelo Laboratério Central Noel Nutels
(LACEN/RJ) para a pesquisa de FMB, no contexto do diagnostico diferencial, utilizando
andlise molecular - reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os dados clinico-
epidemiologicos secundéarios foram obtidos a partir das fichas epidemioldgica de requisicéo
de exame laboratorial para dengue, contendo o historico de cada paciente e incluidos no

banco de dados do LHR para posterior analise.

4.2 Andlise das Fichas Epidemioldgicas e Critérios de Inclusao

Inicialmente, as amostras bioldgicas selecionadas foram definidas apds levantamento
e analise cuidadosa de todas as fichas dos pacientes com suspeita de dengue mas
soronegativos (IgM - Panbio), sem etiologia definida. As fichas sem informacdes sobre
municipio, sexo, idade, data de coleta, data dos sintomas e letra ilegivel foram excluidas do
estudo assim como as amostras cujas fichas ndo foram encontradas.

Neste contexto, ap0s essa primeira etapa, foi estabelecido que do total de pacientes
com suspeita de dengue, somente amostras biologicas que atendessem a todos os critérios

de elegibilidade enumerados abaixo que seriam submetidas a pesquisa de FMB:
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i) Ter qualquer idade, de ambos os sexos e ser residente no estado do Rio de
Janeiro, em municipios que ja notificaram casos de FMB entre os anos de 2008 a
2012 (Figura 6.7). Considerando a escassez da disponibilidade de insumos, nos
municipios com elevado nimero de amostras, houve a selecdo apenas dos bairros e

areas circunvizinhas onde casos de FMB foram confirmados;

ii) Ter amostras de sangue com volume adequado e dados clinico- epidemioldgicos

minimos disponiveis;

iii) Apresentar, no maximo, sete dias de duracéo de doenca desde o inicio do quadro

clinico;

iv) Preencher os critérios clinicos minimos em que o paciente apresente febre,

cefaleia e mialgia;

Além disso, foram também selecionados todos os casos que evoluiram para 6bito,

independente da ocorréncia de casos notificados de FMB no municipio de origem.

4.3 Descricéo das Variaveis Estudadas

Os dados constantes nas fichas epidemioldgicas foram analisados e 0s casos que
atendessem aos critérios de incluséo estabelecidos foram digitados em um banco de dados

construido especialmente para esta pesquisa com o programa Microsoft Office Excel XP.

Com relacdo as informac6es demograficas, as variaveis de faixa etaria, sexo, més e
ano no qual se iniciaram os sintomas foram analisadas. A distribui¢do da faixa etaria dos
pacientes foi estabelecida considerando as seguintes faixas etarias: < 1, 1-4, 5-9, 10-14,
15-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59, 60-69, 70-79 e 80e+. Os municipios de residéncia

também foram listados.
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A partir do levantamento das varidveis clinico-epidemioldgicas disponiveis nas
fichas epidemioldgicas, foram avaliados os municipios de residéncia, a data dos primeiros
sintomas, data de coleta, tempo decorrido entre data dos primeiro sintomas e data da coleta
e 6bito. Os sintomas clinicos listados na ficha do SINAN para FMB sdo febre, cefaleia,
mialgia, dor abdominal, vémito, nauseas, exantema, diarreia, ictericia, hiperemia
conjuntival, hepato/esplenomegalia, petéquias, manifestacdes hemorrégicas, linfadenopatia,
convulsdo, necrose de extremidades, prostracdo, choque/hipotensdo, coma, sufusdo

hemorragica, alteragdes respiratorias, oligdria e antria (ANEXO 1).

4.4 Analise Laboratorial das Amostras
4.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo DNA das amostras bioldgicas (soro e coadgulo) foi feita utilizando o kit
comercial (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen®) em amostras sangue total, plasma, soro,
coagulo ou outros fluidos corporais. Apos a utilizacdo de um tampéo para lise, a amostra
foi aplicada a uma coluna; que pela acdo da forca centripeta possibilitou a extracdo do
material genbmico humano juntamente com o agente etioldgico pesquisado.

O protocolo de extracdo de DNA de sangue ou fluido corporal para deteccdo de
rickettsias segue abaixo:

a) As amostras de soro foram colocadas a temperatura ambiente;

b) Todos os reagentes utilizados foram separados e colocados em temperatura

ambiente;

¢) O banho-maria foi programado para 56°C;

d) Foram adicionados 200 ul de soro dentro do tubo de microcentrifuga de 1,5

ml ou o volume foi completado com PBS;

e) Foram adicionados 20 ul de proteinase K (8mg/mL);

f) Foram adicionados 200 pl de tampéo AL ao tubo de microcentrifuga, misturados

por vortex durante 15 segundos e incubados, no Thermomix®, a 56°C para

homogeneizar durante um periodo de 2 minutos com intervalos de 20 minutos;
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g) Apods centrifugagdo répida, foram adicionados 200 pl de etanol (96-100%) as
amostras e a mistura foi homogeneizada por 15 segundos para em seguida, passar
por uma nova centrifugacgéo;

h) A mistura foi aplicada a coluna QIlAamp Spin e centrifugada a 8000 rpm por 1
minuto. O fluido do coletor foi desprezado;

g) Foram aplicados 500 pl do tampdo AWI dentro da coluna. Foi novamente
centrifugado a 8.000 rpm por um 1 minuto. Novamente o liquido filtrado foi
descartado;

h) Foram aplicados 500 pl do tampao AW2 dentro da coluna. Foi centrifugado a
14.000 rpm por 3 minutos, o produto foi desprezado e houve outra vez uma outra
centrifugacdo a 14000 rpm durante 1 minuto. Novamente o liquido filtrado foi
descartado e a coluna subsequentemente foi transferida para um microtubo de 1,5
ml;

i) Foram adicionados 50ul de tampdo de eluicdo AE. A amostra foi incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto.
Repetiu-se este ultimo passo (adicdo de AE, incubacéo e centrifugacao).

j) A coluna QlAamp Spin foi descartada e o produto da extracdo foi armazenado a

uma temperatura de -20°C.

4.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foram testados quatro pares de oligonucleotideos para detec¢do de rickettsias de

grupo da febre maculosa (RGFM); estes pares amplificam diferentes regides do genoma

bacteriano como descrito mais detalhadamente a seguir.

4.4.2.1 Primer CS 406-427 F1/1270-1291 R1; rOmpA4940-4961F1/5690-5710R1

Para o primer CS esta amplificacdo in vitro foi realizada em um volume de 25 pul de

reacdo que continha 2,5 pl de Tampdo PCR 10X, 0,5 ul de cada primer 10 puM, 4 pl de

MgCl, 25mM, 0,25 pl de quatro tipos de desoxinucleotideos (20mM de cada
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desoxinucleotideo trifosfato), 0,2 pl de AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Invitrogen), 3
uL de DNA da amostra e agua nuclease livre (Promega, Madison, WI, EUA). J& para o
primer rOmpA, as quantidades de reagentes para a realizacdo da PCR foram as mesmas
utilizadas para o primer CS com excecao do cloreto de magnésio em que foram utilizados 3
pl de MgCl, 25mM.

Em seguida, para o primer CS, a reagdo de amplificacdo foi realizada em
termociclador 9700 (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA) e consistiu de
desnaturacdo inicial por 10 minutos a 95°C, seguida de 30 ciclos consecutivos de
desnaturacdo a 95°C por 30s, anelamento a 55°C por 40s e extensdo a 72°C durante 55s. Foi
seguido por uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Para o primer rOmpA, a reacao de
amplificacdo foi realizada também em termociclador 9700 (Applied Biosystem, Foster
City, CA, EUA) e consistiu de desnaturacdo inicial por 10 minutos a 95°C, seguida de 30
ciclos consecutivos de desnaturacdo a 95°C por 30s, anelamento a 62°C por 40s e extensdo

a 72°C durante 50s, seguido, no final, por uma extensao de 10 minutos a 72°C.

