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RESUMO 

A síndrome pulmonar por hantavírus (SPH) tem sido registrada no Brasil desde 

1993 e a transmissão para o homem ocorre através da inalação de partículas virais 

presentes em aerossóis de excretas de roedores infectados. No Brasil, nove genótipos 

virais caracterizados a partir de roedores e/ou humanos foram descritos, sendo seis 

comprovadamente patogênicos. Desde os primeiros registros, mais de 1600 casos 

humanos foram confirmados, com ampla distribuição entre a maioria dos estados 

brasileiros e alta taxa de letalidade. A SPH apresenta-se como doença febril aguda 

caracterizada pelo grave comprometimento cardiovascular e respiratório. Os pacientes 

podem exibir uma ampla variedade de manifestações clínicas, onde os sinais e sintomas 

podem ser confundidos com os de outras doenças. Assim é necessário o diagnóstico 

diferencial separando casos de SPH de outros agravos com manifestações clínicas 

semelhantes, como é o caso da dengue. Embora não existam relatos de casos humanos 

no estado do Rio de Janeiro, foram encontradas evidências sorológicas em humanos e 

confirmação de circulação de hantavírus patogênico entre roedores silvestres, mais 

especificamente, na espécie Oligoryzomys nigripes, no Parque Nacional da Serra dos 

Órgãos, em Teresópolis. Neste cenário, este estudo teve como objetivos avaliar a 

infecção por hantavírus em amostras humanas e em amostras de roedores silvestres e 

sinantrópicos provenientes de diversos municípios fluminenses. Um total de 497 

amostras de soro de pacientes negativos para dengue pelos testes sorológicos, cedidas 

pelo LACEN/RJ, provenientes de 25 municípios, e de 235 amostras de roedores 

provenientes de sete municípios, foram analisadas através do ensaio imunoenzimático 

para detecção de anticorpos anti-hantavírus da classe IgM e IgG (ELISA IgM e IgG) e 

de testes moleculares. Cinco amostras de pacientes (1%) procedentes dos municípios de 

Valença, Vassouras e Nova Friburgo foram ELISA-IgM reativas. Um roedor (0,42%) 

da espécie Oligoryzomys nigripes ELISA-IgG foi reativo no município de Valença. A 

ausência de RNA nas amostras humanas impossibilitou a realização de testes 

moleculares para caracterização e identificação do vírus, porém na amostra do roedor 

reativo foi possível detectar a variante viral Juquitiba como responsável pela infecção 

deste espécime. Em conclusão, a identificação do hantavírus patogênico Juquitiba em 

roedores silvestres e a evidência sorológica de infecção em amostras humanas neste 
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estudo reforçam a importância e a necessidade de vigilância da SPH no estado do Rio 

de Janeiro.     
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ABSTRACT  

Hantavirus pulmonary syndrome (HPS) has been registered in Brazil since 1993 

and transmission to humans occurs through inhalation of viral particles present in 

aerosols from excreta of infected rodents. In Brazil, nine viral genotypes characterized 

from rodents and/or humans have been described, six of them pathogenic. Over 1.600 

human cases were confirmed, with wide distribution among most Brazilian states and 

high lethality. Hantavirus pulmonary syndrome presents as an acute febrile illness 

characterized by severe cardiovascular and respiratory compromise. Patients may 

exhibit a wide variety of clinical manifestations, where signs and symptoms can be 

confused with other diseases. Thus the differential diagnosis of HPS is necessary from 

other illnesses with similar clinical manifestations, such as dengue. There are no reports 

of human cases in Rio de Janeiro state, until now, but serologic evidence in humans and 

confirmation of circulating pathogenic hantavirus among wild rodents in Parque 

Nacional da Serra dos Órgãos in Teresopolis, related to the rodent Oligoryzomys 

nigripes were found. In this scenario, this study aimed to evaluate hantavirus infection 

in human, wild and synanthropic rodents samples from different municipalities in Rio 

de Janeiro state. Serum samples from 497 dengue fever seronegative patients, from 25 

municipalities provided by the LACEN/RJ, and 235 serum samples from rodents, from 

seven municipalities, were analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay for 

detection of anti-hantavirus antibodies of IgM and IgG (IgM and IgG ELISA) and 

molecular tests. Five human samples, from Valença, Vassouras and Nova Friburgo 

municipalities, presented IgM antibodies against hantavirus. A rodent species O. 

nigripes was found to be ELISA-reactive for IgG in the city of Valença. The absence of 

RNA in human samples made it impossible to perform unable to achieve molecular tests 

for characterization and identification of the virus, but the sample of the reactive rodent 

made it possible to detect the variant viral Juquitiba. In conclusion, the identification of 

pathogenic Juquitiba hantavirus in wild rodents and serological evidence of infection in 

human samples in this study reinforce the importance and need for surveillance of HPS 

in the state of Rio de Janeiro. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

1.1- BREVE HISTÓRICO 

 

A hantavirose é uma zoonose amplamente distribuída em todo o mundo e 

constitui um grande problema de saúde pública. É transmitida para o homem 

principalmente por roedores silvestres e seus agentes etiológicos são vírus do gênero 

Hantavírus pertencentes à família Bunyaviridae. Os hantavírus podem causar duas 

síndromes distintas conhecidas como: febre hemorrágica com síndrome renal (FHSR) e 

a síndrome pulmonar por hantavírus (SPH). 

A FHSR foi nomeada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) para agrupar 

doenças infecciosas agudas com manifestações hemorrágicas e comprometimento renal 

(Schmaljohn et al., 1985; Jonsson, 2001). Seus primeiros relatos datam desde o século 

X na literatura chinesa (Lee et al., 1982b; Johnson 2001). Contudo, a hantavirose foi 

inicialmente reconhecida em 1951, durante a Guerra da Coréia (1950 – 1953), quando a 

doença acometeu mais de 3.000 soldados americanos provocando uma síndrome febril 

aguda com manifestação hemorrágica, com letalidade de 5 a 10% (Smadel, 1953; 

Sheddy et al., 1954; Gajdusek, 1962). 

O vírus foi identificado somente em 1976, quando foi possível a descrição como 

vírus Hantaan (HTNV), através de tecido de pulmão do roedor Apodemus agrarius 

coreae, proveniente da região rural da Coréia do Sul. Posteriomente, em 1978, a 

etiologia viral da doença foi confirmada a partir do isolamento do vírus de um roedor 

infectado experimentalmente (Lee et al., 1978).  

Diante da identificação de um novo agente viral, diversos estudos foram 

realizados e, a partir da década de 1980, outros vírus antigenicamente relacionados ao 

vírus Hantaan foram identificados e isolados de roedores silvestres e sinantrópicos: 

vírus Puumala (PUUV), causador de nefropatia epidêmica na Europa, encontrado no 

roedor Chlethrionomys glareolus (Brummer-Korvenkontio et al., 1980); vírus Seoul 

(SEOV), identificado em 1982, isolado de roedores sinantrópicos do gênero Rattus na 

região urbana de Seoul na Coréia (Lee et al., 1982);  e o vírus Prospect Hill (PHV), 

identificado em 1984 em roedores silvestres da espécie Microtus pennsylvanicus, 

capturados em Prospect Hill, Frederick, Maryland, EUA (Lee et al., 1985), sem 

evidência de infecção humana (Yanagihara et al., 1984). 
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Desde então, a FHSR tem sido notificada na Europa, África e Ásia, com uma 

incidência anual em torno de 150.000 casos, metade deles com ocorrência no território 

chinês (Lee, 1996; Song, 1999; Jonsson et al., 2010).  

 Em 1987, o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (CITV) criou um novo 

gênero integrante da família Bunyaviridae, denominado assim de Hantavirus, no qual 

incluiriam o vírus Hantaan, protótipo do gênero (McKee et al., 1991) além dos vírus 

Seoul,  Puumala e Prospect Hill (Lee, 1988).  

Somente em 1993, a presença de hantavírus patogênico para homem foi 

identificada nas Américas, como agente da emergente SPH nos Estados Unidos durante 

surto de desconhecida doença respiratória grave em índios da tribo Navajo na região de 

Four Corners, sudoeste dos Estados Unidos, em maio de 1993 (Nichol et al., 1993; 

CDC, 1993). Com a caracterização do vírus Sin Nombre (SNV) em amostras dos casos 

foi possível identificar pela primeira vez uma nova doença, causada por um novo 

genótipo de hantavírus, até então nunca descrito no mundo (Hjelle et al., 1994b; Zaki et 

al., 1996), embora evidências de ocorrência da doença tenham sido identificadas em 

estudos retrospectivos realizados posteriormente, como o de Frampton e colaboradores 

que demostraram que, nos EUA, a SPH vem ocorrendo desde o ano de 1959 (Frampton 

et al., 1995). Desde então, diversos genótipos virais já foram identificados nos EUA, 

associados com SPH, como o vírus Bayou (BAYV), Black Creek Canal (BCCV), 

Monongahela (MGLV) e o New York (NYV), específicos de uma área geográfica 

característica e seus hospedeiros roedores (Childs et al., 1994; Peters, 1998). 

No Brasil, os três primeiros casos clínicos da doença foram relatados na área 

rural do município de Juquitiba, estado de São Paulo, nos meses de novembro e 

dezembro de 1993 (Iversson et al., 1994; Vasconcelos et al., 1997).  Assim como nos 

Estados Unidos, a SPH foi identificada pela primeira vez em 1993 e estudos realizados 

anteriormente já apontavam para a circulação do hantavírus no território brasileiro 

(LeDuc et al., 1984; 1985).  Em 1983, mais especificamente, no estado do Pará, foi 

realizado o isolamento do primeiro hantavírus associado ao vírus Seoul, a partir de 

vísceras do roedor sinantrópico Rattus norvegicus (LeDuc et al., 1985). Posteriormente, 

em 1990, anticorpos específicos anti-vírus Seoul foram encontrados em pacientes 

diagnosticados com leptospirose na cidade de Recife, Pernambuco e anti-vírus Hantaan 

e Puumala, na cidade de São Paulo, São Paulo e na cidade de Paranaguá, Paraná 

(LeDuc, 1984; 1985; Iversson et al., 1994; Romano-Lieber et al., 1995). 
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Após a identificação nos Estados Unidos e no Brasil, a SPH passou a ser 

reconhecida, subsequentemente, em diversos países da América do Sul com a descrição 

de novos genótipos virais de hantavírus tanto em roedores silvestres quanto em 

humanos (Kruger et al., 2001). 

A SPH também é denominada síndrome cardiopulmonar por hantavírus (SCPH) 

ou síndrome pulmonar e cardiovascular (SPCVH), considerando que estudos realizados 

posteriormente comprovaram o importante comprometimento cardíaco (Peters et al., 

1999; Figueiredo et al., 2001; Ferreira, 2003; Saggioro et al., 2007). 

Caracterizada por apresentar, em sua grande maioria, roedores silvestres como 

seus hospedeiros naturais, recentememte novos hantavírus têm sido detectados também 

em espécies de mussaranhos e toupeiras na Eurásia, África, EUA e China (Carey et al., 

1971; Zeller et al., 1989; Klempa et al., 2007; Song et al., 2007a; Arai et al., 2007; Kang 

et al., 2009a; 2010; Guo et al., 2013). Nos últimos três anos, estudos desenvolvidos em 

Serra Leoa, na África, e na Costa do Marfim, na África Ocidental, têm identificado a 

presença de novos hantavírus chamados Magboi e Mouyassué, em morcegos da espécie 

Nycteris hispida e Neoromicia nanus, respectivamente. Na China, outros hantavírus 

foram identificados em morcegos e insetívoros, nomeados Huangpi, Lianghe, Longquan 

e Yakeshi, o que corrobora com a necessidade de maiores estudos e informações sobre 

os hantavírus e seus reservatórios (Weiss et al., 2012; Sumibcay et al., 2012; Guo et al., 

2013). 

 

1.2 - ETIOLOGIA 

 

Pertencentes à família Bunyaviridae, atualmente compreendendo mais de 300 

vírus distintos, os hantavírus formam um gênero distinto, no qual diferentemente dos 

outros quatro membros da família que são arbovírus, - Orthobunyavirus, Phlebovirus, 

Nairovirus e Tospovirus -, não são transmitidos por vetores artrópodes (Nichol et al., 

2005; Schmaljohn e Nichol, 2007).  

A taxonomia dos hantavírus é bem complexa e, de acordo com o Comitê 

Internacional de Taxonomia de Vírus (CITV), são classificados, atualmente, 24 espécies 

de hantavírus (Elliot et al., 2000; Fauquet et al., 2005). 

Assim como outros Bunyavírus, os hantavírus apresentam-se morfologicamente 

esféricos ou ovóides, com suas partículas medindo em torno de 80 a 120 nm de 
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diâmetro, embora possam apresentar partículas com forma alongada chegando a 170 nm 

ou mais (Figura 1.1). São vírus envelopados por dupla camada lipídica na qual estão 

inseridas duas glicoproteínas, Gn e Gc, com aproximadamente 70kDa e 50kDa de peso 

molecular, respectivamente, que compõem as espículas do envelope (Schmaljohn & 

Patterson, 1991; Nichol, 2001;  Lednicky, 2003; Schmaljohn & Nichol, 2007).  

 

 

Figura 1.1: Microscopia eletrônica do Vírus Sin Nombre. Fonte: www.cdc.gov/.../hanta/ 

hps/noframes/hpsem.htm, 2006.  

 

Seu genoma trissegmentado é composto de RNA fita simples de polaridade 

negativa; (i) o segmento grande (L) constituído por 6530-6550 nucleotídeos que 

codifica a polimerase viral que tem função de transcriptase/replicase viral, (ii) o 

segmento médio (M) com 3613-3707 nucleotídeos, que codifica uma poliproteína 

clivada de modo a formar as duas glicoproteínas virais do envelope, Gn e Gc, e (iii) o 

segmento pequeno (S) com 1696-2083 nucleotídeos, que codifica a proteína do 

nucleocápside (N) (Figura 1.2) (Elliot et al., 1991; Nichol et al., 1996; Plyusnin et al., 

1996; 2002; Bi Z et al., 2008).  

Nas extremidades de cada um dos segmentos existem regiões não codificadoras 

(NCR) que são conservadas, com aproximadamente 23 nucleotídeos, que ao se 

complementarem, através do pareamento das bases, formam estruturas com formato de 

raquete chamadas de “panhandle”, conferindo o aspecto circular do RNA, peculiar da 

família Bunyaviridae (Plyusnin et al, 1996; Jonsson & Schmaljohn, 2001; Hepojoki et 

al., 2012). 
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Figura 1.2: a) Representação esquemática de hantavírus e b) micrografia da partícula 

viral. Adaptado de: Vaheri et al., 2013. 

 
 

Semelhante aos outros vírus da família Bunyaviridae, a replicação dos 

hantavírus ocorre exclusivamente no citoplasma das células endoteliais do hospedeiro. 

