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SAMPAIO, Maria Paula de Souza. Identificacdo de agentes etioldgicos virais de casos de
encefalites e outras sindromes neurologicas agudas, Brasil. 2022. 51 f. il. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz,
Fundacao Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

RESUMO

INTRODUCAO: A encefalite ¢ uma sindrome neurolégica grave. O termo se refere a um
processo inflamatorio no parénquima cerebral que pode estar relacionado a autoimunidade ou
outras etiologias, mas pode ser devido a uma infecgdo por agentes virais. Dentre 0s virus
causadores de encefalites, a familia Herpesviridae € a causa mais comum, seguido pelos
enterovirus. Os virus transmitidos por artrépodes (arbovirus) sdo o terceiro e mais diverso
grupo de patégenos com uma importante associacdo epidemiologica com as encefalites. No
Brasil, pouco se conhece a respeito dos agentes causadores de encefalites e outras sindromes
neuroldgicas agudas. Isso se deve, em parte, a dificuldade de se identificar os agentes
etiologicos desta doenca, devido a dificuldade de acesso ao sistema nervoso central e a baixa
viremia nesse compartimento corporal. OBJETIVO: Neste trabalho pretende-se identificar os
agentes virais associados a casos de encefalites através de diversos métodos laboratoriais.
MATERIAIS E METODOS: Foram realizadas técnicas de diagnostico molecular (PCR,
RT-PCR e gqPCR) e soroldgico (deteccdo de IgM virus especifico e antigenos virais) com
amostras de LCR e soro de pacientes com suspeitas de encefalites e outras sindromes
neuroldgicas agudas. RESULTADOS: Foram incluidos 43 pacientes internados nos hospitais
participantes. Dentre as comorbidades apresentadas pelos pacientes, hipertensdo arterial
sisttmica foi a mais frequente. Antes dos sintomas neurolégicos, 32,5% dos individuos
referiram a presenca de sintomas de infeccdo viral. Os sintomas virais mais frequentes que
antecederam os sintomas neurolégicos foram febre (71,4%) e artralgia (50%). Os principais
sintomas neuroldgicos na admissdo hospitalar foram confusdo mental (32,5%) e sonoléncia
(30,2%). Todos os exames do LCR foram considerados alterados e com aumento de
celularidade. Nove pacientes (20,9%) testaram positivo na sorologia antivirus chikungunya
(CHIKV) IgM. Através do gPCR Multiplex foi detectado CHIKV em duas amostras de soro e
em uma amostra de LCR e todas as amostras tiveram resultado negativo para os virus Zika e
dengue. Na sorologia IgM anti-DENV houve um resultado positivo (3%) e na pesquisa do
antigeno NS1 DENV obtivemos dois resultados positivos (6%). O gPCR Neuro 9 detectou
trés resultados positivos para o virus Epstein-Barr (7,5%), dois para o adenovirus humano
(5%), um para enterovirus (2,5%) e um para o virus varicela-zoster (2,5%). CONCLUSOES:
Estes resultados sugerem um importante papel do CHIKV como eventual causador de
encefalites e contribuem com novas informac6es sobre a epidemiologia de encefalites no
Brasil.

Palavras-Chave: Encefalites virais. Herpesvirus. Arbovirus. Diagnostico molecular. Bahia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Encephalitis is a serious neurological syndrome. The term refers to an
inflammatory process in the brain parenchyma that may be related to autoimmunity or other
etiologies, but may be due to infection with viral agents. Among the viruses that cause
encephalitis, the Herpesviridae family is the most common cause, followed by enteroviruses.
Arthropod-borne viruses (arboviruses) are the third and most diverse group of pathogens with
an important epidemiological association with encephalitis. In Brazil, little is known about the
causative agents of encephalitis and other acute neurological syndromes. This is partly due to
the difficulty in identifying the etiological agents of this disease, due to the difficulty of
access to the central nervous system and the low viremia in this body compartment.
OBJECTIVE: The aim of this work is to identify the viral agents associated with cases of
encephalitis through different laboratory methods. MATERIALS AND METHODS:
Molecular (PCR, RT-PCR and gPCR) and serological (detection of virus-specific IgM and
viral antigens) diagnostic techniques were performed with CSF and serum samples from
patients with suspected encephalitis and other acute neurological syndromes. RESULTS: 43
patients admitted to participating hospitals were included. Among the comorbidities presented
by the patients, systemic arterial hypertension was the most frequent. Before the neurological
symptoms, 32.5% of the individuals reported the presence of symptoms of viral infection. The
most frequent viral symptoms that preceded the neurological symptoms were fever (71.4%)
and arthralgia (50%). The main neurological symptoms at hospital admission were mental
confusion (32.5%) and drowsiness (30.2%). All CSF exams were considered altered and with
increased cellularity. Nine patients (20.9%) tested positive for chikungunya antivirus
(CHIKV) IgM serology. Through qPCR Multiplex, CHIKV was detected in two serum
samples and in one CSF sample, and all samples were negative for Zika and dengue viruses.
In the anti-DENV IgM serology there was a positive result (3%) and in the search for the NS1
DENV antigen we obtained two positive results (6%). The Neuro 9 qPCR detected three
positive results for Epstein-Barr virus (7.5%), two for human adenovirus (5%), one for
enterovirus (2.5%) and one for varicella-zoster virus (2 .5%). CONCLUSIONS: These
results suggest an important role of CHIKV as an eventual cause of encephalitis and
contribute with new information on the epidemiology of encephalitis in Brazil.

Keywords: viral encephalitis. Herpesvirus. Enterovirus. Erbovirus. Molecular diagnosis.
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1 INTRODUCAO

Dentre diversas sindromes neuroldgicas agudas, as encefalites sdo as mais comuns e
sdo definidas como uma inflamacdo do parénquima cerebral. Geralmente causam quadro
neuroldgico complexo e grave, que estd associado a significativa morbidade e mortalidade
(GLASER et al., 2006). Os principais sintomas das encefalites agudas sao febres, cefaleia e
diminuicdo da consciéncia, que pode variar de confusdo mental ao coma, e podem estar
associados a convulsdes e sinais neuroldgicos focais (VENKATESAN et al., 2013). O
resultado de uma infec¢do viral ao sistema nervoso central (SNC) é determinado tanto pela
resposta imune do hospedeiro, como pela neuroviruléncia do virus infectante (KENNEDY,
2005).

Infec¢Bes virais sdo a causa mais comum das encefalites (TUNKEL et al., 2008). Os
virus mais conhecidos por causar encefalites em todo o mundo sdo os herpesvirus, que afetam
principalmente idosos e criancas e sdo responsaveis por casos esporadicos de encefalites, ndo
associados com surtos e epidemias (FERREIRA et al., 2019; KENNEDY’; QUAN; LIPKIN,
2017). Os enterovirus também podem causar encefalites e, apesar de efeitos neuroldgicos
serem raros, o alto numero de infec¢bes por estes virus faz com que eles sejam o segundo
principal agente etiolégico mais relacionado a encefalite (VENKATESAN; MURPHY, 2018).
Por fim, arbovirus também sdo responsaveis por causar a doenca, em que se destacam o virus
da encefalite de Saint Louis (SLEV), os virus das encefalites equinas do Leste, venezuelana e
do Oeste (EEEV, VEEV e WEEV) e o virus do Oeste do Nilo (WNV), que possuem sua
circulagdo descrita nas Américas (TYLER, 2018). Ao contréario dos herpesvirus e enterovirus,
surtos de encefalites causados por arbovirus podem ocorrer, aumentando a importancia da
vigilancia epidemioldgica destes.