4.4.3 Nested PCR

4.4.3.1 Primer CS 494-515 F2/1045-1066 R2; rOmpA 4986-4961 F2/5418-
5442R2

Para essa replicacdo in vitro, utilizado um volume de 25 ul de reacdo que continha
2,5 ul de Tampdo PCR 10X, 0,5 pl de cada primer 10 uM, 3ul de MgCl; 25mM, 0,25 ul
de quatro tipos de desoxinucleotideos (20mM de cada desoxinucleotideo trifosfato), 0,2 pl
de AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Invitrogen), 2 uL de DNA da amostra e agua
nuclease livre (Promega, Madison, WI, EUA). Ja para o primer rOmpA, as quantidades de
reagentes para a realizacdo da PCR foram as mesmas utilizadas para o primer CS.

Em seguida, a reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador 9700
(AppliedBiosystem, Foster City, CA, EUA) e consistiu de desnaturacdo inicial por 7
minutos a 95°C, seguida de 25 ciclos consecutivos de desnaturagdo a 95°C por 30s,
anelamento a 63°C por 30s e extensdo a 72°C durante 35s. Foi seguido por uma extensao

final de 10 minutos a 72°C. Para o primer rOmpA a reacdo de amplificagcéo foi realizada
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também em termociclador 9700 (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA) e consistiu de
desnaturacdo inicial por 7 minutos a 95°C, seguida de 25 ciclos consecutivos de
desnaturacéo a 95°C por 30s, anelamento a 55°C por 40s e extensdo a 72°C durante 30s. Foi
seguido por uma extenséo final de 10 minutos a 72°C.

As amostras foram testadas para a presenca de DNA rickettsiano, utilizando
oligonucleotideos desenvolvidos pelo LHR (dados ainda ndo publicados) para os genes
alvo gltA (Rickettsia sp.) e rOmpA (RGFM).

Quadro 4.1: Oligonucleotideos (primers) utilizados para deteccdo das Rickettsia sp. em
amostras de casos suspeitos de dengue, mas soronegativos no estado do Rio de Janeiro
durante o periodo de janeiro de 2010 a junho de 2011.

. . . A . s s Tamanho do
Microrganismo Oligonucleotideos Sequéncias (5’ - 3°)
fragmento
CS 406-427 F1
) ) _ 5 885 pb
Rickettsia sp. CS 1270-1291 R1 Dados ainda ndo
CS 494-515 F2° publicados
572 pb
CS 1045-1066 R2b

b - Nested PCR

Quadro 4.2: Oligonucleotideos (primers) utilizados para deteccdo da espécie R. rickettsii em
amostras de casos suspeitos de dengue, mas soronegativos, no estado do Rio de Janeiro,
durante o periodo de janeiro de 2010 a junho de 2011.

) ) ) ] Tamanho do
Microrganismo Oligonucleotideos Sequéncias (5’ - 3°)
fragmento
rOmpA 4940 — 4961 F1

. . _ 3 777 pb
Rickettsia do rOmpA 5690 — 5710 R1 Dados ainda néo
Grupo da Febre rOmpA 4986 — 4961 F2v publicados ;

460 p

Maculosa rOmpA 5418 — 5442 R2b

b - Nested PCR
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4.4.4 Eletroforese em Gel de Agarose

Para confirmar a amplificagao, 10ul de cada produto de amplificagdo acrescido de
2ul de tampdo da amostra (0,25% de bromofenol blue, 0,25% de xilenocianol ¢ 30% de
glicerol) foram separados em gel de agarose a 1,5% corado com solugédo de GelRed™
(Biotium, Hayward, CA, USA).

A eletroforese foi realizada em tampdo TBE 1X a 5V/cm. Os produtos de
amplificacdo foram visualizados sob luz ultravioleta e registrados em sistema digital para
documentagéo de gel (Carestream Gel Logic System).

Para permitir o calculo do tamanho dos fragmentos foi utilizado o padrédo de
tamanho de DNA 100 pb DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em cada gel.

4.4.5 Sequenciamento

Os produtos amplificados no tamanho esperado a partir das amostras biologicas
foram purificados utilizando-se o Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, WI, USA) de acordo com as instrucGes do fabricante, seguido de reacdo de
sequenciamento no qual foi utilizado o kit Big Dye® Terminator TM v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) em um sequenciador automatico (Applied
Biosystems, modelo ABI PRISM 3130x, Foster City, CA, USA).

4.4.6 Andlise das Sequéncias Gendmicas

A andlise do sequenciamento dos fragmentos de nucleotideos e seus cromatogramas
foram realizados através do Programa MEGA 5.0. (Tamura et al. 2011). Inicialmente as
sequéncias foram analisadas contra o banco de dados publico GenBank utilizando a
ferramenta BLASTn. Em seguida, as sequéncias obtidas foram manipuladas no programa
MEGA 5.0. Apos a localizacdo dos iniciadores, por meio dos quais o fragmento foi
inicialmente amplificado, as sequéncias foram alinhadas entre si por meio da ferramenta
MUSCLE (Edgar 2004) no programa MEGA 5.0. Uma sequéncia consenso foi estabelecida
e as divergéncias de nucleotideos entre as sequéncias foram esclarecidas pela analise dos

cromatogramas de sequenciamento.
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4.5 Anélise Estatistica

Os dados alimentados na planilha de Excel Microsoft Office XP foram analisados
com base em estatisticas descritivas, sendo confeccionadas tabelas de frequéncias e
graficos. Para a variavel idade foi calculado a media, mediana e o desvio-padrdo. Para
comparar proporgdes, foram determinados intervalos de confianga. Para testar a aderéncia
entre o perfil da populagéo total e a da populacdo do estudo foram aplicados testes qui-
quadrado com 95% de confianca.

5. CONSIDERACOES ETICAS

O estudo realizado se encontra inserido no projeto “Vigilancia Epidemioldgica de
Hantaviroses e Rickettsioses lato sensu dentro do Programa de Vigilancia do Ministério da
Satide” e foi submetido a0 Comité Etico em Pesquisa (CEP) Fiocruz/IOC por se tratar de

um estudo com seres humanos (n°do CEP 559/10) (ANEXO 2).
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6. RESULTADOS
6.1 Caracteristicas Clinicas e Epidemioldgicas

Um total de 4.243 amostras bioldgicas constituido, predominantemente, por soros e
coagulos, pertencentes a pacientes com suspeita de dengue, durante o periodo de janeiro de
2010 a junho de 2011, foi cedido pelo LACEN Noel Nutels/RJ ao LHR. Com a anélise dos
dados disponiveis nas fichas epidemioldgicas, em 10 casos ndo foi possivel identificar se o
ano de ocorréncia do caso clinico foi em 2010 ou 2011.

A Figura 6.1 apresenta o fluxograma dos resultados das etapas metodologicas
utilizadas neste presente estudo. Deste total, 2.171 (50,10%) amostras foram de pacientes
procedentes de 69/92 municipios durante o ano de 2010 (Figura 6.2) e 2.062 (47,59%)
foram constituidas por amostras de pacientes provenientes de 61/92 municipios fluminenses
durante o periodo de janeiro a junho de 2011 (Figura 6.3). E importante salientar que, em 62

(1,43%) fichas ndo foi possivel a identificacdo dos municipios.
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4.243 amostras biolégicas do
LACEN
Noel Nutels/RJ

Selecionadospara
estudo

NAO
2.167 amostras 2.060amostras
(2010) (janeiro a junho de2011)
2002 amostras | - 1.772amostras
(2010) (janeiro a junho de2011)
(2010) % E? (janeiro a junho de2011)

Total de 319 amostras submetidas ao
teste molecular para a detecciio de
Rickettsia rickettsit

*10 casos ndo foi possivel identificar se 0 ano de ocorréncia foi em 2010 ou 2011.

