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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Gabriel Rosa Cavalcanti

O virus da coriomeningite linfocitica (Familia Arenaviridade, género Mammarenavirus)
apresenta uma distribuicdo mundial, devido ao seu principal reservatorio, o roedor
cosmopolita Mus musculus. A transmissao humana ocorre por inalagdo de aerossois
e contato direto com roedores e suas secreg¢des levando a um quadro infeccioso
assintomatico ou leve e autolimitado, entretanto podendo evoluir para formas graves
como meningite asséptica, meningoencefalite e o6bito. O LCMV como agente
teratogénico esta associado a disturbios congénitos como microcefalia e outras
alteragdes neuroldgicas, além de abortos. Estudos na ultima década revelaram a
presenca de LCMV em paises da América do Sul, inclusive no Brasil, onde o virus ja
foi detectado em seu reservatério natural, além de evidéncia sorolégica em amostras
humanas e de roedores do género Rattus. Com o objetivo de dar continuidade a
pesquisa sobre LCMV no pais, foi realizado um estudo em quatro comunidades
desfavorecidas urbanas, em 2018, na cidade de Salvador, Bahia. Além das 651
amostras de soro de voluntarios residentes, também foram coletadas 122 amostras
de soro e/ou visceras de roedores capturados nestas localidades. A pesquisa de
anticorpos anti-LCMV foi realizada por ELISA in house e a analise molecular por RT-
Nested PCR para amplificagdo parcial do gene da nucleoproteina viral. Todos os
roedores testados eram da espécie R. norvegicus. A presencga de anticorpos anti-
LCMV foi identificada em 1,9% (13/651) dos residentes voluntarios e a partir da analise
realizada sobre as condigbes sociodemograficas e estruturais em relagdo a
reatividade por LCMV foi possivel demonstrar que a idade e o bairro de moradia foram
variaveis estatisticamente significativas (P<0,05). Quanto aos roedores, a
soroprevaléncia foi de 4,2% (5/117) da populagdo de R. norvegicus. Em relagao a
analise molecular foi possivel detectar e caracterizar o LCMV em fragmento de tecido
pulmonar, confirmando a primeira identificagdo de LCMV em R. norvegicus no Brasil.
Quanto aos fatores condicionantes para os roedores, apenas 0 sexo se mostrou
significativo (P<0,05). A baixa prevaléncia identificada esta de acordo com os dados
encontrados no mundo, exceg¢ao em casos de surto. Diante do exposto confirma-se a
circulagdo do LCMV nas comunidades estudadas e fica evidente a necessidade de
mais pesquisas para que se possa compreender a verdadeira circulagao do virus no
Brasil e seu impacto na saude publica, como patégeno que deva ser incluido no
diagndstico diferencial de neuroinfecgdes e disturbios congénitos.

Palavras-chave: Virus da coriomeningite linfocitica; ratazanas; comunidades
desfavorecidas; epidemiologia.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Gabriel Rosa Cavalcanti

LCMV (Family Arenaviridade, genus Mammarenavirus) is found worldwide, due to its
main reservoir, the cosmopolitan rodent Mus musculus. Human transmission occurs
by inhalation of aerosols and direct contact with rodents and their secretions, leading
to an asymptomatic or mild and self-limited infectious condition, however, it can
progress to severe forms such as aseptic meningitis, meningoencephalitis and death.
LCMV as a teratogenic agent is associated with congenital disorders such as
microcephaly, among other neurological disorders, and miscarriages. Some studies in
the last decade showed the presence of LCMV in South American countries. In Brazil,
LCMV has already been detected in its natural reservoir and has serological evidence
in human and rodent samples of the genus Rattus. To continue the research on LCMV
in the country, a study was carried out in four urban slums, in 2018, in the city of
Salvador, Bahia. A total of 651 serum samples from resident volunteers, 122 serum
and/or tissue samples were collected from rodents captured in these locations. The
search for anti-LCMV antibodies was performed by in-house ELISA and molecular
analysis by RT- Nested PCR for partial amplification of the viral nucleoprotein gene.
All rodents tested were of the species R. norvegicus. The presence of anti-LCMV
antibodies was identified in 1.9% (13/651) of the volunteers. The analysis of the
sociodemographic and structural conditions in relation to LCMV reactivity in all the 4
slums demonstrate that the age and housing neighborhood were statistically significant
variables (P<0.05). Regarding to rodents, the seroprevalence for LCMV was 4.2%
(5/117) of the population of R. norvegicus. An LCMV sequence was detected from the
lung fragments tested, which were compared with sequences from the GenBank
database, confirming the first molecular characterization of LCMV in R. Norvegicus in
Brazil. As for conditioning factors for rodents, only sex was significant (P<0.05). The
low prevalence identified in the present study is in accordance with data found
worldwide, except in cases of outbreaks. The circulation of the virus in the communities
studied is confirmed and the need for further studies is evident to understand the true
extent of the circulation of the virus in Brazil and its impact on public health, as a
pathogen that should be included in the differential diagnosis of neuroinfections and
congenital disorders.

Keywords: Lymphocytic choromeningitis virus; norway rats; slums; epidemiology.
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1.INTRODUGCAO
1.1- Consideragoes gerais

O mundo atual é predominantemente urbano, cerca de 55% da populagao
mundial se concentra nesse tipo de ambiente. Esse processo de urbanizacao ocorre
por todo o globo e paises como Brasil, Argentina e Colémbia, considerados paises em
desenvolvimento se encontram em um estagio avangado com indices de 88,6%,
91,9% e 80,8% de habitantes em zonas urbanas, respectivamente’.

Os centros urbanizados, contudo, ndo representam necessariamente boas
condi¢cdes de vida. O resultado do éxodo da populagdo rural para as cidades,
incapazes de suportar esse aporte populacional, pode ser visto no levantamento das
Nacodes Unidas de 2003 sobre assentamentos humanos, segundo o qual mais de um
bilhdo de pessoas no mundo residiam em aglomerados subnormais?. Os dados do
ultimo censo do IBGE (2010) mostram que no Brasil, 11, 4 milhdes de pessoas de
pessoas residem nesses tipos de habitagdo, sendo que em cidades como Salvador,
estado da Bahia, corresponde a mais de 50% da populagéo 3.

Diversas espécies de animais se adaptaram a areas antropizadas, onde
acabam se proliferando e mudando seus habitos de vida. Entre os animais que
circundam o espaco humano, existem aqueles que estdo mais adaptados,
denominados sinantrépicos. Muitos desses, porém, sdo considerados de importancia
para saude publica, servindo como reservatorios de patégenos humanos, como, por
exemplo, os roedores. Sabe-se que os roedores, particularmente os ratos, ratazanas
e os camundongos, sdo hospedeiros de pelo menos 60 agentes zoondticos®.

A migragéo de roedores para as cidades se da principalmente pela oferta de
abrigos e alimentagdo. Geralmente o alimento esta disponivel nas lixeiras ou lixos
acumulados nas ruas®. A presenca dessas condigbes esta associada as zonas e as
camadas desfavorecidas da sociedade/regido, onde a falta de estrutura (rachaduras
nos edificios, presenca de materiais abandonados) e outras condi¢gdes precarias
(acumulo de lixo e falta de saneamento basico) proporcionam o ambiente perfeito para
a perpetuacdo dessas espécies. Desta forma, a condicdo socioeconOmica esta

relacionada com a presenga de animais como roedores®’ (Figura 1).



Figura 1. Fotos das comunidades Alto do Cabrito (A) e Nova Constituinte (B), demonstrando a
precariedade dos domicilios. Retiradas do Google street view url: https://www.google.com.br/maps/@-
12.9089435,-38.4757376,3a,60.3y,314.99h,72.85t/data=!3m10!1e1!3m8!1s0bd CMBWFRZipOWm-
QnYGsQ!2e0!5s20190501T000000!7i13312!8i6656!9m2!1b112i65 . Acessado em: 07/09/2022.

Dentre os roedores de importancia para o homem, Ratttus rattus, Mus musculus
e Rattus norvegicus sao as trés principais espécies de roedores sinantropicos
comensais no Brasil 8. Diante disto, a presenca dessas espécies ligada a baixa
condigao de vida torna as habitagdes, como aglomerados urbanos subnormais, um
berco propicio para o aparecimento de surtos das mais variadas zoonoses. Dentre os
agentes zoonoticos associados a esses animais esta o virus da coriomeningite
linfocitica (LCMV).