Após a penetração do vírus por acoplamento das proteínas de envelope (Gn e Gc) a 

receptores celulares específicos da célula hospedeira do tipo integrinas β1 e β3, ocorre a 

endocitose. Algumas lectinas também podem promover a entrada das partículas virais 

(Ogino et al., 1999). A liberação do nucleocapsídio no citoplasma ocorre pela fusão do 

vírion com a membrana endossomal, dependente de valores baixos de pH, iniciando-se 

posteriormente a transcrição dos genes virais para a produção das proteínas que irão 

constituir parte dos novos vírions (Vapalahti et al., 1995; Ravkov et al., 1998; Kaukinen 

et al., 2001; Jin et al., 2002).  

A RNA polimerase viral é ativada e irá transcrever o RNA genômico em RNA 

mensageiro (RNAm). Posteriormente ocorrerá a tradução das proteínas que irão 

constituir os novos vírions, seguido de replicação do genoma e amplificação da síntese 

dos RNAm que irão compor o genoma trissegmentado (Elliot 1990; Schmaljohn & 

Hooper 2001; Hepojoki et al.; 2012). Essas partículas recém-formadas são, então, 

transportadas para vesículas secretoras da membrana citoplasmática e liberadas por 

exocitose (Plyusnin et al., 1996; Gavrilovskaya et al., 1998; 1999; Kaukinen et al., 

2001) (Figura 1.3).  



6 

 

Figura 1.3: Representação esquemática da replicação dos hantavírus. 1)  O vírus se liga 

a um receptor na superfície da célula; 2) Este evento induz a sinalização de endocitose; 

3) Endocitose mediada por receptores e englobamento do vírus (outras vias de 

endocitose já foram observadas); 4) Liberação do nucleocapsídeo e de RNA polimerase 

dependente de RNA celular; 5) Endossoma precoce abrigando a vesícula do vírion; 6) 

Evolução para endossoma tardio; 7) Fusão e liberação de RNPs (Ribonucleoproteínas 

virais – RNA genômico maduro e proteína do nucleocapsídeo) e proteínas do envelope 

viral que são transportadas para o complexo de Golgi para transcrição e tradução; 8) 

Replicação e amplificação do material genômico; 9) Os vírions nascentes são 

transportados por vesículas do Complexo de Golgi; 10) Partículas virais em vesículas 

secretórias são exocitadas da célula. Adaptado de: Vaheri et al., 2013.  

 

1.3 – EPIDEMIOLOGIA E ECOLOGIA 

 

1.3.1 – TRANSMISSÃO 
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O ciclo de transmissão dos hantavírus ocorre na natureza, principalmente, 

através da infecção crônica entre roedores silvestres reservatórios que irão hospedar o 

vírus ao longo da vida. Dessa forma, ao se infectarem, podem eliminar as partículas 

virais através da saliva, urina e fezes para o ambiente (Lee et al., 1981; Nichol, 1999; 

Yahnke et al., 2001; Lednicky, 2003; Oliveira et al., 2014). 

A infecção em roedores reservatórios ainda é pouco elucidada, porém estudos 

têm mostrado que ela ocorre de maneira horizontal, através de mordeduras e encontros 

agonísticos (por território e alimento, por exemplo), bem como a transmissão por 

aerossóis (Lee et al., 1981; Padula et al., 2004; Mill & Childs, 1998; Mills et al., 2007). 

O homem se infecta acidentalmente ao inalar partículas virais aerolizadas de 

excretas e secreções dos roedores no ambiente (Lee et al., 1981; Lee et al., 1982; 

Nichol, 1999; Strauss & Strauss, 2002), devido, principalmente, à ocupação humana de 

áreas de interface entre o ambiente silvestre e peridomiciliar. Outras maneiras de 

transmissão natural a humanos vêm sendo descritas, porém mais raramente, como 

ingestão de alimentos contaminados por excretas, contato direto de mucosas com 

materiais contendo partículas virais e a mordedura de roedores infectados (Peters, 

1998b; Wells et al., 1997; Simpson, 1998). A transmissão transplacentária também tem 

sido relatada (Prebensen, 1997; Hart & Bennett, 1999). Apesar da hantavirose estar 

relacionada diretamente com a ecologia dos roedores, a transmissão pessoa-pessoa 

também já foi descrita na Argentina em 1996 e no Chile entre 1997 e 1998, em um surto 

de SPH, sendo, em ambos os casos, o agente causador o vírus Andes (ANDV) (Padula 

et al., 1998; Toro et al., 1998; Martinez et al., 2005).  

 

1.3.2 – DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DOS HANTAVÍRUS. 

 

A distribuição dos hantavírus está intimamente relacionada com a distribuição 

dos seus reservatórios, roedores das famílias Cricetidae e Muridae. A FHSR está 

restrita aos continentes europeu, asiático e africano (Figura 1.4), com a circulação do 

vírus Hantaan na China, Coréia, Japão e Rússia, principalmente, do vírus Dobrava – 

Belgrade (DOBV) nos Balcãs, Estônia, Alemanha e Rússia (Plyusnin et al.; 1997; 

Lundkvist et al.; 1997; Meisel et al., 1998). O vírus Seoul tem distribuição mundial em 

consequência da distribuição do roedor cosmopolita Rattus norvegicus enquanto o vírus 

Puumala se encontra restrito ao norte e noroeste da Europa. 
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Figura 1.4: Número de casos, do ano de 2000 a 2013, da FHSR e da SPH no 

mundo e sua distribuição. Adaptado de: Watson et al., 2013. 

 

A SPH tem sido descrita somente nas Américas, com diferentes genótipos virais 

circulantes nas áreas onde seus reservatórios predominam (Monroe et al., 1999; Hart & 

Bennett, 1999). O vírus Sin Nombre, identificado nos EUA, também tem ocorrência no 

Canadá. Desde então, mais de 3.000 casos de SPH têm sido relatados com mais de 30 

genótipos virais descritos neste continente, com a maioria na América do Sul (Figura 

1.5): (i) na Argentina (Andes [ANDV], Bermejo [BMJV], Laguna Negra [LANV], 

Lechiguanas [LECV], Oran [ORNV]), (ii) na Bolívia (ANDV, BMJV, LANV, Tunari 

[TUNV]); (iii) no Brasil (Anajatuba [ANJV], Araraquara [ARQV], Araucaria 

[ARAUV], Castelo dos Sonhos [CASV], Juquitiba [JUQV], LANV- like); (iv) no Chile 

(ANDV); (v) no Panamá (Choclo [CHOV]): (vi) no Paraguai (LANV); (vii) no Uruguai 

(Andes Central Plata [ACPV]) e (viii) na Guiana Francesa (Maripa [MARV]) (Johnson 

et al., 1997; 1999; Padula et al., 2000; Delfaro et al., 2003; Figueiredo et al., 2003; 

Levis et al., 2004; Raboni et al., 2009; Jonsson et al., 2010; Matheus S et al., 2010; 

MacNeil et al., 2011; Cruz et al., 2012; Firth et al., 2012).  
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Os hantavírus não-patogênicos até o momento só foram encontrados em 

roedores silvestres, sem causar doença humana, sem associação, assim, até a presente 

data, com a SPH (Vicent et al., 2000; Travassos da Rosa et al., 2005; Chu et al., 2006, 

Oliveira et al., 2011; Oliveira et al., 2014).  

 

1.3.3 – RESERVATÓRIOS 

 

Roedores silvestres da família Muridae, mais especificamente da subfamília 

Arvicolinae e Murinae no Velho Mundo e da família Cricetidae, subfamília 

Sigmodontinae e Neotominae no Novo Mundo, são os principais reservatórios de 

hantavírus.  

Os roedores pertencentes à subfamília Murinae são endêmicos na Eurásia, com 

exceção das espécies Rattus rattus, Rattus norvegicus e Mus musculus, que são 

distribuídas mundialmente, a partir de sua introdução no Novo Mundo por 

colonizadores europeus. Já os roedores da subfamília Arvicolinae apresentam-se 

distribuídos em todo hemisfério norte, desde a América do Norte até a Ásia, enquanto 

que roedores sigmodontíneos e neotomíneos ocorrem exclusivamente no continente 

americano (Nowak, 1991).  

Cada hantavírus é específico a uma espécie de roedor reservatório, porém 

estudos reforçam que, através do fenômeno de spillover, infecções por hantavírus em 

outros hospedeiros não específicos podem ocorrer (Johnson et al., 1999; Hjelle & 

Torres-Pérez, 2010). Desta forma, a distribuição geográfica do hospedeiro determina a 

distribuição do vírus e, consequentemente, da hantavirose. 

Os principais roedores reservatórios na Ásia, norte da Europa e oeste da Europa 

são, respectivamente, Apodemus agrarius, Clethrionomys glareolus e Apodemus 

flavicollis. Porém, o papel de outras espécies reservatórias potenciais transmissoras do 

vírus também é de grande importância, como: Lemmus sibiricus, Microtus arvalis, 

Microtus fortis, Bandicota indica e Suncus murinus, reservatórios dos vírus Topografov 

(TOPV), Tula (TULV), Khabarovsk (KHAV), Thailand (THAIV) e Thottapalayam 

(TPMV), respectivamente (Zeier et al., 2005). 

Nas Américas, diversos roedores sigmodontíneos têm sido implicados na 

transmissão da hantavirose no continente. As seguintes espécies são consideradas de 

grande importância: Peromyscus maniculatus, associado ao vírus Sin Nombre; 
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Sigmodon hispidus, ao vírus Black Creek Canal; Oryzomys palustres, ao vírus Bayou; 

Peromyscus leucopus, ao vírus New York; Calomys laucha, Calomys callosus e 

Calomys sp., ao vírus Laguna Negra (LANV) ; Oligoryzomys microtis, ao vírus Rio 

Mamoré (RIOMV) e Oligoryzomys longicaudatus, ao vírus Andes (ANDV) (Figuras  

1.6 e 1.7) (Nichol et al., 1993; Hjelle et al., 1995; 1996; Johnsson et al., 1997; López et 

al., 1997; Chu et al., 2003; Ferrer at al., 2003; Schmaljohn & Hjelle, 2004; Zeier et al., 

2005). 

No Brasil, nove genótipos já foram descritos, com seis deles considerados 

patogênicos: (i) vírus Juquitiba (JUQV) (Araucária) associado à espécie Oligoryzomys 

nigripes; (ii) vírus Araraquara (ARAV) a Necromys (=Bolomys) lasiurus; (iii) vírus 

Castelo dos Sonhos (CASV) a Oligoryzomys utiaritensis; (iv) vírus Anajatuba 

(ANAJV) a Oligoryzomys fornesi, (v) vírus Laguna Negra a Calomys callidus e (vi) 

vírus Rio Mamoré a Oligoryzomys microtis; e três não-patogênicos: (i) vírus Rio Mearin 

(RIMEV), associado a Holochilus sciureus; (ii) vírus Jaborá (JABV), a Akodon 

montensis e (iii) vírus Seoul, a Rattus norvegicus; (Suzuki et al., 2004; Rosa et al., 

2005; Rosa et al., 2011; Rosa et al., 2012; Oliveira et al., 2014). 
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Figura 1.6: Distribuição dos principais reservatórios de hantavírus da América 

do Sul. O número após os nomes das espécies referem-se ao genótipo hantavírus ou 

espécie (*) associada: (1) vírus Maporal; (2) vírus Rio Mamoré*; (3) vírus Anajatuba; 

(4) vírus Lechiguanas e Central Plata; (5) vírus Andes* e Oran; (6) vírus Castelo dos 

Sonhos; (7) vírus Bermejo; (8) vírus Juquitiba e Itapuã; (9) vírus Caño Delgadito*; (10) 

vírus Calabazo; (11) vírus Araraquara; (12) vírus Maciel; (13) vírus Laguna Negra*; 

(14) vírus Rio Mearin; (15) vírus Ape Aime-Itapua e Jabora; (16) vírus Pergamino; (17) 

vírus Alto Paraguay. Adaptado de: Oliveira et al., 2014. 
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Figura 1.7: Distribuição dos reservatórios principais de hantavírus na América 

do Norte: (1) vírus Sin Nombre* e Monongahela; (2) vírus Bayou*; (3) vírus Catacamas 

e Playa de Oro; (4) vírus Prospect Hill; (5) vírus Black Creek* e Muleshoe*; (6) vírus 

Rio Segundo*; (7) vírus Isla Vista; (8) vírus Blue River e New York*; (9) vírus Choclo; 

(10) vírus Bloodland Lake; (11) vírus Limestone Canyon; (12) vírus Montano; (13) 

vírus El Moro Canyon* e Huitzilac; (14) vírus Carrizal. Adaptado de: Oliveira et al., 

2014. 

No reservatório, a infecção é assintomática ou pouco deletéria, como 

demonstrado em estudos de infecção experimental em ratazanas com vírus Puumala e 

em Apodemus agrarius ou em camundondos lactantes com o vírus Hantaan. Nestes 

casos, a doença não foi detectável, porém o vírus foi detectado em diversos tecidos 
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como pulmões, baço, fígado, pâncreas, glândulas salivares, rim, bexiga, cérebro e tecido 

adiposo. Na urina, o vírus foi excretado até o fim do experimento (270 dias), apesar dos 

níveis de anticorpos, das classes IgM e IgG, específicos permanecerem altos 

(Yanigahara et al., 1985; Hart & Bennett, 1994; 1999). Contudo, há um período de 

maior eliminação das partículas virais, que é de três a oito semanas pós-infecção 

(Engelthaler et al., 1999).  

Casos humanos de hantavirose têm sido associados às características 

populacionais dos roedores, como tamanho populacional, competição intraespecífica e 

interespecífica, atividade reprodutiva, maturação sexual entre outros, bem como 

características climáticas, como precipitação e temperatura, possibilitando a ocorrência 

de surtos da doença (Engelthaler et al., 1999; Gubler et al., 2001; Yates et al., 2002; 

Jonsson et al., 2010). 

Características comportamentais dos roedores também garantem a manutenção 

do vírus no ambiente. Estudos mostram que encontros agonísticos por disputa de 

território e alimento, por exemplo, podem ser importante via de transmissão, 

considerando a presença de mordidas e arranhões principalmente em machos, gênero 

que apresenta maior prevalência de infecçao viral (Mills & Childs, 1998; Mills et al., 

2007). 

Em áreas periurbanas, onde há presença de habitações humanas próximas às 

áreas rurais, há uma facilidade de se encontrar roedores, pois os mesmos invadem estes 

locais em busca de alimento ou mesmo fugindo de queimadas nas plantações de cana-

de-açúcar, por exemplo. Da mesma forma, áreas consideradas outrora rurais, devido à 

expansão das áreas urbanas, também possibilitam o encontro dos roedores com 

humanos, favorecendo, consequentemente, a transmissão da hantavirose (Ferreira, 

2003).  

 

1.3.4 – DISTRIBUIÇÃO DE CASOS HUMANOS NO BRASIL E SINDROME 

PULMONAR POR HANTAVIRUS NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO. 