Quatro (04) amostras procedentes de pacientes que evoluiram para Obito ndo foram
processadas por falta de informagdes nas fichas epidemiolégicas.

Em adicdo, 573 fichas, distribuidas durante o periodo de 2010 e 2011, ndo foram
analisadas por ndo terem sido encontradas ou por apresentarem informacgdes incompletas
como (i) auséncia de identificacio do municipio de ocorréncia de caso, (ii) falta de
informacdes sobre 0 sexo e idade dos pacientes, (iii) inexisténcia da data de coleta ou data

do inicio dos sintomas e (iv) inelegibilidade da letra na ficha epidemiolégica.
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No que se refere aos municipios, a analise dos dados possibilitou a identificacdo, no
ano de 2010, de amostras procedentes de 69 municipios, com 220 amostras (10,13%) de
Itaperuna, 215 amostras (9,9%) do Rio de Janeiro, 176 amostras (8,1%) de Nova lguacu,
154 amostras (7,09%) de Valenga e 107 amostras (4,79%) de Paraty (Figura 6.2). Em
2011, durante o periodo de janeiro a junho, dos 61 municipios de onde procederam 0s casos
suspeitos de dengue, sorologicamente negativos (IgM captura), 0 municipio do Rio de
Janeiro foi o de maior representatividade, com 1.169 amostras (56,80%) do total (Figura
6.3).

Figura 6.2: Quantitativo de amostras de casos suspeitos de dengue, sorologicamente
negativos (IgM captura), segundo 0s municipios do estado do Rio de Janeiro, durante o
ano de 2010.
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Figura 6.3: Quantitativo de amostras de casos suspeitos de dengue, sorologicamente
negativos (IgM captura), segundo os municipios do estado do Rio de Janeiro, de janeiro
a junho de 2011.

6.1.1 Perfil da Populacédo Total por Faixa Etaria e Sexo para os Anos de 2010 e
2011

A analise do perfil da populacdo total pode ser evidenciada através da tabela 6.1
com a descricdo das variaveis, faixa etaria e sexo, distribuidas no periodo analisado. Em
relacdo a faixa etaria, a maior concentracdo de casos suspeitos de dengue sorologicamente
negativos foi observada entre os 20-29 anos seguida de 30-39 anos. Ainda em relacdo a
idade, foi observada uma média de 30 anos com desvio padrdo de 19 anos. O sexo feminino

mostrou-se mais predominante, considerando tanto os periodos isoladamente, isto ¢, 2010 e
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2011, quanto o periodo total, no qual 46,4% (1.966) eram pacientes do sexo feminino, e
39,9% (1.690) referentes ao sexo masculino (Tabela 6.1). A partir da faixa etaria 20-29
anos, o sexo feminino prevalece na populacdo total dos dois anos estudados (janeiro de
2010 a junho de 2011) e antes dessa faixa etaria com excecdo dos pacientes abaixo de 4
anos a populacdo masculina prevalece na populacdo total (Figura 6.4). E importante
salientar que 13,6% das fichas (577) ndo apresentavam informacao sobre a variavel sexo.

Tabela 6.1: Perfil dos pacientes suspeitos de dengue sorologicamente negativos, no estado
do Rio de Janeiro, por faixa etaria e sexo, distribuido de janeiro de 2010 a junho de 2011.

Faixa

Etaria/ 2010 2011 2010 a 2011

Sexo Mas Fem Ign Total | Mas Fem Ign Total Mas Fem Ign Total
<1 8 9 - 17 12 19 - 31 20 28 - 48
1a4 35 30 - 65 35 43 - 78 70 73 - 143
5a9 64 68 - 132 | 75 65 - 140 139 133 - 272
10a14 9% 100 - 196 | 137 115 - 252 233 215 - 448
15a19 95 81 - 176 | 91 85 - 176 186 166 - 352
20a29 165 171 - 336 | 137 173 - 310 302 344 - 646
30a39 138 172 1 311 | 100 145 - 245 238 317 1 556
40a49 % 129 - 219 | 84 118 - 202 174 247 - 421
50a59 62 101 - 163 | 57 106 - 163 119 207 - 326
60a69 42 50 - 92 36 46 - 82 78 96 - 174
70a79 20 22 - 42 20 20 - 40 40 42 - 82
80e+ 10 13 - 23 4 6 - 10 14 19 - 33
Ign 24 25 350 399 | 53 54 226 333 77 79 576 732
Total 849 971 351 2171 | 841 995 226 2062 | 1690 1966 577 4233
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Figura 6.4: Distribuicdo dos casos suspeitos de dengue, sorologicamente negativos,
segundo género e faixa etaria, no estado do Rio de Janeiro (janeiro de 2010 a junho de
2011).

Ap0s a avaliacdo da prevaléncia de manifestacfes clinicas na populacdo geral em
2010 e 2011, observou-se que a febre predominou em 79,8% dos pacientes seguida de
cefaleia (70,4%) e mialgia (54,5%). Dentre as manifestacbes hemorragicas mais citadas
foram a gengivorragia, melena e epistaxe. Outros sinais e sintomas menos frequentemente
identificados, com menos de 4,4% de frequéncia foram choque, sufusdo hemorragica,
ictericia, hepato/esplenomegalia, alteracdes respiratorias, hiperemia conjuntival, convulséo,
necrose de extremidades, estupor, linfadenopatia, oliglria/andria, artralgia e dor retro-

orbitaria, anorexia, prurido, astenia e adenomegalia.
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Figura 6.5: Frequéncia das manifestacdes clinicas dos casos suspeitos de dengue,
sorologicamente negativos, no estado do Rio de Janeiro (janeiro de 2010 a junho de

2011).

Em relacdo a sazonalidade, a analise dos dados recuperados possibilitou identificar
um maior nimero de amostras de casos suspeitos de dengue, sorologicamente negativos, no

més de abril, tanto em 2010 quanto 2011, com maior frequéncia de registros de casos no

primeiro semestre (Figura 6.6).
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Figura 6.6: Distribuicdo mensal de casos suspeitos de dengue, sorologicamente negativos,
no estado do Rio de Janeiro (janeiro de 2010 a junho de 2011).

6.2 Populacédo do Estudo apos Aplicacéo dos Critérios de Inclusao

A partir da analise das fichas epidemioldgicas, somente amostras provenientes de
municipios com casos confirmados de FMB (Figura 6.7), que preenchessem os critérios de
elegibilidade previamente estabelecidos ou casos fatais, mesmo em municipios sem relato

de caso, foram incluidos no estudo.

Considerando a necessidade de reducédo de custos, ja que a pesquisa de infeccdo por
R. rickettsii foi realizada a partir da analise molecular, em uma primeira etapa de triagem,
319 amostras foram agrupadas em 65 pools, cada com cinco amostras € um pool contendo
quatro amostras, apds validacdo do procedimento. E imprescindivel registrar que esta etapa
de validacdo foi realizada previamente no LHR, onde soros sabidamente negativos para

FMB, em volumes iguais, foram agrupados em pools de 3, 5, 10 e 15 amostras de soros,
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com soro controle positivo para FMB. Em todos os quatro pools analisados foi possivel
detectar o DNA rickettsiano.