1.2- Etiologia

1.2.1. Breve histoérico

O LCMV foi primariamente isolado e identificado por Charles Armstrong, ao
acaso, como relatado em sua biografia, enquanto trabalhava na identificagdo do
agente de epidemia de encefalite em St. Louis, EUA, em 1933. Achados
anatomopatolégicos encontrados, apds passagens de amostras clinicas de um
paciente em primatas ndo humanos, levantaram a suspeita da ocorréncia de um novo
e distinto agente daquele ja investigado, visto que, ao contrario do que era descrito
para o virus da encefalite de St Luis (SLEV), foram observadas infiltragoes de linfocitos
tanto nas meninges quanto no plexo coroide, panorama diferente do apresentado em
infecgdes por este virus °. Outras diferengas observadas por Armstrong e Lillie foram:
a conflitante falta de sintomas apds a inoculagao intranasal, por parte do LCMV, em

relacdo a SLEV; a falta de reacéo cruzada em testes de neutralizagdo; a presenga do
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LCMV no sangue e no liquido cefalorraquidiano, o que n&o ocorre com o SLEV. O
nome “virus da coriomeningite linfocitica” derivou das caracteristicas descritas acima
0. Notou-se, entretanto, que a linhagem encontrada era similar a seis outros isolados
obtidos anteriormente por Muckenfuss, Armstrong e McCordock (pesquisadores
envolvidos no estudo da epidemia em St. Louis) em primatas e por Webster e Fite em
trabalho com roedores 112,

Quase que concomitantemente a identificagcdo e a nomeacgao deste novo virus,
outros grupos de pesquisa avangaram no conhecimento sobre LCMV. Em 1935, Traub
isolou o LCMV em roedores; infectados naturalmente, a partir de um surto de etiologia
até entdo desconhecida em uma col6nia de producgdo '3-15. Ainda em 1935, River e
Scott além de isolarem o virus de dois pacientes, sob as nomenclaturas cepa W.E. e
cepa R.E.S., confirmando a doenga em humanos, descreveram a patogenicidade e
detalharam as manifestagdes clinicas '6. A confirmagao sobre LCMV em ambos os
casos se deu por um trabalho em conjunto, em que Armstrong auxiliou Traub e
posteriormente, ambos os pesquisadores auxiliaram River e Scott. Em estudo anterior
ao de Rivers e Scott, Armstrong e Lillie encontraram trés outras cepas do virus e
individuos portadores de anticorpos anti-LCMV, sugerindo o que fora confirmado mais
tarde no trabalho supracitado. Notou-se também a presenca de anticorpos em um
individuo sem histérico de encefalite e meningite, o que indicou uma possivel infecgao
assintomatica, fato também demonstrado posteriormente 7.

Os trabalhos de Traub '*15 demonstraram também que roedores infectados por
LCMV de forma vertical ou nos primeiros dias apés o nascimento, ndo evoluiam a
obito e ndo desenvolviam resposta imune ao virus, o que indicava uma tolerancia por
parte do sistema imunolégico do filhote recém-nascido. Este perfil imunologico
observado no roedor foi determinante para que o LCMV fosse algado como modelo
nos estudos no campo da imunologia 8.

Ap0ds esse periodo o numero de trabalhos envolvendo LCMV aumentou, como
€ natural, porém este ndo apresentara nenhuma caracteristica que pudesse o agrupar
em algum dos faxa conhecidos na época. Essa situagdo mudou a partir de 1969 com
os trabalhos de Murphy e colaboradores '° que registraram similaridades bioldgicas,
fisicas e morfologicas entre o virus LCMV e o Machupo, além do trabalho de Rowe e
colaboradores 2° que demonstraram a relagao soroldgica entre o LCMV e os membros
do complexo Tacaribe, indicando uma reatividade cruzada entre eles. Neste contexto,
foi proposta a criagdo de um taxon para esse conjunto de virus e todos aqueles com

semelhante relagdo imunoldgica, culminando com a denominagao de arenavirus, em
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decorréncia do aspecto granular observado ao visualizar as particulas virais por

microscopia eletronica 1319.20.21,

1.2.2. Classificagao taxonémica, morfologia e replicagao viral

Os primeiros arenavirus classificados, os virus do complexo Tacaribe, Lassa e
LCMV, seguiam os critérios citados anteriormente, levando em consideragcdo sua
proximidade estrutural e antigénica 2°. Com o passar dos anos e com a inclusdo de
outros membros, formou-se uma divisao baseada na distribuigdo geografica dos virus,
suas propriedades antigénicas e variabilidade genética, agrupando entdo os
arenavirus em virus do Novo e do Velho Mundo, classificados como o sorocomplexo
Tacaribe e o complexo Lassa-LCMV, respectivamente 2223, Essa separacgiao
geografica s6 é rompida pelo LCMV devido a sua associagcdo com o roedor
cosmopolita Mus musculus 423,

Em 2014, entretanto, publicagbes demonstrando a existéncia de virus
relacionados ao grupo dos arenavirus que eram capazes de infectar outras classes
de animais, além dos mamiferos, como os répteis, levaram a uma nova proposta de
divisdo do grupo em dois novos géneros, Mammarenavirus e Reptarenavirus, com a
inclusdo posteriormente, de mais dois géneros, Hartmanivirus e Antennavirus,
englobando um total de 54 espécies reconhecidas 224,

Atualmente o ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses,
considera como critério para inclusdo de uma nova espécie no género
Mammarenavirus fatores como: (i) associagdo a grupos divergente de hospedeiros;
(i) dispersdo do virus em uma localizagdo geografica distinta dos demais; (iii)
associacdo ou nao com doenc¢as humanas; (iv) identidade menor de 80% na
sequéncia de nucleotideos no segmento S; (v) identidade menor de 76% na
sequéncia de nucleotideos do segmento L; e (vi) por ultimo uma identidade menor de
88% nos aminoacidos da nucleoproteina viral, em relagido as demais espécies 222425,

Seguindo os critérios atuais do ICTV, o LCMV é classificado no Dominio:
Riboviria/ Reino: Orthornavirae/ Filo: Negarnaviricota/ Sub-filo: Polyploviricotina/
Classe: Ellioviricetes/ Ordem: Bunyavirales/ Familia: Arenaviridae/ Género:
Mammarenavirus/ Espécie: Lymphocytic choriomeningitis mammarenavirus. O virus é
agrupado na classe V da classificagdo de Baltimore, sendo aqueles de fita simples de

RNA de senso negativo 5.



As particulas de LCMV sé&o envelopadas com tamanho variando entre 50 até
300nm (variagdo maxima na familia Arenaviridae), contendo 2 segmentos de RNA,
um small (S) e outro large (L), que possuem um tamanho médio de, respectivamente,
7,2kb e 3,4kb. O segmento S codifica para nucleoproteina (NP) e para o precursor da
glicoproteina (GPC) que é clivado pos tradugédo dando origem as sub-unidades GP1
(dominio de ligagao ao receptor) e GP2 (proteina de fusdo transmembrana); e o
segmento L para a proteina de matriz de ligagdo ao zinco (Z) e a RNA polimerase
(RpRd proteina L) (Figura 2). Os dois segmentos funcionam de forma ambisense,
traduzindo uma proteina por diregdo em cada segmento, sendo eles separados por
uma regido intergénica (RIG). As subunidades GP1 e GP2 em conjunto formam a
espicula viral que interage com o receptor de superficie de células hospedeiras,
permitindo sua entrada, essa mediada pela GP1 em contato com o receptor celular
alfa-distroglicano. A nucleoproteina em associagdo com o material genético forma o
nucleocapsideo viral que em conjunto com a RNA polimerase, constituem a
ribonucleoproteina viral. A proteina Z tem a mesma fungao da proteina da matriz de

outros virus envelopados 2628,
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Figura 2. A) Fotomicrografia eletrénica das particulas de LCMV Fonte: ICTV url:
https://ictv.global/report/chapter/arenaviridae/arenaviridae/mammarenavirus (Courtesy R. Milligan, J.
Burns, and M. Buchmeier). Acessado em 08/09/22. B) Esquema de particula viral de LCMV adaptado
de modelo desenhado pelo Instituto Sui¢o de Bioinfomatica, 2010. url: https://viralzone.expasy.org/83.

GP- Glicoproteina, Z- Proteina de Matriz, L- Polimerase, N- Nucleproteina, RNP-

Riobonucleocapsideo, Genoma Viral. Acessado em: 06/08/2022.C) Organizagdo genémica do
LCMV. Fonte: ICTV url: https://ictv.global/report/chapter/arenaviridae/arenaviridae/mammarenavirus
(Courtesy R. Milligan, J. Burns, and M. Buchmeier). Acessado em 08/09/22.

Durante a invaséao celular pelo virus, apds a ligagao inicial virion-célula e a
endocitose da particula viral, a GP2 é desassociada da GP1 com a fusao entre as

membranas viral e celular, em um processo pH dependente desencadeado pela
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acidificacdo do ambiente do endossoma, levando a liberagdo do complexo de
ribonucleoproteina viral no citoplasma celular, dando inicio ao processo de replicacao
26, 2830 O RNA viral servirda como molde para a formacdo de uma nova fita
complementar ao RNA gendmico, que sera o modelo para a sintese de uma nova fita
do genoma viral. A traducdo da NP e da polimerase ocorrem na fase inicial deste
processo, enquanto da proteina Z e do GPC ocorrem em uma fase tardia. Em especial
o RNAm que codifica o GPC é tranduzido nos ribossomas associados ao reticulo
endoplasmatico, onde inicia também o processo de clivagem que terminara no
complexo de Golgi. Apds o processo de replicagéo terminar, a proteina Z assume um
papel importante de inibir a funcdo da polimerase, de facilitar o deslocamento do
complexo replicativo para perto da membrana celular e com o seu acumulo, iniciar o
processo de brotamento celular. A proteina Z também é apontada como responsavel
pelo brotamento de particulas defectivas-interferentes, virions incompletos, que

ajudam no estabelecimento da infecgao 26 31-34 (Figura 3).