Entretanto, a identificacdo do agente etiologico de casos de encefalites é complexa.
Muitos casos permanecem com etiologia desconhecida, variando entre 40-60% (GLASER et
al., 2003; KAHWAGI et al., 2022). Ha uma grande variedade de agentes virais passiveis de
causar encefalites e sua ocorréncia varia de acordo com a localizacdo geografica, estagcdo do
ano e status imunolégicos do paciente (COSTA; SATO, 2019). Desta forma, um grande leque
de possibilidades precisa ser investigado no liquor, que é a amostra bioldgica preferencial para
se investigar doencas do sistema nervoso central, mas sua coleta é dificil e geralmente rende

um pequeno volume.
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Atualmente, os dados sobre a epidemiologia, caracterizacdo clinica, morbidade e
etiologia das encefalites virais no Brasil ainda sdo poucos. Apenas 0s casos de encefalites que
possuem um diagndstico viral confirmado com algum virus que represente um agravo de
notificacdo compulsoria sdo notificados, como por exemplo, casos de infeccdo pelos virus da
dengue (DENV), zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV) (BRASIL, 2016). Além disso, casos
de encefalites causados por WNV tém sido notificados no pais (MARTINS et al., 2019;
PAUVOLID-CORREA et al., 2015), alertando para a emergéncia e risco de expansdo deste
virus.

Neste cenario, o presente estudo pretende caracterizar perfis clinicos de pacientes com
suspeita de encefalite viral em hospitais de municipios da Bahia e identificar o agente
etioldgico causador da patologia. Com isso, pretende-se gerar dados epidemioldgicos sobre
esta doenca e 0s virus mais comumente associados, possibilitando um diagnoéstico eficaz e

uma melhor caracterizagdo clinica da doenca relacionada ao seu agente etioldgico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENCEFALITES VIRAIS

A encefalite viral ocorre quando h& uma infeccdo viral no parénquima cerebral e se
apresenta mais comumente de forma aguda, com um processo inflamatério que é responsavel
pelos danos ao sistema nervoso central (KENNEDY, 2005). Os sintomas clinicos mais
frequentes sdo febre, dor de cabeca e alteracdo do nivel de consciéncia, mas também pode
ocorrer desorientacdo, disturbios comportamentais e da fala, sinais neurolégicos focais ou
difusos, além de crises convulsivas (WHITLEY; GNANN, 2002). Existem ainda outras
sindromes neuroldgicas agudas com sintomatologia muito semelhante as encefalites e a
diferenciacdo entre elas é complexa. Uma vez que as encefalopatias sdo a forma mais comum
de sindrome neuroldgica aguda, esse termo é usado de forma generalizada para descrever a
doenca.

A encefalite viral possui consideraveis taxas de morbidade e mortalidade e pode causar
sequelas neuroldgicas permanentes. Entre 1988 e 1997, ocorreram cerca de 7,3 internacGes
associadas a encefalite a cada 100 mil pessoas anualmente nos Estados Unidos (EUA), com
aproximadamente 1.400 mortes por ano, resultando num custo anual estimado de US$630
milhdes no periodo estudado (KHETSURIANI; HOLMAN; ANDERSON, 2002) e entre 1998
e 2010 ocorreram cerca de 263.352 internacdes (VORA et al., 2014). Apesar da incidéncia
anual de encefalite ser de 0,07 a 12,6 casos a cada 100 mil individuos no mundo todo,
distarbios graves foram relatados em até 56% dos sobreviventes e as taxas de mortalidade
variam entre 7% e 18% (GRANEROD et al., 2010).

O diagnostico das encefalites virais depende dos sinais clinicos, exames fisicos e
neuroldgicos, dados epidemioldgicos e de informacbes que podem guiar 0s testes a serem
realizados (TYLER, 2018). A rapida identificacdo do agente etioldégico € de extrema
importancia para estabelecer o progndéstico do paciente. A forma mais rapida e especifica de
se identificar o agente causador da encefalite é a deteccdo de acido nucleico especifico no
liquido cefalorraquidiano (LCR).

As técnicas mais utilizadas para se identificar agentes relacionados a encefalite
incluem principalmente o isolamento do virus, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
sorologia e, mais recentemente, a metagenémica por sequenciamento de nova geracdo (NGS)

(WILSON et al., 2019). O isolamento viral em cultura de células é o método classico para o
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diagndstico, porém, requer um tempo maior para ser conclusivo e isso pode prejudicar o
manejo do paciente. Em contrapartida, o0 PCR consegue fornecer resultados quase imediatos e
estd se tornando o teste preferivel para detectar virus em LCR (DEBIASI; TYLER, 2004).
Além disso, também pode se realizar o diagnéstico da etiologia da doenca atraves da deteccao
especifica de anticorpos em sangue ou LCR. Entretanto, esse método fornece evidéncias
menos conclusivas pois ndo representam a identificacdo direta do patdégeno no sitio da
infeccdo ou no momento de apresentacdo do quadro clinico (STEINER et al., 2010).

Apesar da existéncia e aplicacdo desses avancados métodos, a taxa de diagnostico
diferencial da encefalite viral permanece baixa em todo o mundo, sendo que em quase 70%
dos casos, 0 agente etioldgico permanece desconhecido (FENG et al., 2020). Dentre 0s casos
identificados, os virus mais comumente notificados em casos de encefalite aguda sdo
herpesvirus e enterovirus (COSTA; SATO, 2019).

2.2 ENCEFALITES CAUSADAS POR HERPESVIRUS E ENTEROVIRUS

Herpesvirus sdo grandes virus de DNA que sdo disseminados entre 0s animais.
Relacionados as encefalites se destacam o herpes simplex (HSV) 1 e 2, pertencente ao género
Simplexvirus e o virus varicela zoster (VZV), pertencente ao género Varicellovirus, ambos
pertencentes a familia Herpesviridae, e a subfamilia Alfa-herpesviridae (KAEWPOOWAT et
al., 2016). Esses virus causam infeccbes ao longo da vida e podem ocasionar manifestacdes
neuroldgicas graves e infecgbes neonatais fatais (NORBERG, 2010). A maioria dos pacientes
com encefalite por HSV apresenta sintomas inespecificos, como febre, dor de cabeca,
alteracbes no comportamento e confusdo mental, e as manifestacGes clinicas evoluem em
poucos dias, com cerca de um terco dos pacientes em coma (VENKATESAN; MURPHY,
2018).

Sabe-se que o HSV é a causa mais comum da encefalite infecciosa na maioria dos
paises, representando 50-75% dos casos (TYLER, 2018). A encefalite por HSV € causada, em
maior parte, pelo HSV-1, porém, em populac¢des neonatais 0 HSV-2 predomina (WHITLEY,
1991). O HSV-1 é responsavel por cerca de 10% a 20% de todos os casos anuais de encefalite
nos EUA, a incidéncia é estimada em 2,2 casos por 1.000.000 habitantes (SILVA, 2013). O
VZV é a segunda causa mais comum de encefalites virais no mundo (VENKATESAN;
MURPHY, 2018). Um estudo epidemiologico realizado nos EUA, em 2014, mostrou que o
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VZV representou 0,4% das causas de encefalite com uma taxa de mortalidade semelhante a da
encefalite do HSV (GEORGE; SCHNEIDER; VENKATESAN, 2014).

Enterovirus (EV) sdo virus de RNA senso-positivo membros da familia
Picornaviridae, género Enterovirus, e sao classificados em mais de 70 sorotipos diferentes. O
enterovirus neurotropico mais conhecido é o poliovirus, porém, devido ao sucesso da
vacinagdo anti-polio, as encefalites por este EV sdo muito raras. Enterovirus ndo-polio
também sdo conhecidos por infectar o SNC e, atualmente, causam a maioria das infeccoes
enterovirais com distdrbios neuroldgicos (CHEN et al., 2020). Os EVs sdo as causas mais
comuns de infeccdo neonatal e as suas infec¢Ges sdo, na maioria das vezes, assintomaticas.
Entretanto, podem apresentar algumas manifestacdes clinicas, como febre, exantemas, doenca
respiratoria, dor de garganta, miocardite, vomito, diarreia e doenca semelhante a sepse em
recém-nascidos e bebés (POSNAKOGLOU et al., 2021). Cerca de 58% dos bebés/criancas e
52% dos adultos nos EUA diagnosticados com encefalite/meningite sdo decorrentes de
enterovirus (CHEN et al., 2020).