Lééenda M Casos confirmados de Febre Maculosa Brasileira (FMB)

| | EstadodoRio de Janeio [ 7- Natividace [l 14- Queimados
I - Barva o Pirai I s nitersi I 15- Rio Bonito
- 2- Belford Roxo - 9- Nova Friburgo - 16- Rio de Janeiro
- 3- Bom Jesus do Itabapoana - 10 - Paraty - 17- Seropédica

0 s 0475 075 15 - 4- Duque de Caxias - 11- Petropolis - 18- S0 José do Vale do Rio Preto
} R R S T SRR I B 5- itaborai B 2 Pirai B o Teés Rios
Kilometers
U - 8- Itaperuna - 13- Porcitncula

Figura 6.7: Municipios com casos confirmados de febre maculosa brasileira no estado do
Rio de Janeiro durante o periodo de 2008-2012 (Dados cedidos pelo LHR).

Ap0s o estabelecimento dos critérios de inclusdo, 169 amostras de 2010, incluidas
em 16 municipios, foram submetidas a pesquisa de infeccdo por R. rickettsii. Os municipios

de Itaperuna (40,2%), Rio de Janeiro (16%) e Belford Roxo (12,4%) apresentaram o maior

namero de casos (Figura 6.8).
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Figura 6.8: Quantitativo de casos suspeitos de dengue, sorologicamente negativos, apos
critério de inclusdo, segundo os municipios no estado do Rio de Janeiro no ano de 2010.

No ano de 2011, de 150 pessoas, incluidas em 10 municipios, mais da metade (72%)
residiam no municipio do Rio de Janeiro (Figura 6.9). Assim, em decorréncia da restricdo
de insumos, especificamente nos municipio do Rio de Janeiro, somente bairros com casos
confirmados de FMB e regifes circunvizinhas, como os bairros de Benfica e de Campo

Grande e as regides ao redor, foram incluidos no estudo.
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Figura 6.9: Quantitativo de casos suspeitos de dengue, sorologicamente negativos, apos
atendimento aos critérios de inclusdo, no estado do Rio de Janeiro, no periodo de janeiro a
junho de 2011.

6.2.1 Perfil da Populacdo de Estudo, apds Critérios de Inclusdo, por Faixa

Etaria e Sexo de janeiro de 2010 a junho de 2011

Para o periodo de 2010 a 2011, bem como somente para 0 primeiro semestre de
2011, a maior concentracdo dos casos foi observada na faixa etaria entre 20-29 anos. Para o
ano de 2010, a faixa etaria predominante foi a de 30-39 anos (Tabela 6.2). Ainda em
relacdo & idade, foi observada uma média de 30 anos com desvio padrdo de 17,3 anos. A

distribuicdo dos pacientes por faixa etaria mostrou-se dependente dos anos do estudo (p-
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valor=0,00526071638). Ao testar a aderéncia das distribuicdes por faixa etaria nos dois
anos e para cada um, separadamente, na populagdo de estudo e comparando-as com as
distribuicdes da populacdo total, verificou-se a existéncia de diferencas significativas tanto
para 0 ano de 2010 (p-valor de 0,0060844) e de 2011 (p-valor de 0,001090369), assim
como para todo o periodo de janeiro de 2010 a junho de 2011 (p-valor de 0,0031373).

Analisando separadamente a varidvel sexo no ano de 2010, observou-se que a
categoria masculina teve um total de 36,7% de amostras [IC 95%: 29%-44%] contra 63,3%
do sexo feminino [IC 95%: 56-70%]. J& no ano de 2011, tanto sexo masculino quanto o
feminino tiveram 49% do total de amostras [1C95%: 42,2%-55,8%]. Nesse mesmo ano,
casos considerados ignorados corresponderam a 1,25% dos casos da populacdo do estudo
(Tabela 6.2).

Tabela 6.2: Perfil dos pacientes suspeitos de dengue sorologicamente negativos, apés
atendimento aos critérios de inclusdo, no estado do Rio de Janeiro, por faixa etaria e sexo,
distribuido de janeiro de 2010 a junho de 2011.

Faixa 2010 2011 Total

Etaria/Sexo | Masc Fem Total | Masc Fem Ign Total | Masc Fem Ign Total
<1 1 2 3 - - - - 1 2 - 3
1-4 2 1 3 1 - 2 3 2 - 6
5-9 8 9 17 1 - 4 11 10 - 21
10-14 7 15 22 14 9 - 23 21 24 - 45
15-19 3 12 15 7 8 - 15 10 20 - 30
20-29 10 23 33 18 12 - 30 28 3B - 63
30-39 18 21 39 9 9 - 18 27 30 - 57
40-49 4 15 19 8 15 - 23 12 30 - 42
50-59 5 12 5 15 - 20 10 22 - 32
60-69 1 3 3 2 - 5 4 4 - 8
70-79 2 - 2 1 1 - 2 3 1 - 4
80e+ 1 - 1 3 1 - 4 4 1 - 5
Ignorado - - - - - 4 4 - - 4 4
Total 62 107 169 72 74 4 150 | 134 181 4 319
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Figura 6.10: Distribuicdo mensal de casos suspeitos de dengue, sorologicamente negativos,
apos atendimento aos critérios de inclusdo, no estado do Rio de Janeiro, no periodo de
janeiro a junho de 2011.

No periodo total de estudo, de janeiro de 2010 a junho de 2011, no més de abril foi
registrado o maior nimero de amostras. Foi possivel observar também que mesmo com a
inclusdo de casos restritos ao primeiro semestre de 2011, o numero de casos registrados

nesse més superou ao do ano de 2010 (Figura 6.10).

6.3 Analise dos Casos Fatais

Do total de 10 obitos encontrados, somente amostras de 6 casos previamente
submetidas também, além do teste soroldgico, a analise molecular para dengue e com
fichas epidemioldgicas, foram incluidas no estudo. Amostras de pacientes procedentes dos
municipios de Valenca, Itaperuna, Nova Iguagu e Petrépolis ndo tinham em suas fichas,
informacGes como data dos primeiros sintomas, data de coleta da amostra e manifestacoes

clinicas (Tabela 6.3). Abaixo seguem sucintas informacdes que se encontravam disponiveis
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nas fichas epidemioldgicas dos seis casos fatais suspeitos de dengue, mas sem confirmacao
etioldgica por teste soroldgico e analise molecular. Todas as amostras de casos fatais foram

submetidas, individualmente, a analise molecular para rickettsia.

Obito 1: Paciente do sexo masculino, 34 anos, residente em Cabo Frio, com quadro agudo
de febre, diarréia, manifestacfes hemorrégicas (gengivorragia e epistaxe) e choque;

Obito 2: Paciente do sexo masculino, 6 anos, residente em Duque de Caxias, com quadro
agudo febril associado com dor abdominal, vomito, exantema, diarréia, manifestacdes

hemorrégicas e prostracéo;

Obito3: Paciente do sexo feminino, 52 anos, residente em Resende, com sindrome febril

aguda associada com cefaleia, mialgia, nausea, diarreia e prurido;

Obito4: Paciente do sexo masculino, 64 anos, residente em Niter6i, com historia de febre,
mialgia, hiperemia conjuntival, manifestacdes hemorragicas, dor na panturrilna e

insuficiéncia renal;

Obito 5: Paciente do sexo feminino, 36 anos, residente no municipio de Seropédica
atendida em emergéncia de hospital publico, no més de abril de 2011, com histéria de
febre, mal-estar, cefaleia, mialgia, artralgia e dor retro-orbitaria. Evoluiu com piora do
quadro, com febre alta, desidratacdo, choque hipovolémico que culminou com parada

cardio-respiratdria e ébito no sexto dia de doenca.