 

Os primeiros relatos da SPH no Brasil datam de novembro de 1993, ocorridos no 

município de Juquitiba, no estado de São Paulo, culminando com mais de 1.600 casos 

notificados até maio de 2013. Segundo dados do Ministério da Saúde, as regiões sul 

(n=583) e sudeste (n= 468) são as que apresentam o maior número de casos, seguidas 
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pelas regiões centro-oeste (n=164), norte (n=101) e nordeste (n=14). Com casos 

notificados em 15 unidades federadas, Minas Gerais (n=278), Santa Catarina (n=264) e 

Mato Grosso (n=248) são os estados que apresentam maior número de casos (Figura 

1.8). 

 A região sudeste lidera a estatística em número de óbitos (n=272), seguida da 

região sul (n=190) e centro-oeste (n=171), com uma taxa de mortalidade em torno de 

39,8% em todo o território nacional. 

Considerada uma doença de notificação compulsória e de investigação 

obrigatória, a hantavirose tem apresentado um aumento significativo do número de 

casos notificados em decorrência, entre outros fatores, da sensibilização dos 

profissionais da saúde no seu diagnóstico, além do treinamento especializado para a 

investigação pela vigilância epidemiológica. 

 

Figura 1.8: Número de casos de Hantavirose no Brasil por unidade federada, 

1993 a 2013. Adaptado de: SVS/ Ministério da Saúde (www.portalsaude.saude.gov.br). 

 

Segundo dados de 2009 da Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da 

Saúde, metade dos indivíduos acometidos pela doença, de 1993 até 2009, residiam em 

área rural (50%); cerca de 65,0% exerciam ocupação relacionada com atividades 

agrícolas e/ou de pecuária e 77,6% eram do sexo masculino. A faixa etária mais atingida 
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foi a de 20 a 39 anos (com amplitude de 8 meses a 66 anos), com 58,2% das 

ocorrências. Em 758 casos (67,7%), a infecção ocorreu em ambiente de trabalho. A 

necessidade de assistência hospitalar foi observada em 88,6% dos pacientes e a taxa de 

letalidade média foi de 46,5%.  

De 1° de janeiro de 2013 até sete de maio de 2013, somente cinco casos da 

doença foram notificados no Brasil; um único caso nos estados de Rondônia, Pará, 

Paraná, Santa Catarina e um de ocorrência indeterminada, com quatro óbitos (MS, 

2013). 

Embora os hantavírus sejam reconhecidos como importantes agentes da doença 

no Novo Mundo, a incidência de infecção por hantavírus provavelmente tem sido 

subestimada, devido em parte às características clínicas compartilhadas com uma 

variedade de outras síndromes e a possibilidade de manifestações clínicas mais brandas 

ou mesmo de quadros assintomáticos. 

Diversos inquéritos sorológicos têm sido realizados por todo o território nacional 

a fim de esclarecer um pouco mais sobre a doença e sua circulação (Tabela 1).  

É importante ressaltar que, apesar dos 12 estados - Acre, Roraima, Amapá, 

Tocantins, Piauí, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Espírito Santo e Rio 

de Janeiro - não apresentarem casos confirmados de hantavirose, a possibilidade da 

circulação viral não pode ser descartada, tendo em vista o pouco conhecimento da 

hantavirose em relação a outras enfermidades, especialmente em regiões com grandes 

epidemias, cuja manifestação clínica se assemelha à SPH. Corroborando com este fato, 

durante a epidemia de dengue de 2008, um estudo sorológico realizado no estado do 

Ceará, em 72 pacientes com história clínica de febre aguda consistente com dengue, foi 

possível identificar, pelo teste sorológico ELISA, duas amostras IgG e uma amostra 

IgM reativas para hantavírus constituindo, assim, a primeira evidência da infecção por 

hantavírus no estado do Ceará (Lima et al., 2011). 
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Tabela 1.1: Inquéritos sorológicos para investigação de hantavírus em amostras 

humanas realizados em diversos estados brasileiros. 

IgM IgG

Recife/PE 1990 156 2 (1,3%) 8 (5,1%) Hindrichsen, 1993

Salvador/BA 1998 379 50 (13,2%)

Mascarenhas-Batista et 

al., 1998 

Jardinópolis/SP 2001 818

117 

(14,3%) Campos et al., 2003

Ribeirão Preto/SP 2005 a 2008 52 11 (21,2%) 1 (0,52%) Figueiredo et al., 2010

Maranhão 2004 a 2006 1386 65 (4,7%) Mendes et al., 2010

Cássia dos 

Coqueiros /SP 1987 a 1990 1876 89 (4,7%) Badra et al., 2012

Santa Catarina 2011 450 8 (1,97%) Souza et al., 2012

Turvo/SC 2012 257 6 (2,3%) Pereira et al., 2012

Amazonas 2007 a 2009 1731 0 (0%) 10 (0,6%) Gimaque et al., 2012

Marcelândia/MT 2013 54 7 (13%) Santos et al., 2013

Sobradinho/MT 2009 a 2010 33 9 (52,9%) 17 (51,1%) Terças et al., 2013

Município /Estado Ano

N° de 

amostras

Amostras reativas

Autores

 

 

Considerando a ocorrência da SPH em Minas Gerais e de São Paulo, estados que 

fazem divisa com o estado do Rio de Janeiro, e a possibilidade de confusão diagnóstica 

da SPH com dengue, em especial durante o período de epidemias desta arbovirose, 

alguns estudos vêm sendo desenvolvidos, na última década, com o objetivo de se 

compreender a real situação da doença no estado. Assim, estudos com roedores 

silvestres têm demonstrado a circulação de hantavírus patogênico no Rio de Janeiro. 

Um destes estudos foi realizado por Sobreira e colaboradores que demonstraram 

evidência sorológica de roedores silvestres infectados em uma área de peste bubônica na 

região serrana fluminense em 2008.  Em 2009, Oliveira e colaboradores identificaram o 

hantavírus Juquitiba na espécie de roedor silvestre Oligoryzomys nigripes, configurando 

a primeira identificação e caracterização molecular de hantavírus no território 

fluminense. Quanto à população humana, embora não exista caso notificado da SPH, 

em 2003, 9,3% das amostras de casos suspeitos de leptospirose procedentes da região 

metropolitana do Rio de Janeiro apresentaram reatividade sorológica para hantavírus 
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(Lemos et al., 2003).  Mais recentemente, em 2006, no município do Rio de Janeiro, 

foram encontrados anticorpos anti-hantavírus em pacientes HIV reativos em pacientes 

residentes da região de Jacarepaguá (Lamas et al., 2013). 

 

 

1.4 – ASPECTOS CLÍNICOS DA SÍNDROME PULMONAR POR HANTAVÍRUS. 

 

1.4.1 – MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS. 

 

A SPH apresenta-se como doença febril aguda caracterizada pelo grave 

comprometimento cardiovascular e respiratório que, clinicamente, assemelha-se a 

síndrome respiratória aguda grave (Jenison et al., 1995; Hallin et al., 1996).  

A doença pode apresentar desde formas assintomáticas a quadros graves 

clássicos de alta letalidade. O período de incubação estimado é de 5 a 60 dias, com 

média de 15 dias, o qual o paciente pode desenvolver um quadro semelhante a diversas 

doenças respiratórias agudas, como influenza, podendo evoluir para uma forma 

respiratória grave (Lemos & Silva, 2005; De Borba et al., 2013). 

A doença pode progredir muito rapidamente e pacientes que se apresentam com 

dispnéia normalmente requerem intubação e ventilação mecânica dentro de 1 a 6 horas 

(Hallin et al., 1996; Simpson, 1998). 

A SPH tem sido associada com uma alta taxa de letalidade e é caracterizada por 

febre e extravasamento vascular resultando em edema pulmonar não-cardiogênico 

seguido em diversos casos por choque com acidose láctica, um baixo índice cardíaco e 

elevada resistência do sistema vascular (Enria et al., 2001; Jonsson et al., 2008).  

Geralmente a SPH apresenta três fases clínicas, com algumas variações em 

incidência e gravidade dos sintomas entre os pacientes: a fase prodrômica ou 

inespecífica, a fase cardiopulmonar e a fase convalescente. Na fase prodrômica, com 

duração de um a seis dias, observa-se manifestações inespecíficas caracterizadas por 

febre, mialgia, dor dorso-lombar, dor abdominal, cefaleia intensa e sintomas 

gastrointestinais como náuseas, vômito e diarreia. Sintomas respiratórios são menos 

frequentes nesta fase. Anticorpos das classes IgM e IgG podem ser tipicamente 

detectados nesta fase ou logo após o início do pródromo (Figura 1.9) (Jonsson et al., 

2008). 
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A fase cardiopulmonar é caracterizada pelo início da tosse seca, com progressiva 

infiltração de líquido e proteínas no interstício e alvéolos pulmonares, levando à 

taquicardia, taquidispinéia e hipoxemia, podendo evoluir rapidamente para uma forma 

grave com insuficiência respiratória aguda com edema pulmonar não cardiogênico, 

hipotensão arterial e colapso circulatório. O óbito pode ocorrer poucas horas após o 

início da falência respiratória, mesmo em indivíduos ventilados precocemente; alguns 

pacientes, entretanto, passam dias ou mesmo semanas, sob ventilação mecânica, e 

muitos destes se recuperam, sem qualquer sequela. Os pacientes que sobrevivem 

evoluem para uma fase diurética em que há absorção de líquido retido no interstício, 

seguida da fase de convalescença (Figueiredo et al., 2001; Ferreira, 2003; Lemos & 

Silva, 2005). 

Como as manifestações clínicas iniciais são muito semelhantes às de diversas 

enfermidades, o diagnóstico da SPH pode ser confundido com uma série de outras 

doenças fazendo-se necessário o diagnóstico diferencial (Ferreira, 2003). 

 

 

 

Figura 1.9: Curso clínico da síndrome pulmonar por hantavírus. Adaptado de: Jonsson 

et al., 2008. 
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1.4.2 – TRATAMENTO. 

 

Não há terapia antiviral específica e eficaz para o tratamento da SPH. O 

tratamento das formas leves é sintomático. Porém, por se tratar de uma doença com 

progressão rápida e de alta gravidade, é recomendado que os pacientes suspeitos sejam 

removidos imediatamente para unidade de terapia intensiva (Peters, 1998; Simpson, 

1998). 

A administração de fluidos deve ser cuidadosa para evitar sobrecarga de volume, 

pois pode precipitar o edema pulmonar, reforçando que o manejo adequado do aporte 

líquido é o principal elemento terapêutico (Iversson, 1996; Figueiredo et al., 2001; 

Lemos & Silva, 2005). 

Estudos realizados com o uso de ribavirina, em pacientes com FHSR, apontam 

resultados com certa eficiência no tratamento, se esta é administrada precocemente 

(Huggins et al., 1991). Estudos não controlados sobre a utilização deste antiviral nos 

EUA estão em desenvolvimento, porém ainda não comprovaram a sua eficácia na SPH 

(Peters et al., 1998; Ferreira et al., 2000). 

A administração de anticorpos neutralizantes humanos durante a fase aguda do 

HPS pode revelar-se eficaz para o tratamento e/ou profilaxia de infecções por 

hantavirus. Bharadwaj e colaboradores (2000) descobriram que os pacientes com títulos 

mais baixos de anticorpos neutralizantes, muitas vezes apresentam doença grave, 

enquanto que aqueles com títulos mais altos manifestam com doença leve. 

 

1.5 - DIAGNÓSTICO LABORATORIAL. 

 

O diagnóstico laboratorial é realizado a partir de achados tanto inespecíficos 

quanto específicos. No hemograma tem-se como achados laboratoriais mais comuns, 

linfócitos atípicos (˃10%), plaquetopenia (˂20.000 até 150.000), leucócitos normais ou 

com desvio à esquerda, hemoconcentração (hematócrito ˃45%), radiografia simples de 

tórax normal ou com infiltrados difusos, uni ou bilterais (GVE/Ministério da Saúde, 

2009). Cerca de 75 a 100% dos pacientes com SPH demonstram alterações das provas 

funcionais hepáticas. Os níveis séricos de lactato encontram-se elevados nos casos 

graves e esse parâmetro laboratorial pode indicar mau prognóstico. Em relação aos 

achados da radiografia de tórax, embora na fase prodrômica o resultado seja normal, em 
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poucas horas de evolução, em decorrência do aumento de permeabilidade capilar, surge 

um infiltrado intersticial, com o padrão de pneumonia atípica, com edema pulmonar e 

derrame pleural, caracterizando, assim, a fase cardiorrespiratória (Figura 1.10) (Ketai et 

al., 1994; Jenisson et al., 1995; Ferreira, 2003).  

O diagnóstico laboratorial específico baseia-se na detecção de anticorpos das 

classes IgM e IgG, a partir de testes sorológicos, contra a nucleoproteína viral. O teste 

mais utilizado é o ensaio imunoenzimático (ELISA), um teste que utiliza proteínas 

recombinantes de hantavírus como antígeno, por apresentar maior sensibilidade e 

especificidade, 97,2% e 100% respectivamente. Além do ELISA, técnicas de 

imunofluorescência indireta em células de rim de macaco verde africano (VERO E-6) 

infectadas, a neutralização por redução de placa, hemaglutinação passiva e Westernblot 

também podem ser utilizadas como ferramenta diagnóstica (Enria et al., 1998; Hart & 

Bennett, 1999; Padula et al., 2000; Figueiredo et al., 2009). 

 

Figura 1.10: Radiografia de tórax do primeiro caso confirmado da síndrome 

pulmonar por hantavírus no Brasil, mostrando o infiltrado bilateral. Fonte: Lemos & 

Silva, 2004.   
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O ELISA-IgM é realizado no formato de captura “in house”, com adição de 

antígeno controle inespecífico, com o objetivo de evitar reações cruzadas e resultados 

falso-positivos (Ksiazek et al., 1995; Figueiredo et al., 2009). 

  A presença dos anticorpos da classe IgM que surgem precocemente, 

concomitantemente ao início dos sintomas, e que permanecem na circulação até cerca 

de 60 dias ou a quadruplicação dos títulos de IgG em amostras de soro pareadas 

confirmam a suspeita clínica. O método diagnóstico ELISA-IgM é utilizado em ambas 

formas da doença (FHSR ou SPH) e também pode ser bem eficiente em época de surtos, 

já que cerca de 95% dos pacientes com SPH têm IgM detectável no início dos sintomas.  

Os anticorpos da classe IgG persistem por toda a vida do indivíduo e podem ser 

utilizados  em  investigações  sorológicas,  visando diagnosticar infecções  passadas  

sintomáticas  ou assintomáticas, e têm sido utilizados mais frequentemente em estudos 

epidemiológicos (Ferreira, 2003; GVE/Ministério da Saúde, 2009).  