Dentre os sorotipos de enterovirus, o EV-71 vem sendo associado a varios surtos e
casos esporadicos de infecgdo do SNC e ocorre mundialmente (KOMATSU et al., 1999). Em
1978, por exemplo, uma epidemia grave de doencas agudas do SNC ocorreu na Hungria, com
1550 casos, sendo 724 de encefalite (6,8 por 100 mil) e 826 meningites assépticas (7,7 por
100 mil). Durante esse periodo, foi realizada pesquisa de anticorpos com amostras de sangue
de 1050 pacientes, sendo 593 positivas para EV-71. Por outras técnicas ainda identificaram E-
71 em 145 de 323 amostras de liquor (NAGY et al., 1982).

2.3 ENCEFALITES CAUSADAS POR ARBOVIRUS

Os virus transmitidos por artropodes, mais conhecidos como arbovirus, tém merecido
uma importancia como patégenos que circulam entre animais silvestres e humanos por
causarem doencas graves. Esses virus sdo transmitidos através da picada de vetores, que séo
principalmente mosquitos e carrapatos.

Os arbovirus apresentam uma crescente incidéncia mundial, além de alguns deles
possuirem alto tropismo para invasdo do SNC (MILHIM et al., 2020). Diversos arbovirus
estdo associados a encefalite, principalmente os pertencentes ao género Flavivirus, como o
virus da encefalite japonesa (JEV), o virus do Nilo Ocidental (WNV) e o virus da encefalite

de Saint Louis (SLEV); e ao género Alfavirus, como os virus da encefalite equina oriental,
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ocidental e venezuelano (EEEV, WEEV e VEEV, respectivamente) (SALIMI; CAIN; KLEIN,
2016).

Esses virus sdo mantidos em um ciclo zoonético, onde aves, morcegos ou roedores sao
hospedeiros amplificadores naturais, com outros vertebrados, como equinos e humanos, sendo
apenas hospedeiros acidentais. Outros virus pertencentes aos géneros Flavivirus, como ZIKV,
DENV, e Alfavirus, como CHIKV e Mayaro virus também podem causar encefalites, mas
com uma frequéncia menor (TERZIAN et al., 2011).

O JEV ¢é a causa arboviral mais frequente de encefalite em todo o mundo e tem se
espalhado pela maior parte da Asia, causando surtos (WEAVER; REISEN, 2010). A
incidéncia global da encefalite japonesa é desconhecida, visto que a vigilancia e a
disponibilidade de testes laboratoriais de diagndstico variam em todo o mundo. Através de um
estudo realizado por Campbell e colaboradores, foi possivel estimar que aproximadamente
67.900 casos de encefalite japonesa ocorrem anualmente em paises endémicos, como China,
Japdo, Coréia do Sul, Australia, india, Paquistdo, Russia e diversos paises do sudeste asiatico,
com uma incidéncia de 1,8 por 100.000 habitantes (CAMPBELL et al., 2011).

O SLEV, por sua vez, é amplamente disperso nas Américas, do Canada a Argentina
(DA SILVA HEINEN et al., 2015). O virus foi identificado pela primeira vez na década de
1930, apo6s surtos de encefalite ao redor da cidade de Saint Louis, no Missouri, Estados
Unidos (WEBSTER; FITE, 1933). Esporadicamente ele é responsavel por surtos de
encefalites virais, mas em nimero bem menor se comparado ao JEV e WNV.

O WNV é comumente encontrado na Africa, Europa, Oriente Médio, América do
Norte e Asia Ocidental, o seu ciclo envolve transmissdo entre aves e mosquitos e assim o
virus é mantido na natureza (BENJELLOUN; EL HARRAK; BELKADI, 2016). O virus
emergiu nos Estados Unidos em 1999, num surto em Nova York e € a causa mais importante
de encefalites na América do Norte (KHETSURIANI; HOLMAN; ANDERSON, 2002). Esse
surto causou cerca de 8.200 infeccGes humanas, resultando em aproximadamente 1.700 casos
de febre do WNV, que é caracterizada por uma febre de baixo grau (MOSTASHARI et al.,
2001). Entre 1999 e 2012, foi registrado um total de 16.196 pacientes com doenca
neuroinvasiva do WNV e 1.549 mortes nos EUA (PETERSEN; BRAULT; NASCI, 2013).

Apbs sua introdugdo nos EUA, 0 WNV se espalhou por paises da América Latina. Em
2002, foi identificado em cavalos e galinhas em Guadalupe, em passaros na RepuUblica
Dominicana e em cavalos no México. Nos anos seguintes, se espalhou para El Salvador,

Guatemala, Belize, Cuba, Porto Rico, Bahamas, Haiti, Trinidad, Coldmbia e Venezuela. Em
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2005, aves infectadas por WNV foram identificadas na Argentina (BEATTY et al., 2007;
BOSCH et al., 2007; DIAZ et al., 2008; KOMAR; CLARK, 2006). Apesar dessa rapida
expansdo pelas Américas, casos de encefalites causados por WNV ainda sdo raros fora dos
EUA. Entretanto, mudancas climaticas e a expansdo de areas urbanas para zonas de florestas
podem mudar o cendrio atual e aproximar o ser humano, um hospedeiro acidental do virus, de
animais reservatorios.

Epidemias ndo sdo causadas pela maioria dos arbovirus com tropismo pelo SNC, como
WNV, JEV, SLEV e os virus das encefalites equinas. Isto ocorre, pois, um artropode que se
alimente do sangue de um ser humano infectado por esses virus, ndo é capaz de se infectar e
transmitir para outro ser humano (TYLER, et al, 2018). Entretanto, arbovirus como DENV,
ZIKV e CHIKV sdo capazes de estabelecer ciclos urbanos através da infeccdo humano-
artropode-humano e dessa forma causar epidemias. Casos de encefalites sdo raramente
associados a estes virus, mas, em momentos de epidemia, eles podem ser detectados devido ao
grande numero de pessoas infectadas.

A dengue é endémica em mais de 100 paises e estima-se que ocorrem 50 a 100
milhGes de infec¢bes e 25.000 mortes a cada ano no mundo todo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015). As Américas registraram mais de 3 milhdes de casos de dengue em
2019, segundo a ultima atualizacdo epidemioldgica da Organizacdo Pan-Americana da Salde
(OPAS) (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2020) e 1.206 mortes de janeiro a
outubro, dos quais mais de 1,2 milhdo foram confirmados laboratorialmente e mais de 22 mil
foram classificados como dengue grave (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).
ZIKV e CHIKYV séo virus emergentes e ganharam importancia mundial ap6s os anos 2000,
com grandes epidemias em ilhas do Oceano Pacifico e posteriormente nas Ameéricas
(PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018).

A infeccdo pelo ZIKV era considerada uma doenca autolimitada, com manifestacdes
clinicas representadas por febre de baixo grau, erup¢do cutdnea maculopapular, mialgia,
artralgia, dor de cabeca e conjuntivite (DUFFY et al.,, 2009). Entretanto, em 2013,
complicagdes neuroldgicas foram observadas em pacientes durante um surto de ZIKV na
Polinésia Francesa, onde varios individuos apresentaram sindrome de Guillain-Barré (SGB)
(I00S et al., 2014). A SGB é a causa mais comum de paralisia facial e possui cerca de
100.000 novos casos anualmente em todo o mundo (SEJVAR et al., 2011; SHAHRIZAILA et
al., 2021). Na maioria dos pacientes, a doenga possui um inicio agudo dos sintomas

neuroldgicos, que é precedido por uma doenca infecciosa (JACOBS et al., 1998).
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Dentre estes trés virus, CHIKV é o que mais vem sendo associado a encefalites. Um
trabalho realizado na ilha de La Reunion, durante uma epidemia de CHIKV entre setembro de
2005 e junho de 2006, encontrou uma incidéncia de encefalites de 187 por 100.000 individuos
em bebés, e 37 por 100.000 em adultos com mais de 64 anos de idade (GERARDIN et al.,
2016). Outro estudo semelhante, realizado na india, investigou complicagBes neuroldgicas
associadas ao CHIKV, mostrando que a encefalite foi a sindrome mais comum entre os
infectados, presente em 55% dos pacientes com doengas neurolégicas (CHANDAK et al.,
2009).