Q)
~ O —F

= ("3 ©

by T
Q R
@ SL / / /
(Y t.;\\/ @
= ‘;@L

/

Reticulo Endoplasmatico

Complexo de Golgi

Figura 3. Esquema de replicagdo do LCMV. 1) Adsor¢ao viral mediada pela GP1 em contato com o
receptor alda-distroglicana. 2) Penetragao por endocitose mediada por receptor. 3) Fusao, pH
dependente, do envelope do virus com a membrana do endossoma ocorrendo a liberagdo do material
genético no citoplasma da célula. 4) A replicagdo do genoma viral 5a) Tradugcédo da NP e da
polimerase viral, no ciclo inicial e tradug&o da proteina Z no ciclo tardio. 5b) Tradugdo da
glicoproteinas e clivagem no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi, isto na fase tardia da
replicagédo. 6 Migragao da ribonucleoproteina para a membrana celular, mediada pela proteina Z. 7)
Liberagao da particula viral por brotamento e fim do ciclo. Fonte: Gabriel Cavalcanti, baseado de
Hallam SJ. e colaboradores 2.
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1.3. Diversidade genética

Albarifio e colaboradores 3 ao estudarem a variabilidade dentro da espécie
Lymphocytic choriomeningitis mammarenavirus conseguiram demonstrar, por analise
bayesiana, quatro linhagens de LCMV, devido a alta diferenga das sequéncias
nucleotidicas e de aminoacidos das cepas estudadas. Ao se comparar os virus dentro
das proprias linhagens foi possivel observar alteragdes nucleotidicas em até 18% e
quando comparando com cepas de linhagens diferentes, em 25%, relacionados ao
segmento S do genoma viral. Em relagdo ao segmento L, foram encontradas
variagdes de até 25% entre os virus de uma mesma linhagem e até 28% daqueles de
linhagens diferentes. Em relagdo a diferenga de aminoacidos, ja se observou uma
diferenca de até 18%, 13%, 10% e 6% em relagao respectivamente, as sequéncias
da proteina de matriz Z, da RNA polimerase, do precursor da glicoproteina e da
nucleoproteina. Estudos anteriores compilados por Albariio e colaboradores ja
indicavam que a variabilidade genética entre alguns LCMVs podia chegar até 22% 35.

As quatro linhagens citadas foram obtidas a partir de comparagdes do
segmento S entre diferentes cepas por andlise bayesiana e resultaram no
agrupamento de cepas de diversos paises, sem nenhuma ligagao geografica definida.
A linhagem | é formada pela maior parte das cepas identificadas nos Estados Unidos,
incluindo aquelas classicas obtidas nos anos 30, como Armstrong e W.E., mas
também abrangendo cepas da Europa (Alemanha, Franga e Eslovaquia). A linhagem
Il engloba apenas os virus da Europa. A linhagem Il possui apenas um representante
dos EUA, enquanto a linhagem IV é composta por virus isolados na Espanha,
especificadamente do roedor Apodemus Sylvaticus 3°.

Utilizando a mesma metodologia, Zhang Li %, em 2018, ao classificar as
sequéncias encontradas em seu trabalho, obteve as mesmas quatro linhagens
estabelecidas em 2010, entretanto, com a utilizagdo de dados atualizados, foram
adicionadas sequéncias a linhagem |, sendo essas oriundas da Europa, Asia, Africa e

América, enquanto as outras linhagens se mantiveram iguais % (Figura 4).
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A diferenga entre as cepas de LCMV vai além da divergéncia genética, em que
cada cepa pode representar uma diferenca na capacidade de persisténcia viral, no
tropismo do virus e na intensidade da resposta de anticorpos no hospedeiro, como
reportado por Xin Zhou e colaboradores em 2012 '8, em uma revisdo dos estudos de
Tishon, Antoinette e colaboradores 37 e Ahmed e colaboradores 3. Por exemplo, estes
trabalhos demonstraram que, em comparacdo com a cepa do LCMV Traub, a cepa
Armstrong desencadeia, em camundongos, uma resposta mediada por anticorpos
mais intensa. Em outra comparacéo, a cepa Armstrong, por ter sido isolada de tecido
cerebral, mantém o neutropismo durante a infeccdo de novos hospedeiros, 0 que
ocasiona uma elevada resposta de linfocitos T citotdoxicos e uma rapida eliminacgao.
Entretanto em cepas isoladas do bago, como no caso do Clone LCMV 13, a infeccéo
resulta em uma supressao da resposta por linfécitos, permitindo uma persisténcia viral
18,37.38. Essa supresséo deriva do fato desta linhagem ter um tropismo por macrofagos,
diferente da cepa Armstrong LCMV. Essa mudanga esta associada a duas
modificagdes de aminoacidos que alteram a glicoproteina (GPC) e a RNA polimerase
(L) do virus, que o permite infectar e replicar de forma mais eficiente nestes tipos
celulares 3%

Em decorréncia da sua natureza mais instavel, como um virus de RNA, é visto
na literatura trabalhos que indicam a importancia e o papel de quasispecies virais, no
decorrer da infecgdo por LCMV e como esse pool de virus € responsavel pelo
processo citado acima, de formagao de novas cepas pela selecdo dos virions mais
adaptados em tecidos especificos, como, por exemplo, os érgaos linfaticos. As
quasispecies virais também podem influenciar no prolongamento ou nao da infecgéo

e de seus efeitos patoldgicos 3.

1.4 Eco-Epidemiologia
1.4.1 Transmissao

A transmissao do LCMV pode ocorrer por duas vias: (i) a pré-natal (ou vertical),
na qual o virus é capaz de ultrapassar a barreira transplacentaria e infectar o feto ° e
(i) a pos-natal, frequentemente relacionada a inalagdo de aerossois associados a
excreta de roedores infectados 4. Na dindmica do LCMV, a exposi¢cdo humana a
roedores infectados esta associada a laboratérios de criacdo e experimentagdo de

animais, embora situacdes esporadicas de infestacdo destes animais no ambiente
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doméstico e o0 uso de roedores como animais de estimacgao, incluindo o hamster,
também sejam relatados 4“4, A transmissdo inter-humana ou pessoa-a-pessoa
também pode ser considerada, a partir da doagao de érgéos de doador infectado com
LCMV para um receptor que, imunossuprimido, pode evoluir com um quadro grave
com alta letalidade “°.

Nos roedores, estas duas vias, vertical e horizontal, também estao presentes.
Estudos em colbnias de roedores, onde o LCMYV foi detectado, demonstraram que a
infecc&o nestes animais pode ocorrer ainda no periodo intrauterino ou na tenra idade.
Estudo posteriores demonstraram que a transmisséo ocorre através da infecgado do
tecido da placenta e que os roedores infectados congenitamente ou ainda muito
jovens nao evoluem para o 6bito e permanecem infectados, se tornando, assim, uma
fonte continua de propagacao do virus 184647,

A transmissdo horizontal do virus entre os roedores esta relacionada a
exposi¢ao por urina e fezes ou durante contato sexual ou contato com secrecdes
nasais 8. A porta de entrada da infecgdo nestes parece ser a mucosa nasal dos

individuos 46.

1.4.2 Reservatoérios roedores

Considerando que os arenavirus possuem ligagcdes espécie-especificas com
roedores e, semelhante a maioria dos membros da familia Arenaviridae, o LCMV tem
como reservatorios os roedores, com o camundongo da espécie Mus musculus sendo
considerado o seu hospedeiro principal . No entanto, este agente viral ja foi
identificado infectando naturalmente outras espécies de roedores, principalmente
hamsters, ratos e ratazanas das espécies R. norvegicus e R. rattus, assim como
porquinhos da india, dentre outros animais como primatas ndo humanos e carrapatos
14,16,36,49-52  Cabe ressaltar que estudos realizados em camundongos e em hamsters
demonstraram que estes animais atuam como reservatorios competentes, pois
apresentam a capacidade de eliminar grande quantidade de particulas virais na saliva,

urina, fezes e secrec¢des nasais 3.

1.4.3 Distribuigao geografica
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O LCMV ocorre onde ha a presenca principalmente do seu reservatorio natural
e ja foi detectado em todos os continentes (Figura 5). Entretanto, historicamente, a
maior parte dos trabalhos sobre o agente esta concentrada no hemisfério norte, onde
estudos epidemioldgicos na regidao apresentam geralmente uma situagdo de baixa
prevaléncia tanto em humanos como em roedores (Quadro 1). A infecgao por LCMV
€ intemporal, podendo acontecer em qualquer época do ano, embora ocorra mais
frequentemente durante o fim do outono e inicio do inverno devido a procura maior

dos roedores pelas residéncias humanas neste periodo, em regides onde as estagdes

sd0 bem definidas 4°.