Para confirmação diagnóstica, as técnicas de imunohistoquímica, a partir de 

biópsia e/ou necropsia de órgãos, e de transcrição reversa seguida de reação em cadeia 

da polimerase (RT-PCR), a partir de amostras de soro e sangue, além de tecido, 

mostram-se eficientes para detecção do RNA viral (Figueiredo et al., 2014). A primeira 

é utilizada para detectar antígenos virais em fragmentos de tecidos exclusivamente em 

casos fatais, já a segunda, geralmente identifica o RNA viral entre 7 a 10 dias de 

doença. Embora “primers” específicos para amplificação, provenientes de sequências 

genéticas obtidas de tecidos humanos ou de roedores, venham sendo utilizadas na RT-

PCR, diferenças significativas entre os vírus isolados de cada região ou país, 

eventualmente podem complicar o uso e a sensibilidade da técnica para uso rotineiro no 

diagnóstico das hantaviroses (Jenison et al., 1995; Peters, 1998; Terajima et al., 1999; 

Ferreira, 2003). 

Para diagnóstico laboratorial de hantavírus em espécies de roedores hospedeiras 

em estudos epidemiológicos é realizada a técnica de ELISA, para detecção de 

anticorpos da classe IgG anti-hantavirus, além da análise molecular semelhante à 

descrita para amostras humanas (Lee, 1988; Padula et al., 2000a). 

 

1.6 - DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL E A DENGUE 
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O diagnóstico diferencial deve ser realizado com inúmeras outras doenças, tanto 

de origem infecciosa quanto não infecciosa. Entre as doenças infecciosas, a SPH pode 

se confundir com leptospirose, influenza, parainfluenza, dengue, febre amarela e febre 

do Vale Rift, viroses causadas por coxsackievirus, adenovírus e arenavírus, triquinelose, 

malária, pneumonias (virais, bacterianas, fúngicas e atípicas), septicemias, rickettsioses, 

histoplasmose, legionelose, peste pulmonar, antraz respiratório e pneumocistose. 

Quanto às doenças não infecciosas, a síndrome da angústia respiratória (SARA), 

o edema agudo de pulmão (cardiogênico), pneumonia intersticial por colagenopatias 

(lúpus eritematoso sistêmico, artrite reumatóide), abdômen agudo de etiologia variada, 

estenose mitral e doença pulmonar obstrutiva crônica, entre outras, cujo curso clínico 

pode ser semelhante à SPH, precisam também ser incluídas no diagóstico diferencial 

(GVE/Ministério da Saúde, 2009). 

Em relação à dengue, considerando a sua importância na saúde pública, por estar 

associada com explosivas epidemias urbanas desde a década de 1980 (5.423.999 casos 

notificados de 1981 a 2009), e por sua similaridade clínica com a hantavirose, o 

diagnóstico diferencial passa a ser um grande desafio para o clínico, especialmente nos 

períodos de epidemia, quando, em decorrência do elevado número de casos, não 

raramente, o diagnóstico de dengue pode ser realizado sem confirmação laboratorial 

(GVE/Ministério da Saúde, 2009). É pertinente reforçar que a reposição e manutenção 

do volume de líquido perdido pelo paciente é a medida mais importante no tratamento 

nos casos de dengue, procedimento que, no caso da SPH, aumenta o extravasamento de 

líquido para o pulmão, com consequente piora da insuficiência respiratória. Assim, o 

diagnóstico diferencial entre estas duas doenças passa ser imprescindível, pois a conduta 

terapêutica preconizada para dengue é inadequada e prejudicial para a SPH, para qual 

está indicado o uso de inotrópicos (Lemos & Silva, 2013).  

Causada por quatro sorotipos - DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 -, a dengue 

é uma doença febril aguda que pode causar manifestações clínicas de amplo espectro 

clínico, de acordo com as características do hospedeiro e do vírus, para qual o 

diagnóstico etiológico definitivo deve ser com base nos dados clínico-laboratoriais 

(Gubler, 2002).  

 Com a circulação dos quatro sorotipos no Brasil, antes da introdução mais 

recente do DENV4 em 2010 no Brasil e em 2011 no estado do Rio de Janeiro (Nogueira 

& Eppinghaus, 2011; SVS, 2011), o diagnóstico laboratorial vinha sendo realizado, 
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mais frequentemente, a partir de testes sorológicos ELISA que detectam anticorpos das 

classes IgM e IgG.  De uma forma geral, apesar da diferença de perfil na produção de 

anticorpos nas infecções primárias e secundárias, os anticorpos da classe IgM 

geralmente são detectados entre o 3
o
/ 5

o
 dia e os da classe IgG, entre o 10

o
 /14

o 
(Figura 

1.11). 

 

Figura 1.11: Cinética de antígeno e de anticorpo nas infecções por dengue. Adaptado 

de: Lima et al., 2014. 

 

Embora a presença de anticorpos da classe IgM em única amostra de soro 

confirme infecção ativa ou recente, os testes sorológicos apresentam limitações devido à 

variação dos níveis dos anticorpos anti-DENV específicos na fase aguda da doença e, 

assim, mais recentemente o diagnóstico na rotina passou a ser realizado também a partir 

da pesquisa de antígeno NS1 (proteína não estrutural 1) (OPAS, 1997; Schilling et al., 

2004; Guzman et al., 2010).  

Neste contexto, considerando a circulação dos quatro sorotipos e a dificuldade 

na interpretação dos testes sorológicos, já que em caso de infecção secundária pode ser 

observada uma elevação precoce dos títulos de anticorpos da classe IgG, tem se 

preconizado, a utilização de outros testes laboratoriais como o isolamento viral, a 

detecção do genoma e do antígeno que, embora mais específicos, não estão disponíveis 

para a rotina da maioria dos laboratórios nacionais. 
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1.7 – CONTROLE E PREVENÇÃO 

 

As principais estratégias de controle e prevenção são aquelas relacionadas com a 

redução do contato com os reservatórios e seus excretas, evitando estes ambientes 

(Lemos e Silva, 2005). Esta deve ser definida de acordo com o conhecimento prévio da 

biologia dos roedores envolvidos e seus habitats em cada área (domiciliar, 

peridomiciliar e silvestre).  

O controle desses reservatórios naturais do vírus no ambiente silvestre não é 

prático e pode levar a desequilíbrio ecológico. Entretanto, a eliminação dos animais no 

peridomicílio e no domicílio mostra-se factível e deve ser realizada de forma estratégica 

e contínua (Ferreira, 2003). Podemos citar como forma de controle de roedores: 

armazenamento de produtos agrícolas e seus insumos em locais apropriados e 

suspensos, distantes do domicílio; eliminação de resíduos, entulhos e objetos 

desnecessários, a fim de diminuir a possibilidade de abrigos; alimentos devem ser 

estocados e armazenados de maneira apropriada em recipientes fechados; vedação de 

portas e janelas das residências para evitar a entrada de roedores; remoção de alimentos 

de animais domésticos em horários nas quais os mesmos sejam desnecessários; coletas 

regulares de lixo e armazenagem a uma altura adequada a pelo menos 1,5 metros do 

chão. Caso não exista coleta de lixo, este deve ser enterrado a uma distância mínima de 

30 metros do domicílio e de fontes de água. O controle de roedores geralmente só se 

realiza diante de alta infestação e esta prática geralmente é feita entre os limites de 

domicílio e peridomicílio. Práticas de higiene e medidas corretivas como saneamento e 

melhorias nas condições de moradia são importantes para reduzir o contato com estes 

roedores e ambientes contaminados (GVE/Ministério da Saúde, 2009). 

Em relação à população em geral, é importante a realização de medidas 

educativas para prevenir e controlar o acesso de roedores nas residências e também 

esclarecer sobre os roedores envolvidos, suas vias de transmissão e a gravidade da 

doença.  

Segundo recomendações do Ministério da Saúde, em ambientes que possam ser 

locais prováveis de infecção e que possam estar potencialmente contaminados, os 

cuidados devem ser rigorosos. A ventilação de ambientes fechados deve ser realizada 

pelo menos 30 minutos antes da limpeza do local. Não se deve varrer o chão seco, pois 

o mesmo pode levantar partículas de poeira contendo o vírus. A maneira mais adequada, 
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nesta situação, é umedecer pisos, paredes e utensílios, com solução de água sanitária a 

10% ou de lisoforme e aguardar 30 minutos antes de proceder à limpeza com máscaras 

com filtro tipo P3 e luvas de borracha. 

A vigilância epidemiológica e os trabalhos eco-epidemiológicos são importantes 

para elucidar e contribuir para o conhecimento sobre a dinâmica dos reservatórios e da 

hantavirose em áreas endêmicas e não endêmicas, constituíndo, assim, ferramentas 

importantes para controle e a prevenção da SPH (Mills & Childs, 1998; Vicent et al., 

2000). 

Estudos para encontrar uma vacina eficaz contra a hantavirose têm sido 

realizados. Na Ásia, vacinas com os vírus Hantaan, Seoul e Puumala inativados têm 

eficácia comprovada, porém não garantem proteção contra outros vírus causadores da 

SPH (Schmaljohn & Hjelle, 1997; Peters, 1998; Park et al., 2004). Desta forma, as 

melhores medidas profiláticas a serem tomadas pela população são as que concernem 

diminuir o contato com roedores e seus excretas até que uma vacina eficaz contra a SPH 

seja produzida.  
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2 – JUSTIFICATIVA 

 

A hantavirose, uma zoonose emergente descrita no Brasil desde 1993, apresenta 

espectro clínico semelhante a diversas doenças infecciosas como a dengue e a 

leptospirose, o que dificulta o diagnóstico diferencial, em especial, nas áreas, nas quais 

as epidemias têm sido identificadas, como é o caso do estado do Rio de Janeiro, onde, 

somente no primeiro bimestre de 2013, 91,4 pessoas se infectaram para cada 100 mil 

habitantes (OPAS, 2013). 

Embora até a presente data não existam casos notificados da SPH no estado do 

Rio de Janeiro, a realização do presente estudo se justifica considerando que: (i) foram 

encontradas evidências sorológicas de infecção por hantavírus em humanos e roedores 

(Lemos et al., 2003; Silva et. al, 2005; Lamas et al., 2013); (ii) foi  identificada a 

presença do hantavírus patogênico Juquitiba  entre roedores silvestres no Parque 

Nacional da Serra dos Órgãos em Teresópolis (Oliveira et al., 2009) relacionado ao 

roedor Oligoryzomys nigripes, e (iii) existem centenas de amostras de casos suspeitos, 

mas descartados laboratorialmente, de dengue que se encontram acondicionadas no 

Laboratório de Saúde Pública Noel Nutels  e que, até a presente data,  não tem etiologia 

definida. 

A avaliação destas centenas de amostras de casos suspeitos de dengue no estado 

do Rio de Janeiro, que foram negativas no teste sorológico, assim como a pesquisa em 

roedores para a presença de infecção por hantavírus, contribuirão para aumentar o nosso 

conhecimento sobre a presença de hantavírus no território fluminense e auxiliar no 

diagnóstico diferencial no contexto do sistema de vigilância epidemiológica em nosso 

estado e no Brasil. 
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3 – OBJETIVOS. 

 

3.1 – OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a ocorrência de infecção por hantavírus em humanos e em roedores 

silvestres e sinantrópicos no e4stado do Rio de Janeiro, contribuindo para a vigilância 

epidemiológica desta zoonose. 

 

3.2 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I) Detectar a presença de anticorpos anti-hantavírus da classe IgM, utilizando 

imunoensaio enzimático (antígeno Araraquara), nas amostras de soro de 

pacientes com suspeita clínica de dengue sem confirmação sorológica, nos 

municípios do estado do Rio de Janeiro.  

 

II) Determinar o genótipo viral das amostras humanas sororreativas através de 

diagnóstico molecular. 

 

 

III) Avaliar a presença de anticorpos anti-hantavírus em roedores silvestres e 

sinantrópicos capturados em municípios do estado do Rio de Janeiro utilizando o 

imunoensaio enzimático com o antígeno Araraquara. 

 

IV) Caracterizar os hantavírus identificados em amostras de roedores sororreativos 

por diagnóstico molecular. 
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4 – METODOLOGIA. 

4.1 – ÁREAS DE ESTUDO.  

 Considerando que o estudo foi constituído por dois subprojetos, desenvolvidos 

subsequentemente - um estudo em roedores silvestres capturados em diferentes regiões 

do estado e, um segundo estudo, em amostras de pacientes de diversos muncípios 

fluminenses procedentes do LACEN- Noel Nutels, Rio de Janeiro. As áreas de estudo 

serão detalhadamente descritas nos tópicos seguintes, de acordo com a divisão do 

território do estado do Rio de Janeiro com base no Plano de Desenvolvimento 

Econômico e Social, no qual o território fluminense passou a ser dividido em oito 

Regiões de Governo: Metropolitana (17 municípios), Noroeste Fluminense (13), Norte 

Fluminense (9), Baixadas Litorâneas (13), Serrana (14), Centro-Sul Fluminense (10), 

Médio Paraíba (12) e Costa Verde (4) (Figura 4.1.). 

 

Figura 4.1: Mapa do Estado do Rio de Janeiro, Regiões de Governo, segundo Divisão 

Político-Administrativa. Fonte: CIDE, 2004. 

          



30 

 

4.2 – ESTUDO COM POPULAÇÃO DE ROEDORES 

4.2.1. Caracterização da Pesquisa e das Áreas de Captura de Roedores 

O estudo foi realizado, retrospectivamente, em amostras de soro e tecidos de 

roedores, acondicionadas no Laboratório de Hantaviroses e Rickettsioses - LHR /IOC, 

procendentes de estudos realizados no período de agosto de 2006 a dezembro de 2012, 

em parceria com o Laboratório de Biologia e Parasitologia de Mamíferos Silvestres 

Reservatórios – LABPMR/IOC.  As amostras dos roedores incluídas no estudo foram 

coletadas nas seguintes localidades do estado do Rio de Janeiro (Figura 4.2): 

i) Região Serrana do Estado – os municípios de Teresópolis e Cantagalo;  

ii) Na região sul do Estado - o município de Mangaratiba; 

iii) Fragmentos florestais localizados no Reservatório de Ribeirão das Lajes, 

município de Piraí; 

iv) Campus Fiocruz Mata Atlântica em Jacarepaguá;  

v) Zona Portuária na região metropolitana do município do Rio de Janeiro;  

vi) Região do Médio Paraíba no sul do Estado – Município de Valença;  

vii) Região Metropolitana do Estado – Município de São Gonçalo 

 

Figura 4.2: Municípios do estado do Rio de Janeiro onde foram coletadas amostras de 

roedores para a pesquisa de hantavírus. 
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4.2.2. Captura de Roedores 

As amostras de roedores silvestres foram coletadas em parceria com a equipe do 

Dr. Paulo Sérgio D`Andrea, do Laboratório de Biologia e Parasitologia de Mamíferos 

Silvestres Reservatórios, IOC/FIOCRUZ.  