2.4 EPIDEMIOLOGIA DAS ENCEFALITES VIRAIS NO BRASIL

No Brasil, estudos investigando os agentes etioldgicos de encefalites sdo escassos,
sendo que sé em 2018, foram registradas 2.075 internacdes hospitalares por encefalites virais
no Sistema Unico de Satde (SUS) (SILVEIRA, 2020). O estudo de Ferreira e colaboradores,
feito em Sé&o Paulo, encontrou que EVs eram os principais causadores de encefalites entre as
amostras de liquor onde foi possivel se fazer um diagndstico. Herpesvirus foram os mais
frequentes se considerados juntos diferentes membros da familia, como HSV, virus Epstein-
Barr e citomegalovirus (FERREIRA et al., 2019). Da mesma forma, no trabalho conduzido
por Bastos e colaboradores (2014), em Manaus, foram identificados EVs como 0s principais
causadores de encefalites, sendo responsaveis por 35% das amostras de liquor positivas para
algum dos virus neurotropicos investigados (BASTOS et al., 2014). Juntos, esses trabalhos
sugerem um padrao distinto dos principais virus causadores de encefalites, quando comparado
o0 Brasil a outros paises.

Devido a condicBes climaticas e urbanizacdo ndo planejada, no Brasil ha um risco
elevado para a disseminacdo de arbovirus para humanos, isso se deve ao fato do pais possuir
centros urbanos infestados por vetores, como 0s mosquitos do género Aedes e Culex. A
dengue, por exemplo, é uma doenca muito comum no Brasil, tendo sido registrados 4.243.049
casos e 338 mortes entre os anos de 1981 e 2006 (NOGUEIRA; DE ARAUJO;
SCHATZMAYR, 2007). Em 2020, até o més de novembro, foram notificados 987.173 casos
provaveis (taxa de incidéncia de 469,8 casos por 100 mil habitantes) de dengue no pais
(SAUDE, 2021). Em 2022, até o presente momento, ocorreram 90.335 casos provéveis de
dengue (taxa de incidéncia de 42,3 casos por 100 mil habitantes), comparando com 0 mesmo

periodo analisado de 2021, houve um aumento de 43,2% de casos registrados (Secretaria de
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Vigilancia em Salde, 2022). Encefalites sdo raramente associadas a dengue, porém, durante
um estudo realizado na epidemia da dengue em Vitdria, estado do Espirito Santo, 18
pacientes, de 85 com diagndstico confirmado de dengue, manifestaram algum sintoma
neuroldgico, sendo 11 desses casos classificados como encefalite (DOMINGUES et al.,
2008).

CHIKV e ZIKV foram introduzidos no Brasil entre 2014 e 2015 e causaram surtos
epidémicos desde entdo (PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018). Enquanto ZIKV tem
seu tropismo pelo SNC mais associado com a gestacao e o desenvolvimento de microcefalia,
estudos recentes sugerem uma relacdo entre encefalites e infeccdo por CHIKV (DE LIMA et
al., 2020b). Em 2020, De Lima e colaboradores relataram um caso fatal de um paciente
internado com sintomas caracteristicos de encefalite e presenca de anticorpos IgM anti-
CHIKV no LCR. (DE LIMA et al., 2020a).

Até entdo, o maior surto de encefalites ja registrado no Brasil ocorreu na década de
1970, no Vale do Ribeira, estado de Sdo Paulo, e foi causado pelo arbovirus Rocio (ROCV).
O surto terminou em 1976 com 1.021 individuos infectados, 100 mortes e deixando centenas
de pessoas com sequelas neuronais (NEVES; MACHADO, 2016). A caracterizagdo gendmica
completa deste virus isolada de um caso fatal desse surto foi publicada apenas em 2007
(MEDEIROS et al., 2007).

O SLEV foi identificado pela primeira vez no Brasil na década de 1960, no estado do
Pard, na regido norte do pais (PINHEIRO et al., 1981). O primeiro isolamento de SLEV de
um caso humano que se pensava ser dengue ocorreu no estado de Sdo Paulo, em 2004
(ROCCO et al., 2005). Mais recentemente, um surto de manifestacdes hemorrégicas foi ligado
ao SLEV, o qual foi concomitante com um grande surto do sorotipo 3 de DENV, em 2006
(MONDINI et al., 2007b). A circulacdo de SLEV tem sido relatada nas regifes Sudeste e
Centro-Oeste nos ultimos anos, apresentando na maioria das vezes sintomas leves (DA
SILVA; HEINEN et al., 2015; DIAZ et al., 2012; MONDINI et al., 2007a, 2007c; TERZIAN
et al., 2011). Mais recente, foi descrita a circulagdo do virus do SLEV em dois estados
brasileiros, Sdo Paulo e Mato Grosso, durante surtos de DENV e ZIKV (MORAES et al.,
2022). De forma geral, a epidemiologia do SLEV em humanos ainda é pouco entendida e 0s
relatos de surtos no Brasil sdo esporadicos.

O primeiro relato contendo evidéncias sorolégicas da circulacdo do WNV no Brasil
ocorreu em 2008, na regido do Pantanal, no Centro-Oeste do Brasil. Amostras de trés dos 38

cavalos e uma das 31 galinhas testadas deram resultado positivo para WNV, evidenciando
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assim a circulagéo do virus em animais no Pantanal (PAUVOLID-CORREA et al., 2011). Em
outro estudo, em 2014, realizou-se a deteccdo de equinos soropositivos para WNV em 10
fazendas no Pantanal, além de equinos soropositivos para o Virus Ilhéus e SLEV em 14
fazendas da mesma regido (PAUVOLID-CORREA et al., 2014). O primeiro caso humano
registrado de infeccdo por WNV no Brasil, ocorreu em agosto de 2014 no estado do Piaui, no
qual o paciente deu entrada em um hospital apresentando encefalite aguda e paralisia flacida
(VIEIRA et al., 2015). Desde entdo, a Secretaria de Saude do estado do Piaui ja notificou sete
casos de infeccbes pelo WNV, gerando um sinal de alerta aos sistemas de vigilancia
epidemioldgica dos estados brasileiros, principalmente da regido nordeste, sobre o potencial
de emergéncia de surtos de encefalites causados por este arbovirus (SESAPI, 2021). Além
disso, dados gendmicos sugerem que ha pelo menos dois clados do virus no Brasil, originados
de introducbes distintas que ocorreram a partir de 2010. Tais amostras foram isoladas na
Bahia e no Ceara, alertando novamente para a iminente emergéncia de surtos de WNV na
regido nordeste do pais (FRITSCH et al., 2022).

O monitoramento da circulacéo de arbovirus neurotrépicos no Brasil é de fundamental
importancia. O pais possui potencial de transmissao de arboviroses, devido a caracteristicas
climéticas e de saneamento basico. Entretanto, casos de encefalites no Brasil ainda sdo foco
de pouca atencdo por parte dos sistemas de vigilancia epidemioldgica e ha poucos dados sobre
a incidéncia de encefalites no pais e os agentes etiologicos relacionados. Este projeto tem
como objetivo colaborar com a geracdo de conhecimento na area, investigando as principais
causas de encefalites virais em casos identificados na Bahia. Através de um diagndstico e
caracterizacdo dos casos pretendemos entender o papel dos virus classicamente associados a

encefalites e de arbovirus neurotrdpicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar agentes etiologicos virais de casos de encefalites e outras sindromes

neuroldgicas agudas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar a etiologia viral dos casos utilizando métodos soroldgicos e moleculares;
e Analisar a dispersdo temporal dos casos com intuito de entender a ocorréncia de surtos
ou se ha sazonalidade;

e Realizar uma caracterizagdo clinica breve de casos de doengas neuroldgicas virais.
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4 METODOLOGIA

4.1 POPULACAO DE ESTUDO E CRITERIOS DE INCLUSAO

Tipo do estudo: Longitudinal observacional.
Periodo do estudo: margo/2020 até agosto/2022 - 30 meses.
Populacéo do estudo

Pacientes pediatricos e adultos.

Critérios de inclusao

Pacientes com critérios clinicos compativeis com encefalites, de acordo com critérios
especificos pré-determinados (STEINER et al., 2005), e outras sindromes neurologicas, como:
Sindrome de Guillan-Barré e variantes (Wakerley et al., 2014), polineuropatias, sindromes
extrapiramidais, mielites (BARNES et al., 2002) e encefalomielite aguda disseminada
(MARCHIONI et al., 2008).