Obito 6: Paciente de 52 anos, sexo masculino, residente no municipio do Rio de Janeiro,
procurou atendimento médico queixando-se de febre, cefaleia, mialgia, calafrios, dor na
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panturrilna, nduseas, vomitos e diarreia. Com a suspeita diagnéstica de dengue ou
leptospirose, 0 paciente foi tratado sintomaticamente e com 1.500.000 Ul de penicilina
cristalina aquosa G. Sua condicédo piorou, ele foi transferido para um hospital de referéncia
mas 72 horas depois foi a 6bito por faléncia maltipla dos érgédos. O soro do paciente foi
coletado no quarto dia de doenca e o diagndstico para dengue e leptospirose foi negativo.

Tabela 6.3: Total de ébitos em casos suspeitos de dengue, soroldgica e
molecularmente negativos, no estado do Rio de Janeiro, durante o periodo de
janeiro de 2010 a junho de 2011.

Municipios de residéncia Ano de 2010  Ano de 2011 TOTAL

Cabo Frio 1 - 1
Duque de Caxias 1 - 1
Itaperuna* - 1 1
Niter6i 1 - 1
Nova Iguacu* - 1 1
Petropolis* - 1 1
Resende 1 - 1
Rio de Janeiro - 1 1
Seropédica - 1 1
Valenca* - 1 1
TOTAL 4 6 10

* Amostras biologicas cuja Unica informacdo era sobre o municipio de
origem.

6.4 Resultado da Analise Molecular (PCR) para Febre Maculosa Brasileira

Duas das 319 amostras analisadas para a pesquisa de infeccdo por R. rickettsii,
utilizando PCR, apresentaram DNA detectavel (Figura 6.11). Estas amostras foram dos
casos fatais 05 e 06, anteriormente descritos, que ocorreram no primeiro semestre do ano de

2011. Na amostra do caso 06, foi possivel realizar o sequenciamento e 0s genes
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apresentaram 100% de identidade com as sequéncias correspondentes dos genomas de R.
rickettsii do Brasil (GenBank: CP003305).

Figura 6.11: Eletroforese em gel de agarose de Rickettsia sp.
e R. rickettsii, produto da reacdo em cadeia da polimerase
amplificado a partir de DNA total de amostras do paciente 05
que evoluiu para 6bito no sexto dia de doenca febril aguda no
estado do Rio de Janeiro (2011). Coluna 1-produto de DNA
da amostra do paciente; coluna 7- controle negativo; coluna
8- controle positivo; coluna 9-marcador de peso molecular
(100bp-DNA ladder); coluna 10-controle positivo; coluna 11-
controle negativo; coluna 12-produto de DNA das amostras
da paciente do caso 1. A seta A indica a amplificacdo do
fragmento gtlA de 381pb. A seta B indica a amplificacdo do
fragmento OmpA de 532pb.
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7. DISCUSSAO

A FMB ¢ considerada um agravo de baixa prevaléncia e incidéncia, porém, nas
ltimas décadas, o nimero de casos confirmados tem aumentado em todo o mundo,
inclusive no Brasil. Em relacdo aos estudos no Rio de Janeiro, apesar de um histérico de
aparecimento de casos desde a década de 1940, somente ap0s a ocorréncia do surto em
Itaipava, Petropolis, em 2005, a doenga passou a ser considerada embora, ainda muito
timidamente, como importante agravo no diagnostico diferencial de casos febris no Rio de
Janeiro (CDC 2010, Tostes & Bretz 1941, Lamas 2008, Lemos 2013).

Em relacdo a andlise do perfil da populacdo total, apds a descricdo das variaveis
sexo e faixa etéria, para o periodo de 2010 e 2011, bem como para cada ano, revelou que
em casos febris agudos suspeitos de dengue, mas sem confirmacdo etioldgica, a populacéo
adulta feminina procurou com mais frequéncia as unidades de saude. Pela analise estatistica
percebeu-se diferenca significativa entre as variaveis faixa etaria e ano, ou seja, algum fator
interferiu entre os dois anos estudados para que o perfil esperado ndo tivesse sido
encontrado. E provével que este fator possa estar associado ao fato de que no periodo de
janeiro a junho de 2011, os casos suspeitos de dengue foram predominantemente
registrados no municipio do Rio de Janeiro, um periodo apos epidemia de dengue ocorrido
em 2010 (Silva et al. 2010).

Quanto aos critérios de inclusdo estabelecidos, € imprecindivel reforcar que o
diagnostico da febre maculosa com base no teste sorolégico de imunofluorescéncia é
retrospectivo e, assim, na auséncia de amostras pareadas que pudessem ser analisadas
sorologicamente, somente amostras coletadas com, no maximo, sete dias de doenca, foram
analisadas para pesquisa do genoma rickettsiano. Embora existam estudos com base no
teste sorologico, a dificuldade de obtencdo de uma segunda amostra em casos suspeitos de
dengue limitam a sua utilizacdo considerando que apenas 25% dos pacientes apresentam
anticorpos detectaveis no sétimo dia de doenca. Neste contexto, em trabalho publicado no
XXV Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Lemos e colaboradores

reforcaram a necessidade do diagndstico diferencial ao analisarem 232 de um total de 2.768
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amostras de casos suspeitos de dengue laboratorialmente descartados pelo Laboratério de
Referéncia Regional para Dengue do IOC/FIOCRUZ, referentes ao surto de 1995-1996. A
partir da pesquisa de anticorpos em amostras dos casos caracterizados por febre, exantema
e cefaleia, foi possivel verificar evidéncia soroldgica de infecdo por leptospira, virus da
rubéola, virus do sarampo e rickettsia do grupo da febre maculosa em 22, 04, 02 e 01
amostras, respectivamente (Lemos et al. 1999)

Curiosamente, no periodo de janeiro de 2010 a junho de 2011 foi possivel observar
que 0 maior nimero de amostras coletadas de casos suspeitos de dengue sem confirmacao
etiologica foi no més de abril, fato que reforca a importancia de se realizar o "diagndstico
de inclusdo™ da FMB diante os surtos de dengue, considerando a sazonalidade desta
zoonose transmitida por carrapato que se inicia no més de abril até outubro, na
dependéncia, das condicbes climaticas e das espécies de carrapatos transmissores
envolvidas. Um estudo realizado no Brasil demonstrou que a maioria dos casos ocorre
durante o periodo de "carrapatagem", entre abril e outubro, quando as fases mais jovens do

ciclo do carrapato - as larvas e as ninfas - predominam (Lemos et al. 1997b).

Pesquisas conduzidas pelo CDC, em 2010, mostraram que a maioria dos casos
notificados de FMMR teve inicio durante os meses de verdo com pico nos meses de junho e
julho. Foi observado também que esta sazonalidade variou em diferentes regides do pais,
como no Arizona, por exemplo, onde a transmissdo associada com a espécie de carrapato R.
sanguineus, 0os meses de pico de inicio da doenca foram de abril a outubro, em

concordancia com os dados nacionais. (CDC 2010; Demma et al. 2006)

Em relacdo aos casos suspeitos de dengue, mas descartados por teste soroldgico,
que foram selecionados para a pesquisa de infeccdo por R. rickettsii, 40,2% dos casos
foram procedentes do municipio de Itaperuna, onde nos ultimos oito anos, frequentemente
casos de FMB tém sido confirmados por teste soroldégico e molecular. Assim, ndo é
possivel descartar a possibilidade de infeccdo por R. rickettsii em outras amostras que nao
tenham sido identificadas neste estudo devido (i) a exclusdo de amostras que ndo atenderam

aos critérios de elegibilidade, (ii) a impossibilidade de deteccdo de DNA rickettsiano
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consequente a conservagdo inadequada das amostras, (iii) a restricdo de insumos e (iv) a
inexisténcia de amostras pareadas que pudessem ser analisada pelo teste de

imunofluorescéncia indireta.