' Detecgao de
LCMV

Figura 5. Distribuigdo global do virus LCM, a partir da deteccéo viral por analise molecular/
isolamento ou a partir da evidéncia de infecgdo viral por testes sorolégicos, com base na literatura
mundial. Atualizado de Hussein A. e colaboradores . Mapa criado em: mapchart.net.
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Quadro 1. Prevaléncia de LCMV em roedores e/ou humanos de acordo com o pais, ano e técnica

diagnéstica utilizada.

Japéo®! 1991 9/129 (7) - - -
Egito® 1991 (11,5) - - -
Argentina®® 1994 - - 172/7227 (2,3) -
Italiase 2005 82/1472 (5,6) - 12/488 (2,5) -
Argentina®’ 2005 76/558 (13) - 85/2539 (3,3) -
Reino Unido%8 2008 66/1147 (5,7) 127/482 (26) - -
Espanha®® 2012 - - 2/159 (1,2) -
EUA***60 2012 296/1421 (20) 10/1421 (0,7) 13/52 (25) -
EUA***61 2014 382/1820 (21) 13/1820 (0,7) 31/97 (32) -
Gab&ob2 2015 - 26/188 (13) - -
india®3 2015 1/130 (0,76) - - -
Vietn&%4 2015 1/275 (0,4) - 2/245 (0,8) -
Guiana

Francesa®s 2015 - 2/37 (5) -- -
Colémbia®® 2017 8/80 (10) 16/80 (20) - -
Brasil0:67 2019 49/236 (20) 14/78 (18) 1/48 (2) -
Iraque®® 2020 - - 23/297 (8) 22/94 (23)
Croacia®® 2021 - - 23/338 (6,8) -

*MI: método imunoldgico, **PCR: reagdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa,
***EUA: Estados Unidos da América

A evidéncia de infeccdo por LCMV em paises europeus esta bem
documentada, onde encontramos, por exemplo, uma sororreatividade de 5,6% no total
de 1472 amostras de roedores analisadas das espécies Apodemus flavicollis,
Clethrionomys glareolus e Microtus arvalis e de 2,5% em um total de 488 individuos
na ltalia. Quanto a Espanha observou-se uma sororreatividade de 1,2% dentre 159

pessoas diagnosticadas com meningite enquanto que na Croacia foi observada uma
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prevaléncia de 6,8% entre 338 profissionais que trabalhavam diariamente com
roedores. Por ultimo, um estudo realizado no Reino Unido mostrou, além de uma
soroprevaléncia de 5,7% em 1147 roedores, das espécies Sciurus vulgaris, M.
musculus, A. sylvaticus, Microtus agrestis, Micromys minutis, Cynomys ludovicianus,
Rattus norvegicus, uma elevada prevaléncia molecular, considerando que 26% das
482 amostras de roedores analisadas foram RT-PCR positivas 96:58.59.69),

Em paises como Japao, india, Vietna e Iraque, a soroprevaléncia de anticorpos
anti-LCMV variou de 0,4% a 7% em roedores e de 0,8% a 23% em populacdes
humanas de diferentes perfis 51:63.64.68

Na Africa, dois estudos demonstraram a presenca do virus no continente. Um
no Gabao, onde foi identificada uma prevaléncia de 13% nos 188 M. musculus
testados por RT-PCR e o outro, no Egito, onde observou-se uma soroprevaléncia que
variou de 1,8% até 11,5% em diferentes regides do pais, em um trabalho onde as
maiores porcentagens de sororreativos foram dos roedores M. musculus e R. rattus
54,62_

Nos Estado Unidos, em um estudo conduzido em Baltimore em 2014, com 97
profissionais que trabalhavam em instalagdes de criacdo de animais comerciais foi
identificada uma alta soroprevaléncia (32%), onde quatro destes profissionais
evoluiram para quadros de meningite asséptica. A analise dos 1820 camundongos
(M. musculus) demonstrou que 21% eram sororreativos e 0,7% RT-PCR-positivos.
Ainda nos Estados Unidos, em um segundo estudo também realizado em um centro
de criagao de roedores em Indiana no ano de 2012, os autores identificaram 25% dos
52 profissionais com anticorpos IgM e IgG anti-LCMV. Em relagao aos roedores, 20%
dos 1142 roedores testados apresentaram anticorpos anti-LCMV e, dentre esses,
0,7% eram RT-PCR positivos 6061,

Alguns estudos nas décadas passadas reforgaram e/ou revelaram a presenca
do LCMV em paises na Ameérica do Sul. Assim, na Coldmbia em 2017 foi detectada
uma sororreatividade de 10% nos 80 M. musculus testados, com 20% destes animais
RT-PCR-positivo . Na Argentina em 2005, reforgcando o achado anterior de 1994 no
pais, dois estudos demonstraram prevaléncia sorologica de 2,3% e 3,3% nas
populagdes humanas analisadas e de 13% em 558 M. musculus em um dos estudos
55,57 Ja na Guiana Francesa, em uma pesquisa publicada em 2015, os autores
identificaram 5% de 37 M. musculus RT-PCR positivos 5.

No Brasil, o LCMV ja foi detectado em seu reservatério natural e ha evidéncias

soroldgicas de infecgéo tanto na populagdao humana quanto em roedores. Em 2008,
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um estudo de soroprevaléncia desenvolvido em uma populagdo de mastozodlogos e
bioteristas, identificou um profissional com anticorpos anti-LCMV dentre 48 incluidos
no estudo, configurando uma prevaléncia de 2%. Posteriormente, em outro trabalho
realizado no estado do Rio de Janeiro em 2019, pelo nosso grupo, foi possivel
encontrar 49 amostras de roedores sororreativas (20%), das espécies R. rattus (2/10),
R. norvegicus (2/95) e M. musculus (45/131). A analise molecular das visceras

demonstrou 14 amostras de M. musculus RT-PCR-positivas 5967,

1.5- Patogénese e aspectos clinicos

O processo de infeccdo humana tem inicio apds a inalacdo de aerossois
contendo particulas virais 4!, as quais atingem os alvéolos pulmonares onde dardo
inicio ao processo replicativo e infeccioso. Ao acessar a corrente sanguinea e o
sistema linfatico, a partir de macréfagos presentes nos pulmdes, o virus alcanga
outros tecidos, preferencialmente do sistema nervoso, como o plexo coroide, os
ventriculos e as meninges. Nestes sitios o LCMV intensifica sua replicagao,
desencadeando uma resposta imune inflamatéria no local, mediada por células-T
citotoxicas CD8 +, subsequentemente provocando a imunopatologia caracteristica da
infeccdo por LCMV. A presenca de infiltrados de linfécitos no local associada ao
processo inflamatorio sdo responsaveis pelas manifestagdes clinicas descritas no
homem, como sugerido pelo proprio nome da doenga, corimeningite linfocitica'0:26:28.40

Durante a transmisséo vertical o virus parece manter o tropismo pelo sistema
nervoso, visto que a maior parte dos casos catalogados na literatura registram no
minimo uma consequéncia neuroldgica decorrente da infecgdo 7°74. No feto, os
neuroblastos parecem ser os alvos principais do LCMV no sistema nervoso, gerando
um atraso ou complicacdo no desenvolvimento fetal, visto a perda ou desregulagao
da funcao de neurdnios ainda em maturagdo. A maior concentracao de neuroblastos
em certos locais, como na regido periventricular, também explica consequéncias como
a calcificagao da regido 475,

O sistema imune tem um papel fundamental no curso da infeccdo por LCMV,
ja que é essencial para o controle da infecgao e eliminagdo do agente patogénico do
organismo, embora, como visto, também seja causador das manifestagdes clinicas da
doenca, executando, assim, um papel tanto protetivo quanto deletério. Os anticorpos,
nessa situagao, aparentam ter um papel reduzido no declinio da viremia, mas ainda

15



assim, sdo importantes para uma protegao a longo prazo contra uma reinfec¢ao. Nos
casos em que nao ha a interferéncia clara do sistema imune, como no paciente
imunossuprimido em decorréncia de transplante de érgdos ou em um paciente com
uma doenga imunosupressora, ndo se conhece ao certo como ocorre o dano aos
sistemas infectados, visto que o LCMV n&o é um virus citolitico 2873,

A infeccdo por LCMV pode se apresentar de formas distintas, dependendo se
a infecgdo ocorre na fase pds ou pré-natal 6. A condigdo do sistema imunoldgico
também € uma variante quanto ao rumo da infec¢do, visto que nos casos de
receptores de 6rgéo infectados por LCMV, o desfecho, como comentado previamente,
geralmente envolve uma infecgdo multissistémica, podendo levar ao ébito 457778,