Critérios de exclusao

Diagnostico durante o internamento de trauma, intoxicacdo exdgena, neoplasia ou

sindrome metabdlica.

Locais de inclusdo de casos:

O Instituto Gongalo Moniz (IGM) — Fiocruz/BA foi o centro coordenador do estudo que
contou com onze centros para recrutamento de participantes, conforme lista abaixo:
1. Hospital Cardiopulmonar — Salvador - BA,
Hospital Geral Roberto Santos — Salvador - BA,;
Hospital do Subdrbio — Salvador - BA;
Hospital da Crianga — Obras Sociais Irma Dulce — Salvador - BA,;
Hospital Santo Antdnio — Obras Sociais Irméd Dulce — Salvador - BA
Hospital Santa Izabel — Salvador - BA
Hospital Emec — Feira de Santana - BA

© N o g B~ 0D

Hospital Cleriston Andrade — Feira de Santana - BA
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9. Hospital da Unimed — Feira de Santana - BA
10. Vigilancia epidemioldgica da Secretaria de Saude de Feira de Santana - BA

11. Hospital Regional de Irecé — BA.

4.1.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da FIOCRUZ/IGM
(CAAE 30400320.5.0000.0040). Todos os participantes foram incluidos apds o
consentimento e assinatura do Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE) pelo
participante ou representante legal.

4.2 COLETA E GERENCIAMENTO DE DADOS

O recrutamento de participantes foi realizado através de uma rede de profissionais de
salde, sobretudo meédicos neurologistas, lotados nos hospitais participantes, que notificaram
0s pesquisadores responsaveis quando houve a identificacdo de casos suspeitos de encefalites
internados nos hospitais participantes.

Apo0s verificacdo dos critérios de inclusdo, um membro da equipe do projeto foi
direcionado ao hospital notificante para inclusdo do caso, aplicacdo do TCLE e coleta de
dados. Dados sociodemograficos, informacdes clinicas, resultados de exames laboratoriais e
de exames de imagem feitos no hospital foram coletados dos prontuarios médicos em
formuléarios padronizados utilizando a plataforma REDCap (REDCap 9.3.1 - © 2021
Vanderbilt University).

4.3 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Amostras bioldgicas (soro e liquor) dos participantes foram coletadas pelos
profissionais de salde dos hospitais participantes e enviadas ao Laboratério de Patologia
Experimental (LAPEX), IGM-Fiocruz. As amostras de liquor foram coletadas como rotina
assistencial, pelo médico neurologista, tendo uma aliquota reservada e enviada ao LAPEX. As
amostras foram acondicionadas e transportadas em temperatura refrigerada, seguindo um
protocolo de diretrizes para coleta, embalagem e transporte de amostras. No laboratorio, as

amostras bioldgicas foram processadas, aliquotadas e armazenadas no freezer a -80°C.
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4.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

As amostras de soro e liquor foram submetidas a extracdo de RNA e DNA, utilizando
os kits comerciais Pure Link Mini Kit de Purificacio RNA e DNA (Invitrogen) ou Maxwell
16 Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Promega), de acordo com as instrucfes dos
fabricantes. Em seguida, o diagndstico molecular da amostra seguiu o fluxograma

representado na Figura 1.

1) PCR para herpesvirus e
enterovirus

Negativa

PCR para Zika, dengue e

2 chikungunya (ZDC)

» Diagnadstico

Negativo

3.2)

Sequenciamento

3) PCR genérico para
flavirirus e alfavirus

Megativo

Kit Comercial Neuro 9
2 |

Figura 1 - Fluxograma do diagnostico molecular de amostras de pacientes com quadro clinico de encefalites.
Fonte: Elaboragdo da autora

Inicialmente, investigamos a presenca dos virus mais comumente associados a
encefalites através da reacdo da transcriptase reversa seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) multiplex para a deteccdo de enterovirus e herpesvirus. Seguindo a
metodologia de Read e Kurtz (READ; KURTZ, 1999), utilizamos primers especificos para
enterovirus, HSV-1, HSV-2 e VZV. Como controle positivo da reagdo utilizamos um
fragmento sintético (gBlock) contendo todos os alvos dos quatro virus. As amplificaces
foram realizadas em um termociclador Veriti® ThermalCycler (Thermo Fisher Scientific).
Ap0s a reacdo, analisamos por eletroforese através de gel de 1% de agarose contendo 3 pl do
corante SYBR green em tampdo TBE 1X. Os produtos foram visualizados através do
programa ImageQuant™ LAS 4000.

As reacdes qPCR para ZIKV, DENV e CHIKYV foram realizadas com o kit Multiplex
Zika, Dengue e Chikungunya (Kit Molecular - ZDC, Bio-Manguinhos), seguindo as
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instrugdes do fabricante e utilizando controles positivos extraidos de cultura dos mesmos
virus. A amplifica¢do foi realizada no equipamento Applied Biosystems™ 7500 Real-Time
PCR Systems, localizado na plataforma de sequenciamento do IGM.

Para as amostras negativas para os testes anteriores, fizemos a investigacdo da
presenca de virus do género Alfavirus (pan-alfavirus) e Flavivirus (pan-flavivirus). Para o
método pan-alfavirus, utilizamos uma reacdo RT-PCR com quatro primers (dois externos e
dois internos, nested-PCR), que foram desenhados para anelar em uma regido conservada do
género Alfavirus e é capaz de detectar até 10 alfavirus diferentes, como descrito anteriormente
(GRYWNA et al., 2010). A visualizagdo dos resultados em gel de eletroforese foi feita como
explicado no PCR de enterovirus e herpesvirus. O teste qRT-PCR pan-flavivirus foi
executado segundo o método utilizado por Patel e colaboradores (PATEL et al., 2013),
utilizando trés primers e trés sondas, que foram desenhados para anelar em uma regido
conservada do género flavivirus e é capaz de detectar mais de 10 flavivirus diferentes. A
amplificagdo foi realizada no equipamento Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR
Systems, localizado na plataforma de sequenciamento do IGM. Os dois PCRs genéricos para
0s géneros alfavirus e flavivirus utilizaram o mesmo controle positivo do PCR ZDC.

Por fim, foi realizado um teste gPCR Multiplex para detectar nove virus causadores de
encefalite, com o kit comercial MULTI NEURO 9 (XGEN), utilizando primers e sondas
especificas para Adenovirus humano (HAdV), Citomegalovirus (CMV), virus Epstein-Barr
(EBV), HSV-1 e 2, VZV, Parechovirus humano (HPeV), Eritrovirus B19, virus herpes
humano tipo 6 (HHV6) e 7 (HHV7) e enterovirus. A amplificacdo foi realizada no
equipamento Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems, localizado na plataforma

de sequenciamento do IGM.

4.5 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Amostras de soro foram utilizadas para testes soroldgicos anti-ChikungunyalgM
utilizando kit comercial Anti-Chikungunyavirus ELISA (IgM) kit (Euroimmun, Libeck,
Alemanha), seguindo protocolo do fabricante. Também foram realizadas outras sorologias,
como anti-DenguelgM, NS1 denguee anti-Zika (Euroimmun, Libeck, Alemanha) utilizando
Kits comerciais de acordo com as instru¢cbes do fabricante e métodosin-house, utilizando

protocolos pré-estabelecidos (CDC, 2018).
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4.6 PROPOSTA DE ANALISE

O registro e organizacdo dos dados foram feitas utilizando a ferramenta REDCap
(REDCap 9.3.1 - © 2021 VanderbiltUniversity). Foram realizadas analises descritivas da
populacdo do estudo, como frequéncia de sintomas e calculo damediana e intervalo
interquartil (25-75%) de dados continuos. As figuras foram feitas utilizando o programa R,

com o pacote ggplot2.
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5 RESULTADOS

5.1 ASPECTOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS DOS PACIENTES PARTICIPANTES

Para realizacdo deste estudo, foram incluidos 43 participantes com suspeitas de
encefalites virais advindos dos hospitais participantes, sendo coletado um total de 40 amostras
de liquor e 36 amostras de soro. Trinta e quatro pacientes (80,9%) foram internados em
hospitais situados em Salvador, sendo nove internados no Hospital Cardio Pulmonar, nove no
Hospital Santo Antonio — Obras Sociais Irm& Dulce, seis no Hospital Santa Izabel, cinco no
Hospital Geral Roberto Santos, dois no Hospital da Crianga — Obras Sociais Irma Dulce, dois
no Hospital Municipal e um no Hospital do Subdrbio. Cinco pacientes (11,9%) foram
internados em Feira de Santana, sendo dois no Hospital Clériston Andrade, um no Hospital
EMEC, um no Hospital Unimed e um no Hospital Estadual da Crianga. Além disso, trés
pacientes (7,2%) estavam internados no Hospital Regional de Irecé.