Nas áreas selecionadas, foram estabelecidos transectos lineares com 20 estações 

de captura em cada. Todos os transectos foram geo-referenciados e nas estações de 

captura foram dispostas armadilhas do tipo live-trap, modelos Tomahawk (40,64cm x 

12,70cm x 12,70cm) e do tipo Sherman (7,62cm x 9,53cm x 30,48cm), apropriadas para 

a captura de pequenos mamíferos vivos com até 3 Kg. Cada coleta teve duração de 

cinco noites e a isca utilizada foi uma mistura composta de bacon, aveia, banana e pasta 

de amendoim (Figura 4.3).  

 
Figura 4.3: Armadilhas utilizadas na captura de roedores, na parte superior 

armadilha tipo Sherman e na parte inferior armadilha tipo Tomahawk. 

 

Os animais foram processados em um laboratório de campo e as amostras 

coletadas, segundo normas estritas de biossegurança, com toda a equipe paramentada 

com equipamentos de nível de biossegurança 3 (filtros motorizados, máscaras com 

pressão positiva e demais acessórios) que garantem a segurança dos membros da equipe 

contra zoonoses de transmissão por aerossóis. 

Na base laboratorial de campo, os animais foram anestesiados com cloridato de 

ketamina, conforme orientação veterinária, e tiveram seus dados bionômicos coletados 

(peso corpóreo e medidas de corpo e cauda), verificados quanto ao sexo e atividade 



32 

 

reprodutiva. A atividade reprodutiva foi constatada pela ocorrência de gestação e pelo 

estado de desenvolvimento do útero nas fêmeas de roedores; e nos machos pela posição 

dos testículos (escrotais ou abdominais). A idade dos animais foi estimada por análises 

de crânio e pelo peso corpóreo relativo (Anexo 10.1). 

4.2.3. Coleta de Material Biológico dos Roedores 

Todos os espécimes tiveram seu sangue coletado para o diagnóstico sorológico 

de infecção por hantavírus. Os animais foram submetidos à coleta de sangue por punção 

cardíaca, com o uso de seringas de 1-3 ml de acordo com o tamanho do animal. Foram 

também coletadas amostras de órgãos e vísceras dos espécimes (rim, fígado, baço, 

pulmão e coração), fixados em nitrogênio líquido para confirmação da infecção por 

hantavírus, através de diagnóstico molecular e tipagem dos vírus por sequenciamento do 

RNA viral (Figura 4.4). 

 

Figura 4.4: Coleta de amostras biológicas de roedores silvestres e laboratório de campo 

para pesquisa de hantavírus. 

Amostras de fígado foram também fixadas e preservadas em etanol para estudos 

moleculares filogenéticos dos animais. Amostras de medula óssea foram obtidas para 

estudos citogenéticos e realização da cariotipagem. A identificação taxonômica foi 

baseada na morfologia externa, morfometria craniana e na análise cariotípica.  

A eutanásia dos animais foi realizada por exanguinação (sangria total), 

preferencialmente. Caso não tenha sido constatada a morte do animal, ainda com o 

animal completamente anestesiado foi realizada inoculação intra-cardíaca de cloreto de 

potássio 19,1%, numa dosagem de 2 ml/Kg de peso. 
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Todos os animais coletados foram taxidermizados e seus esqueletos preparados, 

para serem depositados como material testemunho na coleção científica do Museu 

Nacional, UFRJ. 

4.2.4. Considerações Éticas 

A pesquisa obteve a aprovação pela Comissão de Ética em Uso de Animais 

(CEUA/FIOCRUZ) sob o número 1-049/08 (Anexo 10.2) para o estudo com população 

de animais. As expedições realizadas de coleta de animais estão de acordo com licença 

de captura para todo o território nacional (ICMBIO/IBAMA, licença permanente 13373 

e autorizações de coleta números 225/2006 – CGFAU; 084/2007 e IEF/RJ 011/2007) 

(Anexos 10.3, 10.4 e 10.5). 

 

4.3 – ESTUDO COM A POPULAÇÃO HUMANA 

4.3.1. Caracterização da Pesquisa na População Humana e dos Municípios de Estudo. 

 Com o desenho do estudo na população humana, caracterizado como 

restrospectivo, dados secundários de casos suspeitos de dengue foram descartados pelo 

Laboratório Central Noel Nutels (LACEN-RJ), somente as amostras de pacientes 

procedentes do estado do Rio de Janeiro, coletadas durante o período de janeiro de 2010 

a junho de 2011, foram incluídos no estudo.   

4.3.2. Critérios de Inclusão para Pesquisa de Hantavírus. 

Amostras de soro e/ou sangue de pacientes com suspeita de dengue e que 

foram negativas pelo teste sorológico para dengue (Dengue IgM/Elisa Panbio), no 

período de janeiro de 2010 a junho de 2011, foram selecionadas, após análise criteriosa 

e cuidadosa das fichas epidemiológicas disponibilizadas pelo Lacen Noel Nutels, sem a 

identificação nominal do paciente (Anexo 10.6). Os critérios de inclusão no presente 

estudo foram: amostras de pacientes com história de febre, cefaleia e mialgia 

procedentes de municípios fluminenses. Quanto à procedência dos pacientes, além dos 

municípios e áreas de onde havia evidência de circulação de hantavírus  - dados obtidos 

em estudos previamente  realizados (Lemos et al., 2003; Lamas et al., 2006; Sobreira et 

al., 2008; Oliveira et al., 2009) - também foram incluídas amostras de pacientes:  



34 

 

(i) de municípios com evidência sorológica ou molecular de infecção por 

hantavírus em roedores capturados na primeira etapa de desenvolvimento do presente 

estudo,  

(ii) de municípios fluminenses limítrofes aos municípios com evidência 

sorológica e molecular de circulação de hantavírus tanto de amostra humana quanto de 

roedor  

(iii) complementarmente, foram incluídas também amostras de pacientes 

procedentes de nove municípios que fazem fronteira com Minas Gerais e São Paulo, 

estados com casos da SPH.   

(iv) todos os casos fatais, independente dos critérios acima estabelecidos, foram 

incluídos no estudo. 

Foram excluídas do estudo amostras procedentes das regiões não listadas, 

amostras sem dados demográficos, sem a presença da tríade febre, cefaléia e mialgia, de 

municípios sem divisa com os estados de São Paulo e Minas Gerais e amostras com 

volume insuficiente para a realização dos testes.  

Assim, para o estudo em população humana, foram selecionadas amostras de 

vinte e cinco municípios, considerando as Regiões de Governo, segundo Divisão 

Político-Administrativa (figura 4.5):  

i) Metropolitana – Niterói, Nova Iguaçú, Duque de Caxias e Guapimirim; 

ii) Noroeste Fluminense – Santo Antônio de Pádua, Itaperuna e Porciúncula;  

iii) Baixadas Litorâneas – Cabo Frio e Cachoeira de Macacu; 

iv) Serrana – Teresópolis, Petrópolis, Nova Friburgo, São José do Vale do Rio 

Preto e Carmo; 

v) Centro-Sul Fluminense – Vassouras, Sapucaia, Três Rios e Paraíba do Sul; 

vi) Médio Paraíba – Valença, Quatis, Barra Mansa, Barra do Piraí e Resende; 

vii) Costa Verde – Paraty e Angra dos Reis. 
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Figura 4.5: Distribuição dos municípios com amostras humanas analisadas no estado do 

Rio de Janeiro para pesquisa de infecção por hantavírus (janeiro de 2010 a junho de 

2011). 

4.3.3. Considerações Éticas 

 O estudo está inserido no projeto “Vigilância Epidemiológica de Hantaviroses e 

Rickettioses lato sensu dentro do Programa de Vigilância do Ministério da Saúde” e foi 

submetido ao Comitê Ético em Pesquisa (CEP) Fiocruz/IOC por se tratar de um estudo 

com seres humanos (CEP 559/10) (Anexo 10.7). 

 

4.4 – DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE INFECÇÃO POR HANTAVÍRUS. 

 

4.4.1 – IMUNOENSAIO ENZIMÁTICO (ELISA).  

4.4.1.1. Amostras Humanas. 

As amostras de soro e/ou sangue foram submetidas ao teste sorológico seguindo 

os procedimentos preconizados no Laboratório de Hantaviroses e Rickettsioses para a 

pesquisa de anticorpos da classe IgM com a utilização da proteína N recombinante do 
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vírus Araraquara fornecido pela Universidade de São Paulo (USP), Ribeirão Preto 

segundo protocolo descrito por Figueiredo et al. (2009). Para realização do teste, placas 

de 96 poços foram sensibilizadas com proteína recombinante do nucleocapsídeo do 

hantavírus Araraquara (ARAV-N) na metade superior (linhas A, B, C e D) e extrato de 

Escherichia coli usado como controle negativo na metade inferior (linhas E, F, G e H) 

diluídos em solução tampão carbonato-bicarbonato na concentração de 0,2µg/ µL, 

durante incubação por uma noite (“overnight”) a 4°C. Em seguida, após lavar a placa 

por 5 vezes com PBS pH 7.4 acrescido de Tween (PBS-T) 1X a 0,05%, foi adicionada 

solução de bloqueio (leite em pó desnatado a 10% em PBS-T). Após incubação da placa 

a 37°C por duas horas e subsequente etapa de lavagem, as amostras de soro, 

sabidamente positivas e negativas utilizadas como controle do teste, e as amostras em 

teste foram adicionadas na diluição de 1/400 em solução de bloqueio (5µl da 

amostra/495 µl da solução de bloqueio). Após nova incubação a 37°C por uma hora e 

etapa de lavagem por 6 vezes, anticorpos secundários anti-IgM humano conjugado com 

peroxidase foram utilizados como conjugado na diluição de 1/2000 em solução de 

bloqueio. Em continuação, após incubar e lavar novamente a placa, o substrato 

cromogênico 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) ABTS (KPL, USA) foi 

adicionado e a placa então foi incubada por 20 min a 37°C. Após o bloqueio da placa 

com adição de HCl a 1M, a absorbância foi mensurada a 405 nm em espectrofotômetro. 

A diluição do soro foi considerada positiva quando a densidade ótica (DO) foi superior 

a 0,3. A DO final de cada diluição de soro foi calculada como a diferença entre o valor 

da DO mensurada nos poços sensibilizados com a proteína ARAV-N e aqueles 

sensibilizados com o antígeno controle negativo. Um título >1: 400 foi considerado 

positivo. 

Nas amostras sororreativas para IgM anti-hantavírus, adicionalmente foi 

realizada a pesquisa de anticorpos da classe IgG utilizando-se o mesmo protocolo 

mencionado acima, exceto pelo fato de que anticorpos secundários anti-IgG humano 

conjugado com peroxidase foram utilizados como conjugado na diluição de 1/3000 em 

solução de bloqueio. 
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4.4.1.2. Amostras de Roedores 

Os soros obtidos de animais silvestres foram submetidos ao imunoensaio 

enzimático para detecção de anticorpos anti- hantavírus da classe IgG utilizando o 

antígeno Araraquara fornecido pelo Prof. Dr Luiz Tadeu Figueiredo da USP/Ribeirão 

Preto, São Paulo (Figueiredo et al., 2009). Para realização do teste, placas de 96 poços 

foram sensibilizadas com proteína recombinante do nucleocapsídeo do hantavírus 

Araraquara (ARAV-N) na metade superior (linhas A, B, C e D) e extrato de 

Escherichia coli usado como controle negativo na metade inferior (linhas E, F, G e H) 

diluídos em solução tampão carbonato-bicarbonato na concentração de 0,2µg/ µL, 

durante incubação por uma noite (“overnight”) a 4°C. Em seguida, após lavar a placa 

por 5 vezes com PBS pH 7.4 acrescido de Tween (PBS-T) 1X a 0,05%, foi adicionada 

solução de bloqueio (leite em pó desnatado a 10% em PBS-T). Após incubação da placa 

a 37°C por duas horas e subsequente etapa de lavagem, as amostras de soro, 

sabidamente positivas e negativas, utilizadas como controle do teste, e as amostras em 

teste foram adicionadas na diluição de 1/400 em solução de bloqueio. Após nova 

incubação a 37°C por uma hora e etapa de lavagem por 6 vezes, anticorpos secundários 

anti-Peromyscus leucopus e anticorpos anti-Rattus rattus conjugado com peroxidase na 

diluição de 1/3000 em solução de bloqueio. Em continuação, após incubar e lavar 

novamente a placa, um substrato cromogênico (o-phenylenediamine = OPD) diluído em 

solução citrato- fostato (pH 4,9 a 5,2) foi adicionado acrescido de peróxido de 

hidrogênio e a placa então foi incubada por 15 a 20min a 37°C. Após o bloqueio da 

placa com adição de HCl a 1M, a absorbância foi mensurada a 490 nm em 

espectrofotômetro. A diluição do soro foi considerada positiva quando a densidade ótica 

(DO) foi superior a 0,3. A DO final de cada diluição de soro foi calculada como a 

diferença entre o valor da DO mensurada nos poços sensibilizados com a proteína 

ARAV-N e aqueles sensibilizados com o antígeno controle negativo. Um título > 1: 400 

foi considerado positivo. 

4.4.2 -  TÉCNICAS MOLECULARES. 

 Considerando que, com exceção da primeira etapa, todos os procedimentos 

moleculares foram realizados com os mesmos protocolos, uma descrição em conjunto 



38 

 

da análise molecular das amostras humanas e de roedores é apresentada, com exceção 

do tópico "Extração do RNA Viral" como descrito a seguir. 

 4.4.2.1. Extração do RNA viral    

4.4.2.1.1. Amostras Humanas 

Para realização da extração do RNA viral em amostras humanas foi utilizado o 

kit QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), no qual 140µL de soro das amostras 

reativas pelo ensaio imunoenzimático foram adicionados em 560µL de tampão AVL em 

tubos de 1,5mL e posteriormente foram misturados no vortex por 15s. A solução foi 

incubada a temperatura ambiente por 10 min. Rapidamente os tubos de microtubos 

foram centrifugados para remover gotas da parte interna da tampa. Em seguida, foram 

adicionados 560μL de etanol (96-100%) às amostras e misturadas no vortex por 15 

segundos. Logo em seguida, foram centrifugadas rapidamente para retirada de gotas na 

parte interna da tampa. Com cuidado, a mistura foi aplicada para as colunas QIAamp 

Spin sem tocar no aro interno. Fechada a tampa, a mistura foi centrifugada a 8000 rpm 

(6000g) por 1 minuto. Em sequência, as colunas QIAamp Spin foram transferidas para 

tubos coletores de 2 mL limpos e os tubos contendo o filtrado foram descartados. 