A infeccao pés-natal se apresenta predominantemente de forma assintomatica
e autolimitada, embora casos graves possam ocorrer associados com meningite e
encefalite 7°. As manifestagdes clinicas mais comuns sio febre, nausea, vomito, dor
de cabeca e fotofobia 89, A doenca tem um carater bifasico, em que a primeira fase é
caracterizada por sinais e sintomas inespecificos, como uma doenca febril em que se
observa mialgia, mal-estar, febre, nausea, vomito, cefaleia e prostragdo. Casos com
tosse, dor no peito e na garganta podem ser observados, associados a alteragdes
pulmonares identificadas no exame radiolégico do térax, além de comprometimento
dos testiculos e glandulas salivares. A segunda fase é marcada por uma doenga que
afeta o sistema nervoso central com a presenga de meningite, encefalite, cefaleia,
rigidez da nuca, fotofobia, febre persistente e outros. Estas manifestagdes clinicas
ocorrem num curso de até trés semanas 2876,

Apesar do quadro clinico descrito acima ser o mais comumente observado,
existem casos de infecgdes pds-natal com outras apresentagdes que vao desde
confusédo, espasmos, deterioragdo do estado mental, artralgia, irritacdo na pele,
sintomas no trato respiratorio a até estado comatoso, trombose, lesdo renal e
hemorragia 8'-84,

Durante as duas fases da doenca, € possivel detectar alteracées nos exames
laboratoriais, em que a primeira € marcada pela presenca de leucopenia,
trombocitopenia e elevagdes das enzimas hepaticas, enquanto na segunda fase, com
o comprometimento neuroldgico, se observa hipoglicorraquia, elevagao de proteinas
do liquido cefalorraquidiano (LCR) e pleocitose no LCR que excede geralmente os
padrdes comuns de meningites assépticas, com predominio dos linfocitos 4°.

Como supracitado, a infecgao pés-natal relacionada a transplante de 6rgaos ja

foi documentada na literatura e esta ligada a casos fatais, principalmente relacionados
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a infec¢ao de varios orgaos, diferente do tropismo pelo sistema nervoso central visto
comumente. As manifestagdes clinicas nesses casos estao associadas aquele padrao
mais brando e inespecifico como febre, cefaleia, ndusea, mialgia, vomito e diarreia,
mas também a casos mais graves envolvendo necrose de tecidos, pneumonia,
hepatite, hemorragia, deterioracdo do estado mental e comprometimento de 6rgéos
de forma geral. Nos EUA, como descrito em trés estudos, foram identificados 17 casos
de LCMV, com sete obitos registrados em pacientes transplantados 4%77:78,

Quanto a infeccdo pré-natal, considerando o tropismo do LCMV pelo tecido
nervoso, o comprometimento clinico se restringe ao sistema nervoso, diferente de
outras infecgdes congénitas que possuem carater multissistémico 4°. Na literatura
essa via de transmissao ja esta bem estabelecida e, de forma geral, a infecgado durante
o periodo gestacional pode ocasionar malformagdes congénitas como hidrocefalia e
microcefalia e levar ao aborto 7285, Delaine e colaboradores (2017) em seu estudo
com base em levantamento de dados da literatura observaram que, além de uma taxa
de mortalidade entre 30% e 35% nos neonatos infectados durante a gestagéo, os 67%
que sobreviveram desenvolveram sequelas neuroldgicas graves 72. Estes mesmos
autores, neste artigo publicado em periodo pos-epidemia de Zika virus, chamaram a
atencao para a semelhanca clinica com a sindrome da Zika congénita, fato que serve
de alerta para a necessidade do diagndstico diferencial.

Neste mesmo trabalho, foi identificada a ocorréncia de coriorretinite e cicatrizes
coriorretinianas em pelo menos 98% dos casos de criancas infectadas com LCMV e
hidrocefalia em 96% classificando-as como as manifestacbes mais comuns na
infecgao congénita por LCMV 72, Um resultado concordante com o obtido por Bonthius
e colaboradores, em 2007, quando identificaram coriorretinite em todas as 20 criancas
analisadas e a microcefalia em 13 destas 6.

A infeccdo congénita por LCMV néao se restringe apenas as manifestagdes
citadas acima. Além do retardo do desenvolvimento da crianga de uma forma geral,
pode ocorrer também ventriculomegalia, hidropisia fetal, calcificacdo ventricular,
ascite fetal, retardo psicomotor, hemorragia, entre outras manifestagdes 707287,

A infeccao experimental do virus, a partir de uma inoculagao intracerebral, ja
foi demonstrada em animais como primatas ndao humanos (PNH) do género Rhesus,
porquinhos-da-india (Cavia porcellus) entre outros roedores. Nesses experimentos
foi possivel determinar que filtrados de linhagens de roedores e PNH mantém sua

infectividade por pelo menos 206 dias em condigdes ideais. Quando exposta a
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temperaturas de 50 a 55°C por 20 minuto, a infectividade de suspencdes virais de
cérebros de roedores € suprimida °.

Nos PNHs, a infecgao resulta em quadro febril de 40 a 41°C a partir do quarto
ou oitavo dia apds inoculagao e a temperatura s6 reduz apos 3 ou no maximo 10 dias
apos o inicio do estado febril, podendo evoluir para a estabilizacdo ou para o 6bito do
animal. A maior parte dos animais que sobrevive, apresenta, no entanto, um estado
de abatimento, perda de peso, recusa da comida, com uma resposta lenta a estimulos,
tremores e movimentacgao rigida. O liquido cefalorraquidiano do animal se apresenta
de forma clara e com presenga aumentada de linfocitos 1°.

Nos roedores, a infeccdo comeca a se manifestar a partir do sexto dia, quando
0s animais ao serem levantados por suas caudas apresentam contracées e tremores
nos membros que posteriormente podem evoluir para convulsdes fatais ou para uma
aparente recuperacao, ja que, apods alguns dias, acabam por convulsionar novamente,
evoluindo ao 6bito '°. Um estudo realizado por Mims (1969) 47, em fémeas gravidas,
experimentalmente infectadas pela cepa WE de LCMV, confirmou a replicacdo do
virus no tecido da placenta e o acometimento do feto levando, entre outras
consequéncias, ao aborto. Nao foi detectada a passagem direta do virus ou de sangue
contaminado para o feto. Todavia, quando fémeas gravidas foram infectadas pela
cepa Armstrong, estas apresentaram uma infec¢gdo branda na placenta e os fetos
nasceram sem a presencga do virus 47. Neste mesmo estudo ratas gravidas foram
infectadas pela cepa WE e deram a luz tanto a roedores saudaveis quanto roedores

congenitamente infectados por LCMV #7.

1.6-Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico da coriomeningite linfocitica é realizado por meio de teste
soroldgico (ELISA, IFA entre outros), RT-PCR ou isolamento viral. O seu diagndstico
diferencial deve ser incluido na investigagdo de uma infecgdo intrauterina ou de
infecgdo pds-natal, com outras doencas febris endémicas no pais que acometem o
sistema nervoso. A infeccao por LCMV deve ser considerada, como um possivel
diagndstico diferencial com as infec¢gdes causadas pelos agentes que compdem o
painel de infecgdes TORCH - um acrénimo para um grupo de doengas infecciosas que
estdo associadas a transmissdo intrauterina e a malformagdes congénitas no feto;

Toxoplasma gondii, virus da rubedla, citomegalovirus, herpes virus e mais
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recentemente o virus Zika’>%0. Nas infecgdes pds-natal deve ser realizado seu
diagndstico diferencial, em especial com as meningites virais, a partir de indicagéao
clinica e epidemiolégica e para tal sdo necessarios testes diagnésticos especificos

principalmente sorolégicos e ou moleculares.

1.7-Prevencao e controle

A coriomeningite linfocitica esta associada, principalmente como descrito, a
exposicdo humana as excretas de roedores em ambiente doméstico ou casos de
infeccdo em ambientes laboratoriais 4'42. Assim, entre as medidas de prevencéo da
doenca destaca-se (i) a protecdo do ambiente domiciliar contra infestacdo de
roedores, ou seja, um bom manejo ambiental, através de praticas de higiene que
evitem a invasdo destes animais; (i) a manutencdo da residéncia arejada; (iii)
cuidados na hora de adentrar ambientes abandonados ou com pouca ventilagao e (iv)
para os profissionais, o uso correto de equipamentos de prote¢ao individual (EPIs) e
boas praticas laborais. A protecao das residéncias ocorre através do armazenamento
correto dos alimentos em locais sem acesso aos roedores, o ndo acumulo de lixos
nos arredores, a utilizagdo de armadilhas e a selagem de todos os buracos ou
passagens que permitam o acesso dos animais.