A figura 2 mostra a distribuicdo de nossa amostragem no tempo, que ocorreu de
fevereiro de 2020 a junho de 2022. De forma geral, as amostras ficam bem dispersas nesse
periodo, sendo que na maioria dos meses apenas um paciente foi recrutado. A excecdo é o

més de junho de 2020, quando cinco pacientes com quadro clinico de encefalites foram
incluidos no estudo.
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Figura 2 - distribuicdo temporal das amostras coletadas de casos de encefalite no presente estudo.
Fonte: Elaboracdo da autora
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A mediana da idade dos pacientes foi de 38 anos, tendo intervalo interquartil de 20 a
75 anos. Dentre os 43 participantes do estudo, 24 foram homens (55,8%) e 19 mulheres
(44,2%). De acordo com os prontuarios médicos, a cor mais frequente foi parda (44,2%)
(Tabela 1).

Com relacdo as comorbidades, 24 pacientes (55,8%) relataram apresentar pelo menos
uma comorbidade. Quinze deles (62,5%) apresentaram Hipertensdo Arterial Sisttmica (HAS),
sete (29,1%) apresentaram doenca neurologica prévia, seis (25%) apresentaram Diabetes
Mellitus (DM), dois (8,3%) apresentaram doenca enddcrina e sete (29,1%) apresentaram

outras comorbidades (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas e comorbidades dos participantes do estudo.

N (%)

Sexo

Feminino 19 (44,2)

Masculino 24 (55,8)
Etnia

Branco 4 (9,3)

Pardo 19 (44,2)

Preto 4(9,3)

Né&o declarada 16 (37,2)
Comorbidades

HAS 15 (62,5)

DM 6 (25)

Doenca enddcrina 2 (8,3)

Doenca neurologica prévia 7(29,1)

Outras 7(29,1)
Municipios

Salvador 34 (80,9)

Feira de Santana 5(11,9)

Outros 3(7,2)

HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica; DM: Diabetes Mellitus.
Fonte: Elaboracéo da autora

Antes de apresentarem sinais e sintomas neuroldgicos associados a encefalite, 32,5%
dos pacientes referiram a presenca de sintomas de infec¢do viral. Os sintomas virais mais
frequentes que antecederam os sintomas neurologicos foram febre (71,4%) e artralgia (50%),
seguidos por cefaleia (42,8%), odinofagia (28,5%), mialgia (28,5%), erupcbes cutaneas
(21,4%), diarreia (21,4%), edema em pés (14,2%) e edema em maos (7,1%). Outros sintomas

virais foram encontrados em 35,7% pacientes (Figura 3).
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Figura 3 - Principais sintomas virais apresentados pelos pacientes nos 11 hospitais participantes do estudo,
coletados entre 2020 e 2022.
Fonte: Elaboragdo da autora

Dentre os principais sintomas neuroldgicos na admissdo hospitalar, 14 pacientes
(32,5%) apresentaram confusdo mental, 13 pacientes (30,2%) apresentaram sonoléncia,11
(25,5%) apresentaram agitacdo psicomotora, 11 (25,5%) apresentaram crises epilépticas e sete

(16,2%) apresentaram alteracdo de memoria (Figura 4).
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Figura 4 - Principais sintomas neurol6gicos durante o internamento.
Fonte: Elaboragdo da autora
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Na Tabela 2 estdo descritos os resultados de celularidade e bioquimica do exame de
LCR. Todos os exames foram considerados alterados e o aumento de celularidade observado

foi predominantemente de linfécitos.

Tabela 2 - Dados de celularidade e bioquimica do exame de liquor de 43 participantes.

Mediana
(25%-75%)

Celularidade (cell/mm?) 22 (2-115)
Proteina (mg/dL) 95,1 (27,5-131)
Glicose (mg/dL) 65 (54-75,3)
Predominio de N (%)
celularidade

Neutrofilos 2(11,2)

Linfdcitos 13 (72,2)

Monacitos 3 (16,6)

Fonte: Elaboragdo da autora

5.2 PADRONIZACAO DAS REACOES DE PCR MULTIPLEX HERPES/ENTERO, PAN-
ALFAVIRUS E PAN-FLAVIVIRUS

O PCR Herpes/Entero foi padronizado utilizando controles positivos (fragmento
sintético contendo todos os alvos) nas diluicdes de 1 milhdo, 10 mil e 100 copias por pl em
reacOes individuais dos trés virus (figuras 5, 6 e 7, para HSV, VZV e EV, respectivamente). A
diluicdo de 100 cédpias foi a que apresentou resultados mais satisfatérios com amplificacdo da
regido desejada e sem bandas inespecificas. A multiplexacdo também foi padronizada,

utilizando o controle de 100 copias testado anteriormente (figura 8).
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Figura 5 - Gel de agarose com amplificacdo do controle positivo para HSV em diferentes
dilui¢Bes. (1) Controle negativo. (2) Controle diluido em 1 milhdo de cépias por pl. (3)
Controle diluido em 10 mil copias por pl. (4) Controle diluido em 100 c6pias por pl.

Fonte: Elaboragéo da autora

Figura 6 - Gel de agarose com amplificagdo do controle positivo para VZV em diferentes
dilui¢bes. (1) Controle negativo. (2) Controle diluido em 1 milhdo de cdpias por pl. (3)
Controle diluido em 10 mil copias por pl. (4) Controle diluido em 100 c6pias por pl.

Fonte: Elaboragdo da autora
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300bp
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Figura 7 - Gel de agarose com amplificacdo do controle positivo para EV em diferentes
diluigcBes. (1) Controle negativo. (2) Controle diluido em 1 milhdo de cépias por pl. (3)
Controle diluido em 10 mil copias por pl. (4) Controle diluido em 100 c6pias por pl.

Fonte: Elaboragdo da autora
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Figura 8 - Gel de agarose com amplificacdo em duplicata dos controles positivos para HSV
(bandas 2 e 3), EV (bandas 4 e 5) e VZV (bandas 6 e 7). (1) Controle negativo. (2, 4 e 6).
Controles diluidos em 10 mil cdpias por pl. (3, 5 e 7). Controles diluidos em 100 cépias por pl.
Fonte: Elaboracdo da autora

Os PCRs genéricos para 0s géneros Alfavirus e Flavivirus foram padronizados com o0s
controles de virus cultivados (DENV, ZIKV e CHIKV) e aplicados as amostras recebidas. A
figura 9 mostra o gel de amplificacdo para o teste pan-alfavirus com os controles positivos do
CHIKYV, ZIKV e DENV, revelando banda apenas para o CHIKV, que é um alfavirus. O teste

de controles positivos também foi feito para a reagdo pan-flavivirus por RT-gPCR. Os
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resultados mostraram apenas amplificacdo para ZIKV e DENV, que sdo dois flavivirus

(imagem da amplificacdo ndo disponivel).

300bp

200bp

100bp

Figura 9 - Gel de agarose com amplificacdo dos controles positivos CHIKV, ZIKV e DENV
na reacdo pan-alfavirus. (1) Controle negativo. (2) Amplificacdo do CHIKV. (3) Auséncia de
banda para ZIKV. (4) Auséncia de banda para DENV.

Fonte: Elaboragdo da autora

5.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR

O PCR para enterovirus e herpesvirus foi realizado em 33 amostras de LCR. Das 33
amostras testadas, todas tiveram resultado negativo para EV e HSV, e uma amostra foi
positiva para VZV (3%).