Posteriormente, 630μL restantes da mistura foram aplicados na coluna QIAamp Spin e 

as amostras foram novamente centrifugadas a 8000 rpm (6000g) por 1 minuto. A coluna 

QIAamp Spin foi transferida para um tubo coletor de 2 mL limpo e os tubos contendo o 

filtrado foram descartados. Em uma nova etapa, foram adicionados 500µL do tampão 

AW1 nas colunas QIAamp Spin sem tocar no aro interno. As amostras foram 

centrifugadas a 8000 RPM (6000g) por 1 minuto. Em seguida, as colunas QIAamp Spin 

foram alocadas em tubos coletores de 2 mL limpos e os tubos contendo o filtrado foram 

descartados. 500µL do tampão AW2 foi adicionado nas colunas QIAamp Spin sem 

tocar no aro interno e sequencialmente centrifugadas a 14000 RPM (20000g) por 3 

minutos. As colunas QIAamp Spin foram colocadas em tubos coletores de 2 mL limpos 

e os tubos contendo o filtrado foram descartados. As colunas QIAamp Spin foram 

colocadas em novos tubos coletores e os tubos coletores contendo o filtrado foram 

descartados. A 14000 rpm (20000g) as amostras foram centrifugadas por 1 minuto. 

Posteriormente, as colunas QIAamp Spin foram transferidas para microtubos de 1,5 mL 

e os tubos coletores contendo o filtrado foram descartados. Cuidadosamente, as colunas 
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QIAamp Spin foram abertas e 40µL de tampão AVE foram adicionados, seguido de 

incubação a temperatura ambiente por 1 minuto e posterior centrifugação a 8000 RPM 

(6000g) por 2 minutos. Finalmente, as alíquotas de RNA foram armazenadas em freezer 

-80°C (Figura 4.6). 

 

Figura 4.6: Esquema de extração de RNA viral. Fonte: Imagem cedida por Mares-Guia, 

A. adaptada do Handbook kit QIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN). 

4.4.2.1.2. Amostras de Roedores 

As amostras de fragmentos de tecidos (pulmão, rim ou fígado) de roedores, 

previamente identificados como sororreativos, foram submetidas à extração do RNA 

viral pelo kit comercial PureLinkTM (Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante, 

descrito em seguida. Para a extração foram obtidos aproximadamente 50 mg de tecido 

que foram macerados com um pistilo em banho de nitrogênio líquido (NL), em uma 

primeira etapa. Em seguida foram adicionados 120μl de Trizol® (Invitrogen) no tubo e 

o tecido foi macerado complementarmente. Posteriormente, 880μl de Trizol® foram 

adicionados e após homogeneização em vortex, o material foi incubado à temperatura 

ambiente por 5 minutos. Na etapa seguinte 200μl de clorofórmio foram adicionados, o 

tubo agitado por 15 segundos e incubado por 3 minutos à temperatura ambiente. As 

amostras foram centrifugadas a 12.000x g por 15 minutos a 4°C, com a transferência, 

em seguida, de 400μl da fase aquosa para um novo tubo. Uma quantidade de 400μl de 

etanol a 70% foi adicionada e após homogeneização da amostra em vortex, o tubo foi 

invertido para dispensar qualquer precipitado. Subsequentemente 700μl da mistura 

foram transferidos para uma coluna com tubo coletor, submetidos à centrifugação a 

12.000x g por 15 segundos à temperatura ambiente e o líquido do tubo coletor foi 

desprezado e a coluna recolocada no mesmo tubo coletor. Essas etapas foram repetidas 

a partir da adição de 700μl da mistura.  Em sequência, adicionou-se 700μl do tampão de 
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lavagem I na coluna e centrifugou-se a 12.000x g por 15 segundos à temperatura 

ambiente, com o descarte do tubo coletor seguido pela colocação da coluna em um novo 

tubo coletor. Na etapa seguinte, 500μl do tampão de lavagem II foram adicionados na 

coluna e submetidos à centrifugação a 12.000x g por 15 segundos a temperatura 

ambiente. O líquido do tubo coletor foi desprezado e a coluna foi recolocada no mesmo 

tubo coletor. Os passos foram repetidos a partir da adição de 500μl do tampão de 

lavagem II. Por fim as amostras foram centrifugadas a 12.000x g por um minuto à 

temperatura ambiente para secagem da membrana com RNA aderido, com posterior 

descarte do tubo coletor. A coluna foi colocada em um tubo de 1,5mL com adição 

subsequente de 30μl de água livre de nuclease, seguida da incubação à temperatura 

ambiente por um minuto e centrifugação da coluna com tubo de 1,5mL a 12.000x g por 

2 minutos à temperatura ambiente. O RNA extraído foi aliquotado e armazenado no 

freezer -80°C.   

4.4.2.2. Transcrição Reversa do RNA (RT) com Reação em Cadeia pela Polimerase 

(PCR) 

A partir do RNA total extraído foram realizadas a síntese e posterior 

amplificação do cDNA em uma única etapa (One Step PCR) com utilização do Mini Kit 

SuperScript IIITM Reverse Transcriptase One Step (Invitrogen) e de primers 

específicos para o segmento S viral. Na One Step PCR (752bp), tubos de 0,5 mL foram 

utilizados para preparar a solução contendo: 0,5 μl (100 pmol/μl) do primer H04-25F 

(5’- TAGTAGACTCCTTGAKAAGCT – 3’) , 0,4 μl (100 pmol/μl) do primer H733-

752R (5’ – TCWATCCTTTCCATCCARTC – 3’)  , 0,5 μl de SuperScript® III One-

Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase, 12,5 μl (0,4 mM de 

dNTP + 3,2 mM de MgSO4) de 2X Mix da reação, 8,9 μl de água nuclease-free e 0,2 μl 

(50mM) de Cloreto de Magnésio (MgSO4), com um volume total de 23 μl. Esta mistura 

foi então distribuída em microtubos para PCR (0,2 mL) e então eram acrescentados 2 μl 

de RNA da amostra, totalizando um volume final de 25 μl. Os tubos foram então 

alocados em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) 

que realizava uma primeira etapa de 48°C por 45 minutos para amplificação do cDNA, 

seguida de uma fase inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30 

segundos, 51°C por 40 segundos, 68°C por 50 segundos, finalizando com uma etapa de 

extensão de 68°C por 5 minutos e uma temperatura final de 4°C. Uma PCR Semi-
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Nested foi realizada para aumentar a sensibilidade da amplificação. Tubos de 0,5 mL 

foram utilizados para preparar a solução contendo: 0,25 μl (100 pmol/μl) do primer 

H274-791F (5’- CCACTTGATCCAACAGGG – 3’), 0,25 μl (100 pmol/μl) do primer 

H733-752R (5’ – TCWATCCTTTCCATCCARTC – 3’), 0,1 μl (5U/μl) de Taq 

platinum DNA polimerase (Invitrogen), 0,25μl de dNTP (20mM), 2,5 μl de tampão 

PCR 10X, 0,75 μl (50mM) de Cloreto de Magnésio (MgSO4) e 18,9 μl de água 

nuclease-free, com um volume total de 23 μl. Esta mistura foi distribuída em 

microtubos para PCR (0,2 mL) na qual foi acrescentado 2 μl do produto da primeira 

PCR da amostra, com um volume final de 25 μl. Os tubos foram então alocados em um 

termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) que realizava uma 

primeira etapa de 94°C por 2 minutos seguida por 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 

54°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, uma extensão de 72°C por 5 minutos e 

uma temperatura final de 4°C.  

No caso de um resultado positivo na RT-PCR, foi realizado o seqüenciamento 

completo do segmento S do genoma viral conforme metodologia descrita por Guterres 

et al., 2013. 

4.4.2.3. Análise de DNA em gel de agarose 

O gel de agarose a 1,5% foi preparado em tampão TBE 0,5X. Os produtos da 

PCR foram aplicados no gel e submetidos à eletroforese em tampão TBE 1X. A 

visualização do DNA foi realizada após o gel ter sido submetido ao banho de 

GelRedTM (Uniscience) durante 10 minutos, através da luz ultravioleta por meio de 

transluminador.   

4.4.2.4. Purificação e Sequenciamento nucleotídico   

Os DNAs obtidos foram purificados utilizando o kit comercial Wizard® 

Genomic DNA Purification (PROMEGA), segundo o protocolo do fabricante. Os 

fragmentos obtidos na PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5%. As bandas de 

interesse foram excisadas dos géis, pesadas e transferidas para tubos de 1,5 mL. O 

tampão de solubilização (PROMEGA) foi adicionado a cada tubo na proporção de 

10μl/10mg de gel e incubados a 65°C até estar completamente dissolvido. A mistura foi 

então colocada na coluna disposta sobre os tubos coletores de 2,0 mL, incubados por 
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um minuto à temperatura ambiente e centrifugados por um minuto a 16.000x g. Os 

filtrados foram descartados e, logo em seguida, adicionados 700μl de tampão de 

lavagem PROMEGA para remover todo resíduo da agarose, seguido de centrifugação 

por um minuto a 16.000x g e o filtrado descartado. Novamente 500μl de tampão de 

lavagem foram adicionados com subsequente centrifugação por 5 minutos a 16.000x g. 

Uma nova centrifugação de 1 minuto a 16.000x g foi realizada agora sem a tampa 

interna da centrifuga para total evaporação residual do etanol. As colunas foram 

transferidas para tubos de 1,5mL estéreis e identificados. Em uma nova etapa foram 

adicionados 50μl de água livre de nuclease (PROMEGA), seguida de incubação por um 

minuto à temperatura ambiente e centrifugação a 16.000x g por um minuto. A coluna 

foi descartada e o filtrado, contendo o DNA a ser sequenciado, foi estocado a -20°C. O 

DNA purificado foi submetido ao sequenciamento utilizando o kit comercial BigDye® 

TerminatorTM v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). O volume final de 

cada reação foi de 20μl, contendo: (i) DNA purificado a ser sequenciado, na 

concentração de 100-200ng; (ii) 3,2 pmol dos primers senso e antisenso (utilizado 

separadamente), (iii) 2μl da mistura Big Dye terminator e (iv) 3μl de tampão fornecido 

pelo kit. O protocolo foi seguido, segundo o fabricante, e a reação foi processada em um 

termociclador 9700 GeneAmp® sob as seguintes condições: 30 ciclos de 96°C por 10 

segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. As sequências nucleotidicas 

foram obtidas em sequenciador automático, modelo ABI PRISM® 3130x (Applied 

Biosystems).   

4.4.2.5. Análise do Sequenciamento  

As sequências de nucleotídeos e seus eletroferogramas de sequenciamento dos 

fragmentos amplificados do segmento genômico S foram analisados por meio do 

programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). Inicialmente as sequências foram 

analisadas contra o banco de sequências depositadas no GenBank utilizando a 

ferramenta BLASTn. Em seguida, as sequências obtidas foram manipuladas no 

programa MEGA 5.0. Após a localização dos iniciadores por meio dos quais o 

fragmento foi inicialmente amplificado, as sequências foram alinhadas entre si por meio 

da ferramenta MUSCLE (Edgar, 2004) no programa MEGA 5.0. Uma sequência 

consenso foi estabelecida, e as divergências de nucleotídeos entre as sequências foram 

esclarecidas pela análise dos eletroferogramas de sequenciamento.   
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4.4.2.6. Análise Filogenética 

Para todas as análises filogenéticas realizadas, as sequências obtidas no 

sequenciamento e as obtidas em bancos de sequências foram alinhadas pela ferramenta 

MUSCLE (Edgar, 2004) no programa Seaview4 (Gouy et al., 2010). As relações 

filogenéticas foram estimadas pelo método de Monte Carlo via Cadeias de Markov 

(MCMC) implementado em MrBayes v3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), usando 

o modelo GTR+G de substituição de nucleotídeos. As configurações MCMC consistiam 

em duas corridas simultâneas independentes, com quatro cadeias cada, que foram 

executadas por 10 milhões de gerações e amostrados a cada 100 gerações, produzindo 

100 mil árvores. Depois de eliminar 25% das amostras como “burn-in” uma árvore 

consenso foi construída. O suporte estatístico dos clados foi medido pelo teste de razão 

de verossimilhança aproximada (Anisimova & Gascuel, 2006) e as probabilidades 

posteriores bayesianas. Para as análises, sequências do vírus Haantan (NC005218) e do 

vírus Seoul (AY027040) foram utilizadas como grupo externo. 

4.5– ANÁLISE ESTATÍSTICA. 

A prevalência de infecção por hantavírus, tanto em amostras humanas quanto em 

amostras de roedores, foi avaliada dividindo-se o número de amostras sororreativas pelo 

número total de amostras analisadas. Foram calculadas a média, o desvio padrão, a 

mediana e os valores mínimo e máximo da idade dos pacientes e do tempo decorrido 

entre os primeiros sintomas e a coleta de material para análise. A comparação da 

proporção de homens e mulheres sororreativos foi testada através do Teste exato de 

Fisher no programa R (R Studio versão 0.97.551). 
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5 – RESULTADOS  

5.1 – POPULAÇÃO HUMANA 

5.1.1. PERFIL DA POPULAÇÃO HUMANA 

Um total de 497 amostras humanas do estado do Rio de Janeiro foi selecionado 

para o estudo. As amostras do ano de 2010 apresentaram uma frequência de 74,04% 

enquanto que as do ano de 2011 a frequência foi de 25,95%. Valença foi o município 

que apresentou o maior número de amostras (Tabela 5.1). Com um total de 105 

amostras analisadas, a faixa etária com maior número de amostras analisadas foi a de 

20–29 anos, sendo as amostras de pacientes do sexo feminino as mais frequentes 

(Tabela 5.2).  

Tabela 5.1: Total de amostras humanas IgM negativas para dengue e a frequência por 

município e ano de ocorrência no Estado do Rio de Janeiro. 

2010 2011

Angra dos Reis 1 0 1 0,2

Barra do Piraí 3 1 4 0,8

Barra Mansa 25 25 50 10,1

Cabo Frio 1 0 1 0,2

Cachoeira de Macacu 2 1 3 0,6

Carmo 1 0 1 0,2

Duque de Caxias 1 0 1 0,2

Guapimirim 3 2 5 1

Itaperuna 2 3 5 1

Niterói 1 0 1 0,2

Nova Friburgo 20 34 54 10,9

Nova Iguaçú 0 1 1 0,2

Paraíba do Sul 1 0 1 0,2

Paraty 60 0 60 12,1

Petrópolis 7 1 8 1,6

Porciúncula 4 0 4 0,8

Quatis 1 8 9 1,8

Resende 4 0 4 0,8

S. José do Vale do Rio Preto 16 0 16 3,2

Santo Antônio de Pádua 27 0 27 5,4

Sapucaia 0 1 1 0,2

Teresópolis 0 2 2 0,4

Três Rios 0 1 1 0,2

Valença 156 10 166 33,4

Vassouras 32 39 71 14,3

Total 368 129 497 100

Municípios Total %

N° de amostras
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Tabela 5.2: Número de amostras por faixa etária e sexo em relação ao ano de coleta. 