Para o trabalho com o LCMV em laboratério, a sexta edicdo do manual de
Biosseguranga em Laboratérios de Microbiologicos e Biomédicos do CDC/ NIH
classificou o virus em duas categorias de biosseguranga: Classe de risco 2 e 3, a
depender da cepa e da metodologia utilizada 8. E recomendado considerar o LCMV
como agente de classe de risco 3 de biosseguranga no caso de se trabalhar com
cepas conhecidamente letais a PNHs; em caso de realizagdo de procedimentos com
alto risco de gerar aerossois; em situagdes de manipulagdo de grandes quantidades
de material viral viavel; ao trabalhar com isolados e materiais clinicos de casos
humanos e de hamsters; e ao trabalhar com tumores transplantaveis positivos para
LCMV 8,

Diante do exposto, o controle desta zoonose desconhecida no pais deve se
basear em uma vigilancia epidemioldgica ativa, com: i) a inclusdo, no contexto do
diagnostico diferencial com outras doengas semelhantes clinicamente a
coriomeningite linfocitica; ii) a avaliagao da infecgdo em animais reservatorios; iii) a

identificacdo de populagdes vulneraveis ou de risco e; iv) a divulgagéo de informagdes
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técnico-cientificas que possibilitem o diagndstico clinico-laboratorial e a tomadas de

medidas preventivas.
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2. JUSTIFICATIVA

Mesmo com os recentes trabalhos publicados em paises vizinhos 556566 ainda
ha um imenso hiato de conhecimento sobre a coriomeningite linfocitica principalmente
no Brasil, onde pode ser considerada uma doencga desconhecida. Levando em conta
a possibilidade de infecgdo congénita deste agente viral e a transmissao para receptor
de transplante de o6rgdos de doadores infectados, faz-se necessario o
desenvolvimento de estudos que possam colaborar com a saude publica tanto no
contexto das doencgas neuroldgicas infecciosas como das doengas congénitas, cuja
identificacao etiolégica nem sempre € estabelecida.

Por se tratar de uma zoonose, ha que se registrar que o Brasil apresenta todas
as caracteristicas necessarias para a ocorréncia de casos e surtos causados por
agentes zoondticos, como o LCMV, que associados principalmente a baixa qualidade
de vida e estruturacdo precaria nas areas urbanas e periurbanas, proporcionam uma
maior exposicdo da populagdo humana ao virus consequente a concentracdo de
roedores comensais nas cidades. Trabalhos realizados em comunidades
desfavorecidas de Salvador, nos anos de 2009 e 2017, corroboram esta assertiva
diante das elevadas taxas de infestagao de roedores que variam de 45.9% a 67,4%,
com a maior prevaléncia do roedor da espécie R. norvegicus 8%,

Dentro deste cenario no qual as condigdes ambientais deficitarias nas
comunidades brasileiras, associadas com a intensa infestagcdo por roedores,
principalmente R. norvegicus, e com a identificagdo do LCMV no territério nacional,
reforcam a necessidade de se instituir uma vigilancia desta zoonose, com a sua
inclusdo no grupo das doengas transmitidas por roedores, para munir a avaliagéo de
casos febris com manifestacdo neurolégica ou de doenga congénita sem etiologia
conhecida no Brasil.

Diante do exposto, considerando os resultados obtidos previamente pelo grupo
nas pesquisas desenvolvidas no estado do Rio de Janeiro 067, o presente estudo teve
como hipétese a circulagdo do mammarenavirus causador da coriomengite linfocitica
em comunidades desfavorecidas no municipio de Salvador, Bahia tanto na populagao

residente quanto de roedores sinantropicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a presenca de infecg¢ao pelo virus da coriomeningite linfocitica em populagoes
humanas vulneraveis e em roedores sinantropicos em comunidades desfavorecidas

da cidade de Salvador, Bahia.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar a presenga de anticorpos anti-LCMV em amostras de soro de
populagdes humanas e de roedores sinantropicos coletadas em quatro
comunidades desfavorecidas no municipio de Salvador;

e Verificar a presenga do genoma do virus da coriomeningite linfocitica em
amostras de visceras dos roedores coletados no municipio de Salvador e

realizar a caracterizagdo genotipica das amostras positivas;
e Avaliar a associagdo de condicionantes socioecondmicos, demograficos e

ambientais com a prevaléncia de infeccdo por LCMV nas populagdes

estudadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local do Estudo

O estudo foi desenvolvido no nordeste brasileiro na cidade de Salvador, Bahia
(Figura 6), que, com uma densidade populacional de 500 pessoas por km? é
constituida por 242 aglomerados subnormais, com uma média de 3,2 moradores por
residéncia nos 860.410 domicilios ocupados. Localizada na zona brasileira de clima
tropical quente e imido 3, a cidade de Salvador apresenta duas estagdes; a estacao
seca, durante os meses de maio e outubro e a estacdo chuvosa que ocorre de

novembro a abril.

o —~ ‘;, 1: Marechal Rondon
! 2: Alto do Cabrito

P
/f/\ 3: Rio Sena

‘. ; o
~ 4: Nova Constituinte
¥ _r'/ Created with mapchart..net
l/

Figura 6. Localizagao da cidade de Salvador indicando as localidades das quatro comunidades
desfavorecidas de onde se originaram as amostras utilizadas no estudo. Mapa modificado a partir de
mapa criado em mapchart.net.

As quatro comunidades selecionadas para o estudo se encontram localizadas
na parte noroeste da capital baiana (Figura 6), onde habitam mais de 500.000
individuos ® em situagdo de pobreza, foram: (i) Alto do Cabrito; (ii) Marechal Rondon;

(iii) Rio Sena e (iv) Nova Constituinte. Cada comunidade possui seu proprio padrao
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topografico e suas proprias camadas socioeconémicas e ambientais, marcadas por
uma estruturagao precaria (Figura 7). As comunidades se encontram em prefeituras-
bairros (regides administrativas) diferentes, onde Marechal Rondon e Alto do Cabrito
pertencem a prefeitura-bairro Liberdade e Sdo Caetano, enquanto as de Rio Sena e
Nova Constituinte estdo presentes na prefeitura-bairro suburbios e ilhas.

Dados do IBGE de 2010 compilados por CONDER/INFORMS, em 2016,
demostram que a quantidade de domicilios em estado subnormal, ou seja, que
ocupam um terreno ilegalmente e que possuem acesso precario de servigos publicos
essenciais em Nova Constituinte e Rio Sena é de 2.797 e 3.787 respectivamente,
enquanto nas localidades do Alto do Cabrito e Marechal Rondon apresentam,
respectivamente, 2.247 e 1.996 residéncias em estado subnormal. A respeito da
distribuicdo populacional entre as etnias (autodeclarada) presentes, uma maior
propor¢cao da populagdo se declarou parda, seguida pelas etnias preta, branca,
amarela e indigena °'. A caracterizagdo realizada pelo IBGE das comunidades é

relatada a seguir no Quadro 2.
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Figura 7. Fotos das comunidades Nova Constituintes (A) e Alto do Cabrito (B), demonstrando a
precariedade dos domicilios. Retiradas do Google street view url: https://www.google.com/maps/@-
12.9128218,-38.4764066,3a,75y,216.26h,64.93t/data=!3m6!1e1!3m4!1sNi2JE7m2-
QydYztpOGXWrA!2e0!7i13312!8i6656. Acessado em: 30/06/2022.
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Quadro 2. Descri¢ao de dados socioeconémicos e demograficos da populagéo residente nas
comunidades social e economicamente desfavorecidas incluidas nesse estudo, baseado no ultimo

Censo de 2010 compilados por CONDER/INFORMS, 2016 9.

Nova : Marechal )
Constituinte Rio Sena Rondom Alto do Cabrito
Populagéo total 9.410 16.379 19,47 17 051

Sexo

49% Homens

49% Homens

47% Homens

48% Homens

51% Mulheres

51% Mulheres

53% Mulheres

52% Mulheres

Populagao > 15
anos hao
alfabetizada (%)

9,29

6,24

5,18

5,87

Populagao que
passou de 15 anos
de estudo (%)

1,09

0,36

0,75

0,62

Rendimento Mensal
Médio dos
responsaveis (R$)

584,00

745,00

936,00

842,00

Abastecimento de
agua nos domicilios
(%)

97

98

99

98

Esgotamento
Sanitario (%)

60

82

95

86

Coleta de Lixo nas
Residéncias (%)

85

95

98

99

4.2 Populagoes Alvo

A populagao incluida no presente estudo foi selecionada a partir de quatro

comunidades, representadas aqui por 651 amostras de residentes participantes do

projeto original intitulado “Otimizacdo de estratégias de controle para zoonoses

transmitidas por roedores em comunidades brasileiras”, sob a coordenacédo do Dr.

Federico Costa da Universidade Federal da Bahia (UFBA), realizado em 2018. Os
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critérios de selegao foram: i) possuir no minimo 5 anos de idade; ii) passar pelo menos
trés (03) noites por semana no local e iii) concordar em participar da pesquisa de
acordo com o consentimento por escrito do “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido” (TCLE). Amostras de popula¢des de roedores da espécie R. norvegicus
presentes nas comunidades amostradas coletadas em dois periodos de 2018,
compreendendo os meses de abril a junho, e os meses de novembro e dezembro
foram cedidas pelo projeto citado. Dentre soro e fragmentos de pulmao, um total de
122 amostras de roedores foram analisadas, destas 117 amostras soros e 117
amostras de fragmentos de pulmdes dos roedores, as quais 112 pertenciam ao
mesmo espécime de roedor.