Da mesma forma é imprescindivel discutir a possibilidade também, em decorréncia
do critério diagnostico estabelecido para incluséo - teste soroldgico IgM ndo reativo-, que
algumas amostras soronegativas para dengue, hipoteticamente, se submetidas a outras
técnicas diagndsticas, como isolamento viral, andlise molecular (RT-PCR) e pesquisa de
antigeno (NS1), poderiam confirmar infeccdo pelo virus da dengue. Em adicédo, é preciso
ressaltar que durante discussdo do desenho de estudo pretendia-se incluir apenas amostras
que fossem negativas para dengue, no minimo, por duas técnicas diagnésticas (teste
sorolégico IgM + NS1 ou teste sorolégico IgM + RT-PCR), critério que, se estabelecido,
inviabilizaria o presente estudo, ja que as amostras coletadas no ano de 2010 foram,
submetidas, no LACEN Noel Nutels, apenas ao teste soroldgico. Quanto a pesquisa de
NS1, diante da informagdo de resultados falso negativos em amostras de casos causados
pelo DENV-4 e de que as amostras nem sempre sdo submetidas a pesquisa de NS1, a
decisdo da inclusdo de amostras soronegativas IgM para este estudo foi reforcada (Aryati et
al. 2013)

Outra limitacdo foi a falta de dados clinico-epidemiolégicos e laboratoriais nas
fichas disponibilizadas pelo Lacen - Noel Nutels. Além de dados incompletos e
informacGes imprecisas, fica evidente a dificuldade e até mesmo a impossibilidade de se
realizar uma vigilancia epidemioldgica de agravos febris agudos a partir da utilizacdo de
amostras bioldgicas, especialmente durante surtos em decorréncia do grande ndmero de

Casos.

Neste estudo, foram avaliadas mais de quatro mil fichas epidemiolédgicas de casos
suspeitos de dengue sem confirmacdo laboratorial, fato que aponta para a necessidade de
um sistema de vigilancia que permita a identificacdo de outros agentes que possam estar
causando ndo somente surtos, mas casos graves e fatais, cujas manifestacdes clinicas

possam se assemelhar ao quadro de dengue com ou sem complicagdes.
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Assim, a auséncia de informacdes e a dificuldade de extracdo dos dados contidos
nas fichas, seja por preenchimento incompleto ou seja por problemas na caligrafia,
limitaram o desenvolvimento do estudo que, essencialmente, se ressente por ter empregado
dados previamente coletados por profissionais empenhados na assisténcia médica, sem
interesse de pesquisa. Além dos escassos dados disponiveis nas fichas epidemioldgicas, ndo
raramente faltavam informac6es sobre a data de inicio de doenca, tempo de doenga, ou
mesmo dados demograficos.

Em relacdo as manifestacdes clinicas, a febre maculosa apresenta um amplo
espectro clinico e que por ndo serem especificas podem ser observadas em diversas
doencas, em especial na dengue e na leptospirose, cujo diagnostico diferencial com a FMB
passa a ser um grande desafio para o clinico. Como na FMB o retardo no diagnostico e
tratamento especifico pode levar ao obito dentro de 7-10 dias, ap0s o inicio dos sintomas, a
incluséo de seu diagndstico em casos febris com clinica e epidemiologia compativeis deve

ser sempre considerada.

Na analise molecular das 319 amostras que foram agrupadas em 76 pools, 0 DNA
rickettsiano ndo foi detectado em nenhum pool. Somente dois casos fatais foram
confirmados como FMB causados por R. rickettsii, um residente no municipio do Rio de
Janeiro e outro no de Seropédica. Além do quadro clinico compativel com FMB os dois
pacientes tinham uma historia epidemiolégica comum de contato com animais em uma
instituicdo de abrigo de cées e gatos no municipio do Rio de Janeiro. Os casos fatais foram
analisados separadamente. Este dado reforca a gravidade e o risco de morte com a infeccao
por R. rickettsii, cuja letalidade se encontra associada com o retardo no diagnostico e no
tratamento antimicrobiano especifico com cloranfenicol ou doxiciclina e que ndo foram

instituidos nos casos aqui descritos (Lemos, 2013).

Até a presente data apenas a espécie R. rickettsii tem sido identificada como agente
causador da febre maculosa no territorio fluminense, embora mais recentemente uma nova
espécie de rickettsia associada com R. africae e R. sibirica tenha sido associada com

doenca humana nos estados da Bahia e de S&o Paulo (Spolidorio et al. 2010 e Silva et al.
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2011). N&o obstante a presenca de outra espécie de RGFM causadora de doenga humana no
Brasil, a possibilidade de infec¢do por rickettsia exdtica ndo pode ser descartada. Assim
neste contexto, tal como ocorrido em 2008 com um caso fatal causado por R. conorii
conorii identificado em um paciente sul-africano, é imprescindivel a caracterizacdo

molecular com o sequenciamento (Almeida et al. 2010).

Como ressaltado acima, quase que invariavelmente, a letalidade da FMB esta
associada com o retardo no diagnostico e no tratamento, considerando ndo somente a
dificuldade no diagnostico diferencial, mas também o desconhecimento da FMB por parte
de muitos profissionais da saude que, em um periodo de epidemias de dengue,
diagnosticam apenas e exclusivamente todos os quadros febris como dengue (Lemos, 2013;
Silva et al. 2010). Os dois casos fatais de FMB identificados neste estudo confirmam esta
premissa, ja que ambos ocorreram no més de abril, quando grande nimero de casos de
dengue foram confirmados. Neste cenario, inquestionavelmente, a suspeita de dengue
contribuiu para o agravamento do estado clinico e a evolugédo fatal dos dois pacientes por
FMB.

Afora os dois casos de FMB identificados neste estudo, a partir da confirmacéo de
mais trés casos de Obitos por FMB, inicialmente também diagnosticados como dengue, foi
possivel identificar um surto, no qual cinco profissionais de uma sociedade protetora de
animais (SUIPA) evoluiram para o ébito por FMB durante o periodo de 2011 e 2012. Estes
trés casos adicionais de FMB assim como os dois casos apresentados neste estudo foram
causados pela espécie R. rickettsii. As amostras dos dois casos fatais do presente estudo
foram submetidas também ao teste NS1 e RT-PCR para descartar o diagnéstico de dengue e

os resultados foram negativos.

Quanto as manifestacbes clinicas apresentadas pelos dois casos com resultados
positivos para PCR, merece destacar que, apesar da doenca febril aguda associada com
cefaleia, em nenhuma das fichas foi possivel identificar a presenca de exantema, fato que
reforca a importancia de ndo se excluir o diagnéstico de FMB na auséncia de exantema.

Embora a ndo identificagdo do exantema possa levar o profissional de saude a ndo suspeitar

79



da FMB e priorizar diagnostico e tratamento de outros agentes etioldgicos que circulam na
regido ou que causem epidemias no momento, é preciso enfatizar que o exantema pode esta
ausente: (i) em 15 a 20 % dos casos principalmente em individuos idosos, negros e com
historia de terapia especifica precoce; (ii) em casos fulminantes com trombose sem
inflamacéo perivascular e (iii) em mais de 80% dos casos fatais quando sdo vistos pela
primeira vez pela assisténcia médica (Lemos 2013). Como nos dois casos houve suspeita
inicial de dengue e o dbito ocorreu em menos de sete dias de doenca € possivel que se
tratasse da forma fulminante, no qual o retardo terapéutico pode levar ao Obito,
especiamente em individuos com histéria de alcoolismo e com deficiéncia de glicose 6-
fosfato desidrogenase (G6PD) .