Faixa 2010 2011 Total 

Etária/Sexo Masc Fem Total Masc Fem Ign Total Masc Fem Ign Total 

<1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 - 1 

1 - 9 7 11 18 9 4 0 13 16 15 - 31 

10 -19 25 31 56 16 13 0 29 41 44 - 85 

20 -29 44 38 82 7 16 0 23 51 54 - 105 

30 -39 33 54 87 4 8 0 12 37 62 - 99 

40 -49 27 25 52 9 8 0 17 36 33 - 69 

50 -59 21 26 47 7 5 0 12 28 31 - 59 

60 -69 6 11 17 3 3 0 6 9 14 - 23 

70 -79 4 4 8 2 0 0 2 6 4 - 10 

80 e + 3 2 5 1 1 0 2 4 3 - 7 

Ignorado 0 0 0 2 2 4 8 2 2 4 8 

Total 170 202 372 60 61 4 125 230 263 4 497 

 

As características relacionadas com a faixa etária, gênero e tempo decorrido 

entre os primeiros sintomas e a coleta de material para análise em relação ao sexo das 

amostras humanas utilizadas no estudo são apresentadas nas tabelas 5.3 e 5.4. 

Tabela 5.3: Cálculo da média, do desvio padrão, da mediana e os valores mínimo e 

máximo da idade dos pacientes em relação ao sexo dos casos utilizados no estudo.  

Idade Mulheres Homens 

Média   Desvio Padrão 33,6   17,5 anos 

(n = 261) 

33,4  18,4 anos 

(n = 227) 

Mínimo 1 mês 1 ano 

Máximo 92 anos 83 anos 

Mediana 32 anos 32 anos 

 

Tabela 5.4: Cálculo da média, do desvio padrão, da mediana e os valores mínimo e 

máximo do tempo decorrido entre os primeiros sintomas e a coleta de material para 

análise em relação ao sexo dos casos utilizados no estudo. 

Tempo decorrido entre as 

primeiras manifestações 

clínicas e a coleta de material 

para análise. 

Mulheres Homens 

Média  Desvio Padrão 9  8 dias 

(n = 241) 

8  7 dias 

(n = 199) 

Mínimo 1 dia 1 dia 
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Máximo 67 dias 61 dias 

Mediana 7 dias 6 dias 

 

As manifestações clínicas mais frequentes apresentadas na população estudada 

foram: febre (91,95%), cefaleia (87,32%) e mialgia (82,69%), seguidos de prostração 

(72,23%) e artralgia (69,41%). Outras manifestações clínicas menos frequentes, porém 

não menos importantes, foram: dor retro orbitária (60,36%), náuseas (56,54%), anorexia 

(48,89%), vômitos (33,60%), diarreia (28,37%), prurido (17,7%), exantema (16,49%), 

dor abdominal (3,02%) e manifestações hemorrágicas (2,81%). 

5.1.2. TESTES SOROLÓGICOS E MOLECULARES PARA HANTAVÍRUS 

Das amostras analisadas no estudo, cinco (05) apresentaram anticorpos da classe 

IgM anti-hantavírus, representando 1% do total de amostras analisadas sendo 4 (0,8%) 

do ano de 2010 e 1 (0,2%) do ano de 2011. As amostras sororreativas, com os seguintes 

dados epidemiológicos apresentados nas fichas epidemiológicas disponibilizadas pelo 

LACEN/RJ, estão apresentadas na Tabela 5.4.  

Entre as amostras sororreativas, 0,6% (n=3) foram do município de Valença, 

0,2% (n=1) do município de Vassouras e 0,2% (n=1) do município de Nova Friburgo 

(Figura 5.1). 

 

Tabela 5.5: Dados clínico-epidemiológicos de casos suspeitos de dengue, mas 

soronegativos, cujas amostras foram reativas para hantavírus no estado do Rio de 

Janeiro (2010-2011). 

Amostras 

Reativas Ano Sexo Idade Município

Dias de doença/ 

1ª coleta Sintomas

LHP 0088/13 2010 F 13 Valença 8 dias

Febre, cefaléia, mialgia, artralgia, náuseas, prostração, 

dor retro orbitária e anorexia.

LHP 0126/13 2010 F 18 Valença 10 dias

Febre, cefaléia, mialgia, náuseas, prostração, dor retro 

orbitária, anorexia e exantema.

LHP 0323/13* 2010 F 10 Valença 3 dias

Febre, cefaléia, artralgia, náuseas, diarréia, 

prostração, dor retro orbitária, anorexia, prurido e 

exantema.

LHP 0483/13 2010 F 76 Nova Friburgo 10 dias Mialgia, artralgia, prostração e anorexia.

LHP 0550/13 2011 M 12 Vassouras 2 dias Febre, náuseas e dor retro orbitária.  
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*Todas as amostras sororreativas para hantavírus foram submetidas à pesquisa de NS1 e 

apenas a amostra LHP 0323/13 foi positiva pelo kit Platelia Dengue NS1/BioRad. 

 

 

 

Figura 5.1: Municípios do estado do Rio de Janeiro com amostras de casos humanos 

sororreativas para hantavírus. 

Em relação ao total de amostras por município, as amostras sororreativas 

representaram 1,8% (3/166) no município de Valença, 1,4% (1/71) no município de 

Vassouras e 1,85% (1/54) no município de Nova Friburgo. 

Das cinco amostras sororreativas, 0,8% (4/497) foram do sexo feminino e 0,2% 

(1/497) foi do sexo masculino. 

Nenhuma das amostras reativas para anticorpos da classe IgM anti-hantavírus 

apresentou sororreatividade para anticorpos IgG anti-hantavírus, bem como para os 

testes moleculares, não sendo possível a detecção do RNA viral. 

Para avaliar a diferença entre homens e mulheres sororreativos (Mulheres = 

4/263; Homens = 1/230), foi realizado o teste exato de Fisher, porém não houve 

diferença significativa entre mulheres e homens sororreativos (Teste exato de Fisher p = 

0,3781). 
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5.2 - POPULAÇÃO DE ROEDORES. 

5.2.1. CARACTERIZAÇÃO DOS ROEDORES CAPTURADOS 

Foram coletados 235 espécimes de roedores neste estudo. Pelo menos dezessete 

espécies pertencentes a treze gêneros foram identificadas: 10 Sigmodontinae - Akodon, 

Calomys, Euryoryzomys, Necromys, Nectomys, Oligoryzomys, Oxymycterus, 

Brucepattersonius, Trinomys e Delomys; 02 Murinae - Mus e Rattus; e 01 

Ecethizontidae – Sphiggurus (Tabela 5.5). A Tabela 5.5 mostra que as espécies Rattus 

norvegicus (96), seguida de Akodon cursor (27), Akodon sp. (21) e Oligoryzomys 

nigripes (20) foram as mais abundantes. 

Em consequência da má qualidade e de ausência de metáfases para análise 

molecular para identificação de amostras a nível específico, alguns roedores só puderam 

ser identificados até o nível genérico, sendo assim, algumas espécies do gênero Akodon, 

Brucepattersonius, Delomys, Oligoryzomys, Oxymycterus e Trinomys permaneceram 

identificados como Akodon sp., Brucepattersonius sp., Delomys sp., Oligoryzomys sp., 

Oxymycterus sp. e Trinomys sp.. 

Dos 235 roedores coletados no estudo, 96 foram fêmeas e 139 foram machos, a 

relação por espécie coletada está demonstrada na Tabela 5.6. 

Tabela 5.6: Relação número de roedores capturados por espécie e os municípios 

estudados do Estado do Rio de Janeiro. 
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Cordeiro Mangaratiba Valença Rio de Janeiro São Gonçalo Teresópolis Piraí Total %

Sigmodontinae

Akodon cursor 10 13 4 27 11,49%

Akodon montensis 2 6 8 3,40%

Akodon lindberghi 3 3 1,27%

Akodon sp. 13 7 1 21 8,93%

Brucepattersonius sp. 1 1 0,42%

Calomys tener 1 1 0,42%

Delomys dorsalis 17 17 7,23%

Delomys sp. 3 3 1,27%

Euryoryzomys russatus 1 2 3 1,27%

Necromys lasiurus 2 2 0,85%

Nectomys squamipes 1 2 3 1,27%

Oligoryzomys flavescens 1 1 0,42%

Oligoryzomys nigripes 2 12 6 20 8,51%

Oligoryzomys sp. 1 1 0,42%

Oxymycterus dasythricus 6 6 2,55%

Oxymycterus sp. 2 2 0,85%

Trinomys dimidiatus 4 4 1,70%

Trinomys sp. 1 1 0,42%

Murinae

Rattus norvegicus 3 93 96 40,85%

Rattus rattus 1 3 4 1,70%

Mus musculus 9 1 10 4,25%

Ecethizontidae

Sphiggurus villosus 1 1 0,42%

Total 16 17 49 4 97 31 21 235 100%

Espécies

Municípios

 

 

Tabela 5.7: Distribuição de fêmeas e machos por espécie e por municípios estudados do 

estado do Rio de Janeiro. 
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5.2.2. TESTES SOROLÓGICOS PARA HANTAVÍRUS EM ROEDORES 

De todas as amostras de soro submetidas ao ensaio imunoenzimático (ELISA) 

IgG utilizando-se o antígeno Araraquara, apenas uma apresentou reatividade com título 

de 1:400. A prevalência foi de 0,42% (1/235) de anticorpos da classe IgG anti-

hantavirus nos roedores estudados.  

O roedor infectado da espécie O. nigripes foi capturado no município de 

Valença (ambiente rural), no distrito de Conservatória (Figura 5.2). Capturado numa 

armadilha tipo Sherman, o espécime apresentou os seguintes dados bionômicos: peso de 

25 gramas, escrotado, exibindo cicatriz na orelha e ectoparasitas. O mesmo encontra-se 

depositado na coleção zoológica do laboratório com o esqueleto completo preparado e 

pele taxidermizada. 
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O espécime de O. nigripes sororreativo representou 5% (1/20) de O. nigripes 

analisados neste estudo.  

 

 

Figura 5.2: Município do estado do Rio de Janeiro onde foi encontrado o roedor O. 

nigripes infectado por hantavírus. 

 

5.2.3. DETECÇÃO DO GENOMA VIRAL E ANÁLISE FILOGENÉTICA 

A análise molecular pelo método RT-PCR e o sequenciamento possibilitaram o 

sequenciamento completo do segmento S (903 nt) e a detecção da variante viral 

Juquitiba (N° de acesso GenBank KC422348) como responsável pela infecção deste 

espécime (Figura 5.3). 
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Figura 5.3: Análise filogenética entre hantavírus com base em uma análise bayesiana de 

distâncias genéticas baseada na análise do gene da proteína do nucleocapsídeo (903 nts). 

O valor numérico no nó indica a probabilidade posterior (pp) replicada que apoiou o 

ramo interior. A espécie ou cepa viral e o número de acesso no GenBank está ao lado 

dos vírus relacionados na árvore filogenética. 
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6 – DISCUSSÃO 

Desde os primeiros relatos em 1993, muitos estudos sobre a SPH vêm se 

intensificando, fato que tem possibilitado um aumento significativo do conhecimento 

desta zoonose. Diversos inquéritos sorológicos de hantavírus em humanos e roedores 

vêm sendo realizados em todo o mundo e, particularmente no Brasil, mostram o quanto 

são necessárias mais informações sobre a dinâmica de transmissão, ecologia e 

taxonomia dos reservatórios, doença e distribuição destes vírus. 

Neste trabalho, foram realizados subsequentemente dois estudos que avaliaram 

amostras de casos humanos e de roedores pelos métodos sorológicos e moleculares para 

a detecção de hantavírus no estado do Rio de Janeiro. Os resultados obtidos 

demonstraram a evidência sorológica de infecção por hantavírus em amostras de casos 

humanos inicialmente suspeitos de infecção por dengue e a detecção da variante viral 

Juquitiba no roedor silvestre O. nigripes. 

 

6.1 – DETECÇÃO DA INFECÇÃO POR HANTAVÍRUS EM ROEDORES DO 

ESTADO DO RIO DE JANEIRO. 

Estudos relacionados com reservatórios de hantavírus são de estimada 

importância para identificar espécies de roedores infectados em áreas de ocorrência de 

SPH ou simplesmente para identificar áreas em que a doença ainda não foi notificada. 

Dados adquiridos de sequências nucleotídicas demonstram que os hantavírus 

relacionados à doença humana estão altamente relacionados com os hantavírus 

encontrados em roedores que são encontrados nessas localidades (Hjelle et al., 1996; 

Ahlm et al., 1997; Plyusnin et al., 1997; Hart & Bennett, 1999). Sendo assim, em uma 

segunda vertente deste estudo se buscou estudar e identificar roedores infectados por 

hantavírus para tentar compreender o motivo pelo qual não existem casos notificados da 

doença no estado do Rio de Janeiro.  

Em relação às comunidades de pequenos mamíferos, todas as espécies coletadas 

já eram conhecidas da fauna do estado do Rio de Janeiro (D`Andrea et al., 2007; 

Bonvicino et al., 2008). 

Com exceção do roedor sinantrópico e cosmopolita Rattus norvegicus coletado 

em áreas urbanas do estado do Rio de Janeiro, os roedores silvestres dos gêneros 
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Akodon e Oligoryzomys foram os mais abundantes, estando de acordo com diversos 

estudos realizados no estado e em áreas de Mata Atlântica (Cherem & Perez, 1996; 

D`Andrea et al., 1999; Gentile et al., 2000; Dalmagro & Vieira, 2005; D`Andrea et al., 

2007; Vaz et al., 2007; Bonecker et al., 2009) que apontam para predominância dessas 

espécies em áreas antropizadas. Estes roedores são dois dos principais reservatórios de 

hantavírus no Brasil e muitas vezes são encontrados próximo de habitações humanas 

(Suzuki et al., 2004; Oliveira et al., 2007).  

A espécie O. nigripes é encontrada principalmente nos biomas Mata Atlântica e 

Mata de Araucárias. A distribuição geográfica do roedor O. nigripes se estende da 

porção central, nordeste e sul do Brasil até o Uruguai, o leste do Paraguai e Norte da 

Argentina (Andrades-Miranda et al., 2001; Weksler & Bonvicino, 2005; Bonvicino et 

al., 2008; Oliveira et al., 2009).  

Roedores da espécie O. nigripes não possuem restrição no uso do habitat 

(Bonvicino et al., 2002). Segundo Dalmagro & Vieira (2005), O. nigripes pode ser 

encontrado em áreas com menor densidade de árvores e cobertura de dossel. O roedor 

O. nigripes, encontrado infectado neste estudo, foi coletado em uma área rural do 

município de Valença. Alguns trabalhos relatam que esta espécie é abundante em áreas 

de estágios iniciais de sucessão e em áreas agrícolas, podendo se tornar uma peste em 

plantações, dada a disponibilidade de alimentos (Rodrígues, 1993; Braga et al., 2009). 