Em relagcdo ao desenho amostral da pesquisa, como no projeto original a
amostragem minima exigida foi com base na prevaléncia global de leptospirose, no
presente estudo foram utilizadas todas as amostras disponiveis utilizando os critérios

de inclusao estabelecidos.

4.3 Coleta de Dados

Apobs o aceite do TCLE, foi realizada a coleta de sangue venoso e a aplicagao
de questionario estruturado contendo dados socioeconémicos, demograficos e
questdes relacionadas a presencga de roedores na residéncia. Quanto a captura dos
roedores, foram utilizadas armadilhas tipo live-traps nas proximidades de residéncias
9293 As armadilhas foram colocadas durante dois periodos de 2018 (maio-junho;
novembro-dezembro), correspondendo as estagcbes seca e chuvosa e, em cada
comunidade, a area de estudo variou entre 0,07 e 0,09 km?2. As armadilhas do tipo
live-traps foram postas em par em quarenta pontos de amostragem (160 no total)
durante quatro noites (segunda a sexta-feira) em cada comunidade. Os roedores
capturados foram transportados para um laboratorio ao ar livre, submetidos a
eutanasia e tiveram seus dados biométricos registrados, além de amostras de sangue
e tecidos coletadas, de acordo com metodologia ja padronizada de biossegurancga e
manuseio dos animais %%, Aliquotas destas amostras foram encaminhadas para o
Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses (LHR) do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz
para investigacdo de LCMV, objeto do presente estudo.
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4.4. Consideracgoes éticas

O estudo faz parte de um projeto ancora intitulado “Otimizagdo de estratégias
de controle para zoonoses transmitidas por roedores em comunidades brasileiras” que
possui aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da
Bahia, conforme a resolugdo CNS n° 041/17, sob o numero de registro 2.245.914
(Anexo 1). Este estudo maior envolveu a captura e coleta de amostras de roedores
sinantropicos que recebeu aprovacéo pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) sob o protocolo 019/2016 do CPqGM (Anexo
2). As amostras foram cedidas para o Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses do
Instituto Oswaldo Cruz para investigagcdo do LCMV nas populagbes humanas e

animais estudadas.

4.5 Analises Sorolégicas

Seguindo o protocolo utilizado pelo Instituto Nacional de Enfermedades Virales
Humanas “Julio I. Maiztegui”, as amostras humanas e animais foram processadas por
meio de um ensaio in house imunoenzimatico ELISA indireto.

Para realizar a testagem foram utilizadas microplacas de 96 pogos com fundo
em U (Thermo Scientific™). Nos orificios da placa foram aplicados 100 uL de lisado
celular (Vero C76- ATCC® CRL-1587™) contendo o antigeno viral nos 48 pogos
superiores e 100 pL de lisado celular controle (sem antigeno) (Vero C76) nos 48 pogos
inferiores para sensibilizar a mesma. A placa entdo foi mantida a 4° C por 16 a 18
horas, e, em seguida, lavada 5 vezes com solugdo PBS pH7.4 contendo 0,1% de
Tween 20 (Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, EUA) (PBST). Os soros controles e os
soros testes para triagem foram diluidos em duas etapas, primeiramente a 1/100 (2
ML de soro em 198 pL de solugao contendo PBS pH7.4, 0,5% de Tween 20 e leite
Skim milk a 5,0% - BD Difco™) em tubos de diluigdo e posteriormente a 1/400 (33 pL
de soro diluido na etapa anterior em 100 puL de solugao ja presente na microplaca
contendo PBST e leite Skim milk a 5,0% - BD Difco™), e em seguida, apds a
homogeneizagao da solugédo foi descartado 33 pL do pogo para manter o volume final
de 100 uL. A placa foi posteriormente incubada a 37°C por uma hora. Apds cinco
lavagens com PBST, 100 yL do conjugando anti-lgG humana de cabra ligado a
peroxidase (Kirkegaard & Perry Laboratories- KPL, Gaithersburg, MD) na diluigdo de

1:2000 foi adicionada em cada poco e as placas foram incubadas por 1 h a 37°C. Em
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relacdo as amostras de roedores, foram utilizados dois conjugados de IgG anti-mouse
e anti-rat com peroxidase misturados V/V na diluicao de 1/2000 (Kirkegaard & Perry
Laboratories- KPL, Gaithersburg, MD). Em seguida foram adicionados 100 pL de
substrato ABTS [2, 2’-azinodi (3-etilbenztiazolina-6-sulfonato)] (KPL, Gaithersburg,
MD) por pogo na placa e esta incubada por 30 minutos a 37°C. A leitura da
absorbancia foi realizada em 405nm a 450nm em espectrofotdmetro (Leitora de
microplacas - LMR-96, kasuaki). As densidades 6ticas (DOs) obtidas com os soros
reagindo frente ao antigeno LCMV foram subtraidas dos valores das DOs obtidas com
0S mesmos soros reagindo frente ao antigeno inespecifico, obtendo-se assim a DO
liquida. Os parametros de aceite de reatividade da amostra considerados foram o
titulo 21/400 e DO liquida acima do cut off estabelecido de 20,2.

4.6 Analises Moleculares

As amostras de pulmao dos roedores foram submetidas a extragdo de RNA
viral por meio do kit comercial PureLink Micro-to-Midi total RNA purification kit
(Invitrogen, San Diego, CA) seguindo o protocolo do fabricante.

Em seguida 2 uL de produto (RNA) extraido na etapa anterior foi utilizado para
a sintese de cDNA e sua posterior amplificacdo com o kit comercial SuperScript I/
One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, San
Diego, CA) e para a PCR 2 foi utilizado o kit AmpliTag Gold™ DNA Polymerase with
Buffer Il and MgCI2 (Invitrogen, San Diego, CA). A PCR 1 foi realizada com
oligonucleotideos iniciadores que amplificam um fragmento de 660 pb da regido
codificante da nucleoproteina viral: 1817V-LCM (5’- AIA TGA TGC AGT CCA TGA
GTG CAC A -3 ) e 2477C-LCM( 5- TCA GGT GAA GGR TGG CCA TAC AT -3),
seguido por uma Nested-PCR utilizando 2 pL de produto da PCR 1 com os
oligonucleotideos 1902V-LCM (5'- CCA GCC ATA TTT GTC CCA CAC TTT -3’) e
2346C-LCM (5’- AGC AGC AGG YCC RCC TCA GGT -3’), conforme trabalho de
Emonet e colaboradores, 2007 %2.

As PCRs foram realizadas no termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal
Cycler (Applied Biosystems™), sendo a PCR 1 com os parametros: 48°C 45min_94°C
2min 40x [94°C 30s_61°C 40s_68°C 50s] 68°C 5min. A PCR 2 foi feita com os
parametros: 94°C 5min 35x [94°C 30s_57°C 30s_72°C 50s] 72°C 7min.
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Os produtos da PCR 2 foram visualizados em gel de agarose 1,5% e, se
positivos, os produtos eram diretamente purificados com kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (PROMEGA), segundo o protocolo do fabricante.

O fragmento de 420nt obtido foi submetido ao sequenciamento nucleotidico por
meio do kit comercial BigDye® Terminator™ v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) utilizando o sequenciador automatico, modelo ABI PRISM® 3130x
(Applied Biosystems). As sequéncias foram visualizadas e analisadas pelo programa
MEGA 11 % e comparadas as sequéncias disponiveis no banco de dados depositado
no GenBank utilizando a ferramenta BLASTn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Com o auxilio de ferramentas como CLUSTAL W e MUSCLE presentes no
programa MEGA 11 %, a sequéncia encontrada tanto no estudo quanto em bancos de
dados foram alinhadas para realizagdo das analises filogenéticas. As possiveis
relagcdes entre elas foram estimadas por método de Maxima verossimilhanca por meio

do programa PhyML 3.0 ®7 Sendo visualizadas pelo programa Tree Of Life (iTOL) v5
(98)

4.7 Analises de Dados

A prevaléncia de infecgao por LCMV foi estimada e a significancia da relagéo
entre as variaveis foi calculada por meio do Teste Exato de Fisher, p<0,05 (variaveis
categodricas nominais) e Teste de Mann-Withney, p<0,05 (varidveis numéricas), para
verificar aquelas que possuiam relagdo com a variavel de desfecho “reatividade IgG
anti-LCMV” e em relacio a populagao de roedores foi incluida também a presenca de
RNA viral como variavel de desfecho (Quadro 3). A analise dos dados foi realizada
utilizando o programa estatistico R (versédo 3.1.1) %.