As reacoes de PCR em tempo real para ZIKV, DENV e CHIKV foram realizadas com
todas as amostras de liquor (N = 43) e 35 amostras de soro dos pacientes. Todas as amostras
(soro e liquor) tiveram resultado negativo para ZIKV e DENV. O CHIKYV foi detectado em
duas (5,7%) amostras de soro e em uma (2,5%) amostra de liquor, sendo que uma amostra
positiva de soro e uma de liqguor eram do mesmo paciente, portanto, dois pacientes foram
positivos para CHIKV no teste molecular.

O pan-flavivirus foi realizado com todas as amostras de LCR e com 29 amostras de
soro e todas as amostras testadas tiveram resultado negativo. Sete amostras de soro e nove
amostras de liquor foram submetidas ao PCR pan-alfavirus e todas tiveram resultado

negativo.
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O teste comercial de gPCR para detecgdo dos nove tipos de virus causadores de
encefalites foi realizado com as 40 amostras de LCR. Obtivemos trés resultados positivos para
EBV (7,5%), dois para HAdV (5%), um para EV (2,5%) e um para VZV (2,5%), sendo que
esse Ultimo havia sido detectado anteriormente através do PCR convencional para herpesvirus

e EVs. Todos esses resultados estdo resumidos abaixo, na tabela 3.

Tabela 3 - Presenga dos virus estudados nas amostras analisadas.

Resultados
positivos
N (%™*)
PCR
ZIKV 0 (0)
DENV 0 (0)
CHIKV 2 (4,6)
pan-alfavirus 0 (0)
pan-flavivirus 0(0)
HSV 0(0)
74 1(2,3)
EV 1(2,3)
EBV 3(6,9)
HAJV 2 (4,6)
CMV 0 (0)
HPeV 0 (0)
HHV6 0 (0)
HHV7 0 (0)
B19 0(0)

*relativo ao total de pacientes (N = 43)
Fonte: Elaboragdo da autora

5.4 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Foi realizada sorologia anti-CHIKV IgM com todas as amostras de soro que tinhamos
disponiveis, 33 amostras, e nove delas (27,3%) foram positivas. Também foram realizadas
sorologias IgM anti-ZIKV e anti-DENV. N&o obtivemos nenhum resultado positivo para
ZIKV, porem, na sorologia IgM anti-DENV houve um resultado positivo (3%) e na pesquisa
do antigeno NS1 DENV obtivemos dois resultados positivos (6%).

Dentre as nove amostras positivas para anti-CHIKV IgM, tivemos resultados positivos

detectados através de outras sorologias e do diagnostico molecular. Uma dessas amostras teve
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resultado positivo para CHIKV também através do PCR ZDC e teve resultado positivo para
NS1 DENV e duas tiveram resultado positivo também para EBV.

No total, dos 43 pacientes participantes deste estudo, conseguimos identificar o agente
etioldgico ou a presenca de IgM (indicando infeccdo recente) em 16 deles (37,2%). Nove
casos foram positivos para CHIKV, trés para DENV, trés para EBV, dois para HAdV, um
para VZV, e um para EV, utilizando os métodos soroldgicos e moleculares ja descritos.

5.5 SINTOMAS DOS CASOS POSITIVOS PARA CHIKV

Dentre os nove casos positivos para CHIKV, trés (33,3%) apresentaram algum
sintoma viral antes dos sintomas neurologicos, sendo que febre e artralgia estiveram presentes
nos trés. Cinco pacientes (55,5%) apresentaram sintomas neurolégicos, sendo que sonoléncia
estava presente nos cinco. Dos trés pacientes com diagnostico de EBV, um (33,3%)
apresentou 0s seguintes sintomas virais antes dos neuroldgicos: febre, erupcdo cuténea,
artralgia, odinofagia, diarreia e edema em maos e pés, 0s outros dois ndo apresentaram
nenhum. Dois deles apresentaram algum sintoma neuroldgico, sendo que sonoléncia esteve

presente em ambos.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo conseguimos detectar alguns dos principais virus causadores de doencas
neuroldgicas, com maior foco em encefalites virais. O estudo surgiu pela necessidade de se
entender melhor os virus causadores dessa doenca no Brasil, que possui uma taxa de
diagndstico baixa. O LCR é considerado o melhor espécime substituto de bidpsia na
investigacdo de doencas neurologicas (ELLUL; SOLOMON, 2018). Aqui nos utilizamos
tanto o LCR quanto o soro para detectar a presenca dos virus através das técnicas sorologicas
e moleculares. Vérios fatores podem interferir na deteccdo dos agentes etioldgicos de
encefalites, como a sensibilidade dos métodos diagndsticos e suas limitacGes (tempo e custo),
condicdes de coleta e armazenamento das amostras, carga viral e a evolucdo da doenca em
individuos infectados (BALE, 2015; Silva, 2013). Muitos sintomas neuronais que levam o
paciente a procurar atendimento médico se iniciam dias apds 0s sintomas virais se iniciarem
e, portanto, a quantidade de virus ja pode estar reduzida, dificultando a sua detec¢do. Com
relacdo as caracteristicas clinicas dos pacientes desse estudo, observamos que a febre foi um
dos sintomas virais mais frequente, corroborando com estudos anteriores (KUMAR et al.,
2018; VALLE et al., 2020).

Considerando os resultados positivos para as técnicas moleculares e soroldgicas,
fomos capazes de identificar o agente etioldgico (diretamente ou indiretamente) em 16 dos 43
(37,2%) casos estudados. Desses casos que possuiram diagnostico positivo para algum agente
viral, nove foram detectados através dos testes soroldgicos e outros doze foram através dos
testes moleculares, sendo que algumas amostras foram positivas tanto em testes moleculares
guanto em soroldgicos. Se considerarmos apenas 0s diagndsticos positivos em técnicas de
biologia molecular (20,9%), nossos resultados ainda sdo comparaveis a estudos anteriores
similares ao nosso e realizados no Brasil, que, em geral, foram capazes de detectar o agente
etioldgico associado a casos de encefalites virais entre23,3% a 29,7% das amostras (Valle et
al., 2020; BASTOS et al., 2014; MENDOZA et al., 2007), mas podendo chegar a apenas
5,2% (FERREIRA et al., 2019).

Neste trabalho, virus da familia Herpesviridae foram os mais comumente encontrados.
Estes resultados diferem de outros estudos feitos no Brasil que encontraram EVs como a
principal causa de encefalites, enquanto nosso estudo encontrou apenas um (2,3%) caso de
infeccdo com EV. Por exemplo, Bastos e colaboradores investigaram pacientes com suspeita

de infecgdo viral no SNC em Manaus, no estado do Amazonas, identificando os agentes virais
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em 29,7% das amostras testadas, sendo que os EVs foram predominantes, seguidos pelos
EBV e VZV (Bastos et al., 2014). Outro trabalho feito com pacientes que apresentaram
suspeita clinica de infeccdo viral do SNC em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, atraves do PCR,
conseguiu detectar 6% de CMV, 5% de HSV-1, 0,5% de VZV, 0,5% de EBV e 11,3% de EVs
em 43 amostras de LCR (MENDOZA et al., 2007). Ferreira e colaboradores investigaram 234
amostras de LCR coletadas de pacientes com encefalites e encontraram mais resultados
positivos em PCR para EVs (3%) (FERREITA et al, 2019). Por fim, no sul do Brasil, um
estudo demonstrou EV como a principal causa de encefalite em criancas (18.1% dos casos
estudos), seguido por 2,2% de CMV, 1,5% de HSV e 1,1% de EBV (VALLE et al., 2020).