Esta espécie é também muito encontrada em áreas de borda e em áreas abertas (Umetsu 

& Pardini, 2007; Puttker et al., 2008).  Estes dados salientam o quanto estes roedores 

estão presentes em áreas de interface entre o ambiente silvestre e o ambiente 

peridomiciliar/rural, favorecendo assim, o contato do reservatório com o homem.  

O roedor encontrado infectado neste estudo era macho escrotado, com peso 

compatível com um espécime adulto e com cicatrizes na orelha. Segundo alguns 

autores, a principal forma de transmissão de hantavírus entre os roedores é através de 

ferimentos oriundos de encontros agonísticos, mais frequentemente observados em 

machos adultos (Mills et al., 1999; Mills, 2006). Segundo Mills e colaboradores (1999), 

machos adultos possuem uma maior chance de exposição ao vírus e a outros roedores 

infectados, pois encontros agonísticos entre machos são mais agressivos do que 

encontros entre fêmeas. Além disso, estes resultados corroboram a hipótese de que a 

hantavirose é transmitida entre os roedores de maneira horizontal. 
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É importante ressaltar que apesar da baixa prevalência de anticorpos anti-

hantavírus em roedores (0,42%), este resultado já era esperado segundo trabalhos 

previamente realizados, na qual a prevalência de anticorpos tem uma variação de 0 – 

47%, estando relacionada diretamente com aspectos sazonais, geográficos e das 

populações de roedores estudadas (Childs et al., 1994; Morzunov et al., 1998; Mills et 

al., 1999). Desta forma, podemos inferir que, apesar da baixa prevalência, o fato de ser 

encontrado infectado o roedor considerado reservatório primário do hantavírus 

patogênico Juquitiba e de ser uma espécie comum na região, são dados que apontam a 

presença do vírus no ambiente e que maiores estudos precisam ser realizados. 

Ressaltando este fato, comparando as sequências de nucleotídeos e de 

aminoácidos virais com outros hantavírus conhecidos, a sequência completa do vírus 

obtido de O. nigripes infectado, demonstrou o maior grau de identidade (95,7% nt e 

99,7% aa) com o vírus Juquitiba-like Oln6470 (N° de acesso GenBank KC422347) 

variante do município de Teresópolis, um hantavírus previamente caracterizado no 

estado do Rio de Janeiro, sugerindo a presença de uma única linhagem circulante nesta 

região.  

Ainda que o estado do Rio de Janeiro não tenha notificado nenhum caso da SPH, 

a circulação do hantavírus patogênico Juquitiba em roedores silvestres e a evidência 

sorológica em amostras humanas, apontam a necessidade de um maior conhecimento da 

doença entre os setores de saúde pública para auxiliar no diagnóstico diferencial no 

contexto do sistema de vigilância epidemiológica em nosso estado e no Brasil.  

De acordo com Mills & Childs (1998), a circulação de hantavírus depende 

diretamente da dinâmica populacional de roedores reservatórios, ou seja, o vírus pode 

ser extinto da população periodicamente, mas seria reintroduzido a partir do contato 

com espécimes infectados de populações vizinhas (Oliveira et al., 2009). Corroborando 

com este fato, também foi relatado que a baixa abundância relativa na dinâmica 

populacional de O. nigripes, com um número de animais muito diminuído em 

determinadas épocas do ano, também é um padrão observado em outras áreas de Mata 

Atlântica (Graipel et al., 2006; Bonecker et al., 2009; Teixeira et al., 2014). 

Provavelmente, essa baixa frequência e instabilidade em populações de O. nigripes 

desempenham um papel importante para a manutenção do vírus em baixa frequência.      
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6.2 – INVESTIGAÇÃO E DETECÇÃO DA INFECÇÃO POR HANTAVÍRUS EM 

AMOSTRAS DE CASOS HUMANOS IgM NEGATIVAS PARA DENGUE NO 

ESTADO DO RIO DE JANEIRO. 

Apesar do estado do Rio de Janeiro ainda não possuir casos notificados da SPH, 

existem evidências que sugerem que o estado é uma potencial área de circulação da 

doença. Estudos prévios realizados no estado já demonstraram evidências de infecção 

por hantavírus em pacientes com outros diagnósticos clínicos (Lemos et al., 2003; 

Lamas et al., 2013; Oliveira et al., 2009). É importante ressaltar que o estado do Rio de 

Janeiro faz fronteira com dois dos estados brasileiros nos quais a incidência da doença é 

alta, Minas Gerais e São Paulo (Ministério da Saúde, 2009). 

Corroborando com estes fatos, as amostras humanas sororreativas para 

anticorpos da classe IgM anti-hantavírus neste estudo foram oriundas dos municípios de 

Valença, onde foi verificada a presença do roedor silvestre O. nigripes reativo; 

Vassouras, município limítrofe à Valença, e Nova Friburgo, que é um município 

vizinho de Teresópolis, uma localidade previamente estudada por Oliveira e 

colaboradores em 2009, onde o vírus foi detectado e identificado previamente, 

mostrando a íntima relação entre a distribuição do reservatório e a dinâmica de 

transmissão dos hantavírus (Oliveira et al., 2009). 

Cabe ressaltar que o município de Valença é uma localidade de transição, pois é 

um município limítrofe ao estado de Minas Gerais, estado brasileiro com maior número 

de casos da SPH. Assim, de acordo com os dados observados no presente estudo, é 

possível que casos da doença, não estejam sendo diagnosticados devido, entre outros 

fatores, à semelhança clínica da SPH com outras doenças infecciosas febris como a 

dengue, por exemplo. 

Embora uma das limitações do nosso estudo tenha sido que as amostras humanas 

selecionadas para análise tinham que, como critério principal, possuir sorologia IgM 

negativa para dengue, é imprescidível reforçar que o teste NS1 foi instituído no LACEN 

Noel Nutels somente em 2011, fato que determinou a sua não inclusão nos critérios de 

seleção. Assim, considerando a dificuldade de interpretação do teste sorológico para 

dengue, no contexto das infecções primárias e as secundárias pelos diferentes sorotipos, 

todas as amostras que apresentaram anticorpos anti-hantavírus foram submetidas à 
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pesquisa de NS1 no Laboratório de Referência Regional para dengue no Instituto 

Oswaldo Cruz. 

 Com a pesquisa de NS1 nas cinco amostras sororreativas, foi possível 

identificar, a amostra LHP0323/13 que ELISA IgM negativa, foi NS1 reagente. A 

explicação para este resultado pode estar na cinética de anticorpos na infecção pelos 

DENV. Os títulos séricos de anticorpos da classe IgM aparece em uma infecção 

primária ou secundária por volta do sexto dia de doença, após o aparecimento dos 

sintomas. No entanto em uma infecção secundária, os títulos de IgM se encontram mais 

baixos que na primária, atingindo seu pico por volta de duas semanas (Nogueira et al., 

1992). Em contrapartida, a proteína NS1 é secretada na corrente sanguínea desde o 

aparecimento dos sintomas sendo detectável até o quinto ou sexto dia (Guzman et al., 

2010; Andries et al., 2012). Sendo a amostra do paciente coletada no terceiro dia de 

doença, dentro do período detectável da proteína não estrutural, a hipótese desta amostra 

ter apresentado uma reação cruzada com dengue não pode ser descartada. Entretanto, 

não podemos desconsiderar a hipótese de ocorrer uma co-infecção, dado que, em 

momentos de grande epidemia, não raramente quadros oligossintomáticos ou mesmo 

infecções subclínicas de dengue podem ocorrer e a SPH, pela similaridade clínica, não 

ser identificada por falta de uma investigação laboratorial. 

Em relação às amostras reagentes para anticorpos IgM anti-hantavírus, 

LHP0088/13, LHP0126/13 e LHP0483/13, elas foram coletadas entre o 8
o
 e 10

o
 dias de 

doença, fato que, considerando a cinética de anticorpos para dengue, na qual anticorpos 

IgM já seriam detectáveis, praticamente descarta a possibilidade de serem amostras de 

pacientes com dengue. Da mesma forma, embora coletada dois dias após o início dos 

sintomas, a amostra LHP0550/13 foi ELISA IgM e NS1 negativa, afastando, 

praticamente a possibilidade de dengue. A complementação da análise laboratorial, a 

partir da pesquisa de anticorpos da classe IgG, poderia dar maior robustez aos resultados 

obtidos. 

Apesar de não ser o tema principal deste estudo, diante do exposto, é de extrema 

importância que testes laboratoriais sejam utilizados de maneira conjunta para se obter 

um diagnóstico de dengue mais conclusivo e com menos viés de interpretação, 

eliminado assim a possibilidade de resultados falso-negativos. Assim, a utilização de 

testes NS1 e IgG na rotina diagnóstica, além do teste IgM, diminuiria a limitação de 

diagnóstico da doença em sua fase inicial e em sua fase mais tardia, além de infecções 
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secundárias, já que são testes que não necessitam de equipamentos sofisticados e 

possibilitam uma análise rápida de um grande número de amostras. 

Embora tenha sido detectada a presença de anticorpos anti-hantavírus em 

amostras humanas, não foi possível a detecção do RNA viral pelas técnicas 

moleculares, muito possivelmente devido à conservação inadequada e à manipulação 

com sucessivo descongelamento e congelamento das amostras, uma vez que as mesmas 

seriam descartadas e o RNA, muito sensível, teria se degradado. 

A partir da análise das sequências completas de duas amostras de roedores, na 

qual é possível verificar que o hantavirus Juquitiba (JUQV) se encontra em uma clade 

separada dos restante dos outros JUQV identificados no Brasil, em associação com a 

evidência sorológica de infecção humana por hantavírus, é preciso verificar, entre outras 

hipóteses, se a variante viral Juquitiba presente no estado do Rio de Janeiro está 

associada com manifestações clínicas mais brandas do que as relatadas em outros 

estados por outras linhagens da mesma variante.  Esta hipótese passa a ser reforçada a 

partir da análise dos sinais e sintomas dos pacientes reativos, já que não houve 

gravidade em suas manifestações clínicas.  

Adicionalmente, é importante destacar o fato de que o paciente LHP0126/13 

apresentou exantema, um dado não compatível com as manifestações clínicas 

encontradas na SPH, nas quais se observa mais frequentemente febre, mialgia, cefaleia, 

mal-estar associadas com manifestações gastrointestinais. No entanto, a informação da 

presença de comprometimento respiratório da SPH, como dado mais específico, não se 

encontra contemplada na ficha epdiemiológica da dengue.  Assim, como as amostras 

utilizadas neste estudo foram provenientes da investigação inicial de dengue, as fichas 

epidemiológicas disponibilizadas comtemplavam as manifestações mais frequentes para 

esta virose não existindo, consequentemente, dados mais específicos para outros 

agravos, como a SPH, fato que influenciou, assim como o teste laboratorial utilizado 

pelo Lacen Noel Nutels, a construção dos critérios de inclusão de amostras neste estudo. 

Com os resultados obtidos é possível especular que a ausência de casos humanos 

de hantavirose no estado do Rio de Janeiro pode estar associada à circulação de vírus de 

baixa virulência, às baixas taxas de transmissão entre os roedores e/ou ao não 

reconhecimento de casos da SPH pelos sistemas de saúde, já que esta doença pode ser 

confundida com outras que também apresentam a clínica semelhante com 
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comprometimento cardiopulmonar, como pneumonias e outras viroses, como dengue e 

influenza, que são doenças bastante comuns (Ministério da Saúde, 2009).  

Apesar da impossibilidade de caracterização viral, a partir das amostras humanas 

sororreativas, a evidência sorológica em cinco amostras de pacientes no estado 

fluminense em associação com a presença de roedores silvestres infectados com 

hantavírus Juquitiba, variante patogênica associada com o maior número de casos de 

SPH no Brasil, reforçam a importância de se realizar estudos de soroprevalência em 

humanos e em roedores para a obtenção de maiores informações no que concerne a falta 

de casos humanos notificados nesta região. Finalmente, os resultados obtidos, não 

somente confirmam que o hantavírus Juquitiba circula no estado do Rio de Janeiro, mas 

essencialmente apontam, sob o ponto de vista da saúde pública, a necessidade de uma 

vigilãncia sindrômica febril, especialmente em áreas onde sabidamente circulam 

roedores infectados por hantavírus.  
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7- CONCLUSÕES 

 

 Anticorpos anti-hantavírus da classe IgM foram detectados em cinco das 497 

amostras de pacientes IgM negativos para dengue, nos municípios de Valença, 

Vassouras e Nova Friburgo, corroborando com dados prévios no estado do Rio 

de Janeiro. 

 Não foi possível detectar a presença de RNA viral nas amostras humanas 

sororreativas para hantavírus nos testes moleculares, provavelmente devido à 

conservação e à refrigeração inadequadas das mesmas. 

 A identificação molecular de Juquitiba em O. nigripes infectado confirma a 

importância da realização dos estudos eco-epidemiológicos e reforça, diante 

também da presença de evidência de infecção humana por hantavírus, a 

possibilidade de ocorrência da SPH no estado do Rio de Janeiro  

  A identificação da variante viral Juquitiba na espécie O. nigripes está em 

concordância com a literatura, visto que este roedor silvestre se encontra 

distribuído no bioma Mata Atlântica 

 A análise do sequenciamento completo do segmento S da variante viral 

encontrada no presente estudo, na qual foi possível identificar que está 

intimamente relacionada com uma variante previamente identificada no estado, 

isolada das outras variantes, sugere a presença de uma única linhagem circulante 

nesta região.  

 Os dados obtidos sugerem a necessidade e a importância de se realizar estudos 

para a pesquisa de anticorpos tanto em populações de roedores quanto na 

população humana com o objetivo de auxiliar a vigilância epidemiológica da 

SPH no estado do Rio de Janeiro  
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8 – PERSPECTIVAS 

 Realizar um estudo prospectivo em áreas de vigilância e áreas com circulação de 

roedores reservatórios infectados, para garantir a qualidade das amostras 

coletadas e poder identificar molecularmente a(s) variante(s) viral(is) 

associada(s) a casos clínicos e circulantes no estado do Rio de Janeiro. 

 Colaborar com a vigilância da SPH no estado do Rio de Janeiro com mais 

informações investigativas e ecoepidemiológicas sobre a circulação do vírus no 

estado. 

 Realizar o diagnóstico diferencial com outras amostras de casos suspeitos de 

dengue procedentes do estado do Rio de Janeiro que não foram incluídas no 

estudo. 
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10 - ANEXOS 

10.1 – Registro de coleta de animais silvestres. 
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10.2 – Parecer do comitê de ética para licença de captura de animais silvestres. 
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10.3 – Licença permanente do IBAMA para coletas de mamíferos silvestres. 
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Anexo 10.4 – Autorização de captura n°255/2006 CGFAU. 
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10.5 – Licença para pesquisa em unidade de Conservação.  
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10.6 – Ficha epidemiológica para casos suspeitos de dengue do LACEN. 
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Anexo 10.7 – Protocolo do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP/FIOCRUZ. 
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