Em nosso estudo, somente dois dos 10 dbitos computados (06 selecionados para
analise molecular) tiveram o diagnéstico de FMB. Outros 08 casos ficaram sem a etiologia
definida. Mello Jorge e colaboradores, em uma publicacdo de 2007, demonstraram que no
territorio nacional, nos primeiros anos do século XXI, em média, 25% dos casos fatais

permanecem sem etiologia definida (Figura 7.1)
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Figura 7.1: Proporcdo de Obitos (%) por causa ndo definida segundo ano do 6bito e regido,
Brasil 1979 a 2004 (Mello Jorge et al. 2007).

Diante das inumeras dificuldades encontradas no desenvolvimento deste estudo, é
imprescindivel atentar para a importancia de se garantir a qualidade da informacdo na
coleta de dados primarios e de assegurar que o conjunto de intrumentos (fichas de
notificacdo, por exemplo) seja totalmente preenchido e que os dados sejam seguramente
registrados e armazenados, assim como as amostras biolégicas, cuja importancia deveria
ser sempre considerada diante de casos sem etiologia definida, especialmente nos casos
fatais. (Mota et al. 1999). Apesar de todo empenho em resgatar o maior nimero possivel de
amostra que pudesse ser analisada, neste trabalho, um total de 573 fichas (13,61%) foram

inviabilizadas para o estudo.
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Neste cenario e considerando o desenho de estudo retrospectivo com base em dados
secundarios e em amostras acondicionadas em laboratdrio de salde publica, onde inexiste
biobanco que preserve milhares de amostras soronegativas pds surto de dengue, é possivel
que outros casos de FMB néo tenham sido identificados neste estudo, fato que ndo pode e
ndo deve ser descartado.

Por fim, embora ndo tenha sido o objetivo deste estudo analisar o sistema de
vigilancia da dengue ou de qualquer outro agravo, o grande niumero de fichas que ndo pode
ser analisado no trabalho constitui um forte indicativo da necessidade e da urgéncia em se
tracar medidas que orientem a coleta e a organizacdo dos diversos dados no campo da
salde publica, visando a uma vigilancia epidemioldgica mais robusta e eficaz assim como a
instituicdo de medidas terapéuticas e preventivas adequadas em areas onde, aléem das
doencas endémicas como dengue, leptospirose e maléria, por exemplo, podem
potencialmente ocorrer outros agravos, como a FMB, cuja letalidade dependera do

diagnostico e tratamento precoces.
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8. CONCLUSOES

e A presenca de DNA de rickettsia do grupo da febre maculosa foi identificada em
amostras de soros de dois casos fatais, cuja suspeita clinica inicial foi de dengue no
municipio do Rio de Janeiro, confirmando a hip6tese inicial do estudo;

e Apesar da escassez de informacg6es clinicas e epidemioldgicas disponiveis nas fichas
epidemioldgicas, a maioria dos pacientes incluidos na pesquisa apresentava quadro clinico
inespecifico caracterizado, por febre, cefaleia e mialgia, identificado tanto na febre

maculosa quanto na dengue, dados concordantes com a literatura;

e A similaridade das manifestacdes clinicas da dengue com a febre maculosa e a
ocorréncia de surto de dengue durante o periodo de estudo contribuiram para o obito dos
dois casos de FMB, reforcando a necessidade da inclusdo diagndstica desta zoonose em

casos febris agudos com histéria de contato com animais;

e Embora somente duas amostras tenham sido PCR positivas, ndo é possivel descartar a
possibilidade de outros casos de FMB, considerando o grande nimero de amostras que nao
puderam ser analisadas em decorréncia da restricdo de insumos e da inelegibilidade de

muitas amostras;

e A analise do sequenciamento dos fragmentos de nucleotideos obtidos em uma
amostra fatal apresentou 100% de identidade com as sequéncias correspondentes dos
genomas de R. rickettsii disponiveis no GenBank, confirmando a importancia deste agente

etioldgico com a causa de 6bitos no estado do Rio de Janeiro.
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9. PERSPECTIVAS
= Redigir artigo com os resultados obtidos;

= Disponibilizar as informagdes obtidas neste estudo visando colaborar com a

vigilancia epidemioldgica e com as medidas de prevencéo das doencas infecciosas
febris no estado do Rio de Janeiro;

= Continuar a realizar o diagnostico diferencial da FMB em casos suspeitos de
dengue no estado do Rio de Janeiro.
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11. ANEXO

11.1. Anexo 1

SINAN
ReP':ﬂb_"_cat F?dzﬂg\'égo Brasil SISTEMA DE INFORMAGAQ DE AGRAVOS DE NOTIFICACAQ
Inisterio da Saude .
FICHA DE INVESTIGACAO FEBRE MACULOSA

Ne°

apresente exantema maculo-papular ou manifestagdes hemorragicas.

CASO SUSPEITO: Individuo que apresente febre, cefaléia, mialgia e historia de picada de carrapatos e/ ou contato com animais
domésticos e/ou silvestres efou tenha frequentado area sabidamente de transmisséo de febre maculosa nos Ultimos 15 dias e/ ou

Tipo de Notificagéo
2 - Individual

e F Agravo/doenca . . Cadigo (CID10) Data da Notificacéo
53 Febre Maculosa / Rickettsioses ‘ AT77.9 HEEEEE J
_é E UF | Jdunicipio de Notificag&o ‘ Codigo (IBGE)
CH RN [
@ Unidade de Saude (ou outra fonte notificadora) ‘ Codigo Data Idos Prlri]e\ros Sintomas
[ I | J | \ [

Nome do Paciente

| |E| Data de Nascimento
|| J

" - Feminino 4- Idade gestacional Ilgnorada  5-N&o  6- Nio se aplica

9-lanorade

4-Parda

2-Preta 3-Amarela
S-Indigena _9- Ignerado

col’mdade
0 Analfabeto  1-1° a 4* série incompleta do EF (antigo primério ou 1° grau)  2-4% série completa do EF (antigo primério ou 1° grau)

1-Hora , EGestame Raca/Cor
ou)ldade %'EA‘.“ Sexo m-vascuno [ ] [12] 1 1°Tnimestre  2-2°Trimestre _3-3°Trimestre L] ¢
ey 1- Ignorado 1-Branca

3594 89 série incompleta do EF (antigo gindsio ou 19 grau)  4-Ensin fundamental completo (antige ginasio ou 1° grau)  5-Ensina médic incompleto (antigo colegial ou 2° grau )
&-Ensino médio completo (antigo colegial ou 2° grau ) 7-Educagio superior incompleta  6-Educacdo superior completa  9-lgnorado 10~ N&o s apiica

Notificacao Individual

Namero do Cartdo SUS Nome da méae
N A B B

UF .Municfpio de Residéncia Codigo (IBGE) Distrito J
N I
~§ Bairro @Logmdoum (rua, avenida,...) Cadigo
= A
z
= E Numero @Comp\ememo (apto., casa, ) Geo campo 1 ‘
3 J
_é @ Geo campo 2 J m Ponto de Referéncia
=
= \ I [ -1 J
(DDD) Telefone [29]4°"8 \yrpana 2 -Rural | Pais (se residente fora do Brasil)
L I 3 - Periurbana 9 - Ignorado
[ Dados Complementares do Caso
Data da Investigacéo J Ocupagéo
[33] Sinais e Sintomas 1-8im 2-N&o 9-Ignorado
Cefaleia ina Nialgi
g l:l Febre I:l I:l Dor Abdominal l:l Mialgia
o -
£ |:| Nausea/Vomito |:| Exantema l:l Diarreia |:| Ictericia
(3]
g l:l Hiperemia Conjuntival I:l Hepatomegalia/Esplenomegalia I:l Petéquias |:| Manifestagdes hemorragicas
< =
a l:l Linfadenopatia I:l Convulsdo I:l Necrose de extremidades l:l Prostragéo
l:l Choque/Hipotensao I:l Estupor/Coma l:l Sufuséo hemorragica |:| Alteragfes Respiratorias
|:| Oliguria/Andria |:| QOutros:,
Situacdol/exposigdo de risco nas ultimas duas semanas (14 dias)
< imais? 1-Sim  2-N&o 9-lgnorado
g Teve contato com animais? g
s 0O [Cleapieare ] [Jeovnos [ equnos [Jo
2 Carrapato apivara C&o/Gato ovinos quinos utros animais.
§
=
= Frequentou ambientes com mata, floresta, rios, cachoeiras, etc.
& |[3g] Frea ]
1 -Sim 2-Nao 9 - Ignorado
‘2 Ocorreu Hospitalizagéo D Data da Internacéo Data da Alta UF‘
g 1-Sm  2-Nao 6 lgnorado N T Y B A TR L
g Municipio do Hospital Cadigo (IBGE) Nome do Hospital ‘ Cadigo
I N I T J L [ [ |
Febre Maculosa Sinan NET SVs 19/09/2006
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Dados Laboratorials Especificos