A presenca de arbovirus em amostras LCR ou soro de pacientes diagnosticados com
encefalites ou outros casos de doenca neuroldgica aguda é raramente investigada. Nosso
estudo encontrou a presenca direta de arbovirus em quatro casos (9,3%), sendo dois casos
(4,7%) de PCR positivo para CHIKV e dois resultados positivos (4,7%) para a presenca do
antigeno NS1 de DENV. Recentemente, um estudo retrospectivo de amostras coletadas entre
2016 e 2017 avaliou a incidéncia de arboviroses em LCR de pacientes internados com
sintomas neuroldgicos num hospital em S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo. Os casos clinicos
apresentaram-se principalmente como meningite, encefalite e eventos cerebrovasculares. Das
255 amostras de LCR analisadas, 3,5% foram positivas para arboviroses sendo que ZIKV foi
detectado em 2,7% e DENV em 0,8% (MILHIM et al., 2022). J& Ferreira e colaboradores
encontraram uma prevaléncia de 1,2% de arbovirus no seu estudo feito em Sdo Paulo com
pacientes com suspeita de encefalites (FERREIRA et al., 2019).

Desta forma, mesmo considerando apenas a deteccdo direta da presenca do agente
etioldgico, nosso estudo revelou uma importancia maior de arbovirus em casos de encefalites
do que estudos anteriores. Essa importancia fica ainda mais destacada se considerarmos 0s
resultados positivos para IgManti-CHIKV, onde encontramos nove casos positivos em 33
amostras testadas (27,3%). O periodo médio de incubacdo do CHIKV ¢é de trés a sete dias
(Rudolph et al., 2014), e os sintomas da infeccdo comegam logo apos esse periodo. A
deteccdo de IgM é geralmente observada a partir do quinto dia ap6s o inicio dos sintomas
(BOZZA et al., 2019) mas essa deteccdo pode ocorrer, em 4 — 20% dos casos, a partir do
terceiro dia (BLACKSELL et al., 2011). Apesar da detec¢do de IgM anti-CHIKV néo
comprovar gque o agente etioldgico esta presente na amostra no momento da coleta e nem sua

presenca no LCR, a rapida cinética deste anticorpo é compativel com a presenca simultanea
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do virus. Além disso, dados da bibliografia suportam que CHIKV pode ser uma causa
importante de encefalites.

Uma das primeiras evidéncias de que o CHIKV pode causar encefalites foi durante a
epidemia na ilha de La Réunion, entre 2005 e 2006, que afetou 300.000 pessoas e permitiu
que fossem observadas formas graves da doenca (GERARDIN et al., 2008; LEMANT et al.,
2008). Um estudo realizado em Salvador - BA para determinar se 0 CHIKV e o ZIKV eram
0s agentes etiologicos da encefalite viral em pacientes internados com meningoencefalite
encontrou que, dos 149 pacientes incluidos, 20 (13,34%) testaram positivo para ZIKV (12%)
ou CHIKV (1,34%) (EVANGELISTA et al., 2021). Um outro estudo foi realizado para
detectar a frequéncia do DENV, CHIKV e ZIKV em pacientes adultos com suspeita de
infeccdo viral do SNC ou sindromes pos-infecciosas residentes no estado do Rio de Janeiro.
Dos 36 pacientes do estudo, cinco casos tiveram infeccdo por DENV e seis foram positivos
para CHIKV e dentre as complicaces neurolégicas, encefalite foi a mais frequente (Mello et
al., 2020). De Lima e colaboradores realizaram um estudo de coorte em Pernambuco e
fizeram uma andlise de sobrevida onde encontraram encefalite e encefalomielite como as
doencas neuroldgicas mais frequentes nas arboviroses, mostrando que as manifestacGes
neuroldgicas do DENV, CHIKV e ZIKV tém o potencial de aumentar a mortalidade e
diminuir a sobrevida (de Lima et al., 2020). Outro estudo no estado do Ceara mostrou que 68
casos fatais tiveram infeccdo por CHIKV confirmada por algum método utilizado e 39 dbitos
por CHIKV apresentaram sinais e sintomas neurologicos, sendo que o RNA do virus foi
encontrado no LCR de 92,3% desses pacientes. Também foi realizada a autopsia em 42
mortes por CHIKV e encontraram encefalite como causa em nove delas (DE LIMA et al.,
2020b).

Os resultados obtidos neste estudo reforcam as evidéncias de que o CHIKV é um
importante agente causador de encefalites e/ou outras sindromes neuroldgicas, destacando a
necessidade de mais estudos sobre o assunto. A maioria das amostras positivas para CHIKV
neste estudo foi coletada entre margo e julho de 2022, quando ocorreu um importante surto
dessa arbovirose na Bahia (Figura 10). O fato de termos varios pacientes com IgM positivo
para CHIKV num periodo de surto da doenca ndo necessariamente é uma evidéncia de
causalidade de infeccdo de CHIKV e encefalites, podendo ser apenas dois eventos
independentes correlacionados. Entretanto, dois resultados positivos para a presenca do virus
no LCR e/ou soro reforcam que CHIKV pode sim ser um agente etioldgico importante para a

doenca.
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Figura 10 - Numero mensal de novas infec¢Ges por CHIKV confirmadas no estado da Bahia, entre
janeiro de 2019 e novembro de 2021. As barras verticais mostram a data de amostragem dos oito
casos de encefalite com teste positivo para CHIKYV e data de coleta disponivel neste estudo.

Fonte: Elaboragdo da autora

N&o conseguimos testar todas as amostras no teste pan-alfavirus, tendo em vista que é
uma técnica de PCR convencional, que demanda mais tempo para ser realizada do que real-
time PCR. Além disso, o teste ndo se mostrou tdo sensivel, uma vez que ndo foi capaz de
amplificar as amostras com resultado positivo para CHIKV no teste ZDC. Entretanto, é
evidente a importancia em se detectar os arbovirus pertencentes ao género alfavirus, ja que
nesta familia estdo presentes importantes virus causadores de encefalites como EEEV, WEEV
e VEEV.

Estudos vém demonstrando a circulacdo de diversos alfavirus e flavivirus no Brasil
com potencial neuroinvasivo (MILHIM et al., 2020; MOREL et al., 2021; WEBER et al.,
2021). Estes possuem subnotificacdo, em vista das dificuldades de se identificar o agente
etiologico de encefalites e outras sindromes neurologicas. Além disso, muitos desses virus
ndo sdo nem sequer testados, devido ao numero de possiveis causadores de manifestacdes
neuroldgicas. Por isso, métodos menos enviesados como metagenémica e isolamento viral em
cultura podem ser muito Uteis no diagndstico de encefalites e outras sindromes neuroldgicas

agudas.
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A diversidade de arbovirus circulantes no Brasil com potencial neurotropicos é alta.
Um estudo feito com um grupo de militares saudaveis em Manaus avaliando a
soroprevaléncia de 19 tipos de arbovirus encontrou positividade em 60,4% para DENV,
30,9% para o ZIKV, 46,6% para 0 WNV, 54,7% para o SLEV, 51,3% para o ILHV e 48,7%
para 0 ROCV (SALGADO et al., 2021). Outro estudo de soroprevaléncia realizado em 11
comunidades rurais em dois municipios do Sul da Bahia mostrou que a populacdo teve
contato com cinco arbovirus: DENV, ILHV, OROV, Caraparu e EEEV, e esse foi 0 primeiro
estudo relatando exposicao aos dois Gltimos virus citados em populacdes humanas na Bahia
(CATENACCI et al., 2021).

Em vista da importdncia do tema, pretendemos dar continuidade ao projeto,
expandindo a amostragem e realizando outras técnicas para a deteccdo dos agentes etioldgicos

virais relacionados a encefalite e outras sindromes neuroldgicas agudas.



7 CONSIDERACOES FINAIS

Conseguimos identificar diferentes tipos de virus causadores de doencas
neuroldgicas agudas, especialmente encefalites, nos pacientes internados durante o estudo.
Os resultados apresentados aqui destacam a importancia do CHIKV como eventual
causador de encefalites, corroborando estudos anteriores. Este estudo traz novas
informagdes quanto a epidemiologia das encefalites no Brasil, podendo estas auxiliarem
no desenvolvimento de métodos e algoritmos de diagnostico mais direcionados aos
principais agentes etioldgicos envolvidos na doenca no pais. Fica evidente também as
dificuldades de se trabalhar com o diagnostico desta doenca, fazendo-se necessario o
desenvolvimento de melhores métodos ou a utilizacdo de métodos mais complexos e

demorados, como a metagendmica e isolamento em cultura viral.
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