Diagnéstion labaratarial 1-5im 2- Nio 0- Ignorado
@Smﬂt-ﬂia 1M Titulos
Data da Coleta 51 9
1 - Reapents g1 .
2 - Nio-Reagente D 1: | |
Diata da Coleta 52 3 - Inconclusivo g
| | | 4 - N3 Realizado 2[] .1: [ |
Isolamento D
Data da Coleta @ Resultado do isclamento Ageme

3 - Mac realizade
Imunohistoquimica

|:| Resultado

|11 2-Néo Detectado

Histopatologia
Resultado

| 1-Datectado

_ 1-Posvo  2-Negativo 3-Inconclusive 4 - Nio realizado
— Critério de ConfimagioDescarie
CIESSI‘ﬁD-EI;EB Final D @ 1 - Laboratonio E
F— - 2 - Clinico-Epidemiologico
1- Confirmado 2- Descanado 3 Clinico

LOCAL PROVAVEL DA FONTE DE INFECQEO
@ 0 caso & autdctone do municipio de residéncia?
1-5im 2-N3o 3ndeterminado

0 [w@]ur

|E| Pais

@Mun’cip{'o @ Disn-ml:,

Cédigo (IBGE)

IgG

[

Titulos

[
[

1 - Positive 2 - Negative 3 - Inconclusive 4 - NSo realizado

|:| Se descanado, Especificar diagnéstico

Bairro

=
i , 11111
E CARACTERISTICA DO LOCAL PROVAVEL DE INFECCA
e Zuna | Ambiznte [
. I-Umana  2-Rural 3-Periurbana 8- Ignerado 1-Domigliar  2- Trabalhe  3-Lazer 4-Outro 9- Ignorade
Doenga Relacicnada ao Trabalho Evolugio
o - - D 1-Cura 2 - Obito por febre maculosa |:|
. 1-3im  2-N3  ©-lgnorado .. 3-0Obito poroutracausa 8 - Ignorado
@ Data do 6bito @ Data do encemaments
I A I | | |
[Observacdes:
+ | Municipio/Unidade de Salde Cad. da Unid. de Salde
-]
Bl L )
? Mome Fungaa Assinatura
E
Febre Maculosa Sinan MET VS 10/08/2008
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11.2 Anexo 2

Ministério da Satde
% Fundagdo Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 29 de outubro de 2012.

[ PARECER: EMENDA APROVADA |

Titulo do Projeto: "“Vigildncia Epidemiolégica de Hantaviroses e Rickecttsioses Lato
Sensu dentro do Programa de Vigilancia do Ministério da Saude".

Protocolo CEP: 559/10

Pesquisador Responsavel: Elba Regina Sampaio de Lemos

Instituicdao: Laboratdrio de Hantaviroses e Rickettsioses/IOC/Fiocruz

Foi submetido a apreciacdo do CEP Fiocruz/IOC e APROVADA a emenda ao protocolo
supracitado visando a inclusdo de amostras bioldgicas de pacientes, que se encontram
armazenadas no Lacen Noel Nutels, coletadas durante o periodo de 2005 a 2010, para
esclarecimento de doengas febris agudas. As amostras serdo analisadas no Laboratério de
Hantaviroses e Rickettsioses, uma vez que ndo tiveram diagndstico fechado. As amostras
serdo recodificadas para garantir o anonimato e a confidencialidade dos sujeitos de pesquisa.
Os resultados serdo encaminhados para a SES/RJ com o objetivo de contribuir com a vigilancia

epidemioldgica.

Considerando que as amostras a serem incluidas no estudo fazem parte de um material
ja coletado no contexto do programa de vigildncia de doengas infecciosas do Ministério da
Saude, e que iriam ser desprezadas, pretende-se utilizar este material para o exercicio do
diagndstico diferencial com zoonoses transmitidas por roedores (hantaviroses e arenaviroses)
e por artrépodes (febre maculosa, febre Q, bartonelose, babesiose, borreliose), ja que até a

presente data, o diagndstico etioldgico se encontra indefinido.

Assim, a inclusdo de material bioldgico coletado previamente nos anos anteriores ao
inicio do projeto proposto (2011), por ndo apresentar um termo de consentimento livre e
esclarecido, sera realizada a partir da recodificagdo das amostras com a supressdo da
identidade, mantendo os dados demograficos, assim como as manifestagées clinico-

epidemioldgicas, contidos no banco de dados do Lacen Noel Nutels.
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Os resultados obtidos serdo encaminhados para a Secretaria de Satde do Rio de Janeiro
com o objetivo de contribuir com a Secretaria de Vigiléncia Epidemioldgica, considerando (i) a
elevada taxa de casos febris suspeitos de dengue e leptospirose cujo diagnéstico laboratorial
foi negativo e que ainda se encontram sem confirmagdo etioldgica; (ii) surtos de febre
maculosa em 2005 na regido serrana e em 2011 no Rio de Janeiro, em uma instituicdo de
abrigo de animais (SUIPA) onde cinco funciondrios faleceram; (iii) a necessidade de vigilancia
de agentes zoondticos causadores de rickettsioses e de roboviroses.

Diante do exposto, em sua 176 Reunido Ordinaria, realizada em 29.10.2012, o Comité
de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de acordo com as
atribuicdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se por aprovar a emenda submetida para
avaliagdo do CEP Fiocruz/IOC.

Informamos que deverdo ser apresentados relatérios parciais e relatério final do projeto
de pesquisa. Além disso, qualquer modificacdo ou emenda ao protocolo original devera ser
submetida para apreciacdo do CEP/Fiocruz.

José Henrique da Silva Pilottd
Matricula SIAPE 0627367
CRAM 52.37829-7

\%L e da i b@ I
José Henrique da Silva Pilotto
Coordenador

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP Fiocruz-I0C)

INTEGRA O CEP FIOCRUZ-IOC OS SEGUINTES MEMBROS
Parecer deliberado na 1762 reunido ordinaria deste Comité, realizada em 29.10.2012.

Adalberto Rezende Santos - Membro
Adriana Lima Vallochi - Membro

José Henrique da Silva Pilotto - Coordenador

Kycia Maria Rodrigues Do O - Membro

Carlos Augusto Ferreira Andrade - Membro

Marcelle Coelho do Rosério - Membro

Carlos Norberto Varaldo — . Usuarios
Catarina Macedo Lo - Membro
Dumith Chequer Bou-Habib - Membro

Marcia de Céssia Cassimiro — Coordenadora Adjunta

Marcos Adriano Lessa - Membro

Maria Regina Reis Amendoeira — Coordenadora Adjunta

Gerson Rosenberg - Membro

Vera Bongertz - Membro

Yara Hahr Marques Hékerberg - Membro
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