Foram inclusos no estudo, como variaveis, os dados socioecondmicos e
demograficos dos participantes (renda, sexo, idade, bairro, tempo de estudo em anos
e etnia), condi¢cdes atrativas para o estabelecimento de roedores nos entornos ou
propriamente nas casas (acumulo de lixo e esgoto a céu aberto proximo das
residéncias), data da ultima visita do Centro de Controle de Zoonoses, a comunidade
de residéncia e o avistamento de roedores proximo das residéncias. Em relacdo aos
roedores foram incluidos os dados referentes ao sexo, presenca de feridas e a idade
(estabelecida previamente pelo grupo da UFBA utilizando a equagdo de von

Bertalanffy, conforme metodologia ja estabelecida °2) (Quadro 3).
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Considerando que algumas informagbes no banco de dados n&o foram
caracterizadas como variaveis de predicao, foi realizada uma descrigao sucinta sobre
armazenamento de comida, presenca de depésitos/ lixdes proximos de suas
residéncias, pavimento no quintal e servigos publicos na regido como coleta de lixo e

visita de agente comunitario de saude.

Quadro 3. Variaveis de desfecho relacionadas com a reatividade por LCMV em humanos e a
reatividade por LCMV e positividade de RT-Nested PCR em roedores, em estudo realizado em quatro
comunidades da cidade de Salvador.

. . Variavel de
Grupo Variavel independente desfecho Teste
Comunidade
Feridas Positividade por | Teste Exato de Fisher
Roedor Sexo RT-Nested PCR

Sororreatividade

Idade (estimativa em dias) Teste de Mann-Withney

Acumulo de lixo
Esgoto a céu aberto

Sexo
Etnia
Humano| Comunidade de moradia | Sororreatividade
Avistamento de roedores
Visita do CCZ
Idade
Renda Teste de Mann-Withney
Tempo de estudo (anos)

Teste Exato de Fisher
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados relativos a populagao humana

O perfil populacional das 651 amostras de soro humano coletadas nas quatro
localidades corresponde a 379 (58,2%) individuos do sexo feminino e 272 (41,7%) do
sexo masculino, com idade variando de 5 até 101 anos, com uma média de 33 anos
e amplitude interquartil (IQR) de 29,5. Entre as mulheres, a idade variou de 5 a 101
anos, com uma média de 34 anos e IQR 28; nos homens, a idade variou de 5 a 84
anos, com uma média de 31 anos e IQR 30. Em relagdo a etnia autodeclarada, as
amostras corresponderam a 344 pessoas pretas (52,8%), 253 pardas (38,8%), 41
brancas (6,2%), 9 amarelas (1,3%) e 4 indigenas (0,6%). Quanto as localidades, Alto
do Cabrito foi a comunidade com maior numero de amostragem, com 184 amostras
(28,2%), seguida por Marechal Rondon, com 164 (25,1%), Nova Constituinte, com 153
(23,5%) e Rio Sena, com 150 (23%). No dia da entrevista, 346 (53%) destes
voluntarios referiram ter avistado roedores em uma distancia minima de 10 metros do
espaco de suas casas nos ultimos 30 dias; 158 (24,2%) constataram um acumulo de
lixo no espaco de 10 metros de suas residéncias. Desta populacdo apenas 151
(23,1%) tinham o ensino médio completo e 15 (2,3%) pessoas chegaram a participar
do ensino superior. A renda média da populagao encontrada, excluindo menores de
18 anos, foi de 561 reais (Tabela 1).

Nas questdes envolvendo a estrutura da comunidade, apenas 33 (5%)
relataram nao ter iluminag&o publica onde moravam; 218 (33,4%) informaram sobre a
proximidade de suas casas a esgotos a céu aberto; 158 (24,2%) relataram a falta de
pavimento no acesso as suas casas, indicando a presenca de mato ou barro; 433
(66,5%) possuiam quintal em suas casas, com 334 (51,3%) residéncias revestidas
com algum tipo de material. Apenas 17 (2,6%) relataram a falta de agua encanada em
casa, sendo que 302 (46,3%) relataram falta d’agua pelo menos 1 vez no ultimo més
(no tempo relativo a pesquisa); 110 (16,8%) relataram guardar os alimentos fora de
um armario, seja em baldes, sacos plasticos ou outros recipientes (Tabela 1).

Quanto ao lixo, ainda no contexto da estrutura da comunidade, 234 (35,9%)
expressaram morar perto de algum local que serve de depésito para matérias de
sucata ou lixo; 546 (83,8%) relataram ocorrer a coleta de lixo na rua de sua casa, 165
(25,3%) indicaram depositar lixo na frente da propria casa de maneira desprotegida,

destas 142 (21,8%) revelaram embalar o lixo apenas com sacos plasticos. Por fim,
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180 pessoas (27%) relataram que o Centro de Controle de Zoonoses nunca realizou

alguma acéao para controle de roedores em suas residéncias e 267 (41%) informaram

nunca terem recebido uma visita de um agente comunitario de saude (tabela 1).

Tabela 1. Dados socioeconémicos e demograficos da populagao residente nas quatro
comunidades da cidade de Salvador incluidas neste estudo.

Dados socioecon6micos

Masc Fem
o)
Sexo (%) 41,7 58,2
Idade Min 5 anos e Max 101 anos;
IQR 29,5
Preta 52,8
Parda 38,8
Etnia (%) Branca 6,2
Amarela 1,3
Indigena 0,6
Dados demograficos
Alto do Cabrito 28,2
Marechal Rondom 25,1
Comunidades (%)
Nova Constituinte 23,5
Rio Sena 23
Pop. com ensino médio completo 23 1
(%) ’
Pop. a cursar o ensino superior (%) 2,3
Relato de avistamento de roedores 53
préximo de residéncias (%)
Renda média (R$) 561,00
Residéncias contempladas com 05
iluminagao publica ao entorno (%)
Residéncias proximas a esgoto a 33.4

céu aberto (%)
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Residéncias com pavimentacio no 7
0 5,8
entorno (%)

Residéncias com falta de agua 26
encanada (%) ’

Residéncias com estoque 16.8
inadequado de alimento (%) ’

Residéncias proximas a lixdes (%) 35,9

Residéncias contempladas com a 83.8
coleta do lixo (%) ’

Residéncias com lixo depositados 25 3
na fachada (%) ’

Residéncias que apresentaram 24 2
” . 0 3
acumulo de lixo (%)

Residéncias contempladas com 73
visita do CCZ (%)
Residéncias contempladas com 59

visita de ACS (%)

Das 651 amostras testadas por ELISA para a presenga de anticorpo anti-LCMV,
1,9% (13/651) foram sororreativas, pertencentes a trés homens e 10 mulheres.
Quanto a etnia, quatro pessoas eram pardas, oito negras € uma pessoa branca. Em
relagdo a localidade, seis pessoas eram de Marechal Rondon, cinco de Nova
Constituinte e duas de Alto do Cabirito, todos acima de 18 anos, dentre os quais, quatro
acima dos 60 anos (Tabela 2).

Dos 13 individuos com sororreatividade para LCMV, apenas quatro ndao viram
roedores nos arredores de suas residéncias no ultimo més (da data da entrevista),
trés afirmaram possuir lixo acumulado em suas residéncias nesta mesma faixa de
tempo e somente um individuo informou que acondiciona o seu lixo em sacos plasticos
na rua de sua casa (Tabela 2).

Nenhuma das pessoas sororreativas ao LCMV relatou alguma sintomatologia
ou resultado de exames prévios de liquido cefalorraquidiano que pudesse indicar a

infecc&o pelo virus, além de reagdes comuns como febre e cefaleia.
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Tabela 2. Dados de voluntarios sororreativos para o virus da coriomenginte linfocitica em residentes
de quatro comunidades social e economicamente desfavorecidas da cidade de Salvador no ano de
2018.

F 41 Pardo Nao Nao Sim Nunca
Ultimo
F 62 Preto Sim Nao Nao
ano
F 64 Preto Sim Nao Nao Nunca
Marechal Ultimo
6 F 35 Preto Nzo N&o Sim
Rondon ano
Ultimo
M 73 Preto Nao Nao Sim
ano
Ultimo
F 19 Branco Nao Nao Sim
ano
Ultimo
Alto do M 62 Preto Nao Sim Sim
2 ano
Cabrito
F 58 Preto Nao Nao Sim Nunca
Ultimo
F 35 Pardo Sim Sim Nao
ano
F 41 Pardo Nao Nao Nao Nunca
Ultimo
Nova F 33 Preto Sim Nao Sim
L 5 ano
Constituinte ]
Ultimo
M 38 Pardo Sim Sim Sim
ano
Ultimo
F 42 Pardo Sim Nao Sim
ano
3M/
Total 13 10F 1! 1 7N/ 6S 10N/3S 4N/9S 1

*Sexo feminino (F); Sexo masculino (M).
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5.2. Resultados relativos a populagao de roedores

Dentre as 117 amostras de soro coletadas dos roedores da espécie R.
norvegicus nas quatro comunidades amostradas, 64 (54,7%) eram de roedores
machos e 52 (45,2%) fémeas, representados por 2 animais jovens (recém
desmamado %), 23 subadultos (2-3 meses %) e 92 adultos (plena capacidade
reprodutiva '), baseado na estimativa de idade por dias e no desenvolvimento sexual
(descricdo do testiculo e da parte externa da vagina, estado dos mamilos e
gravidez/lactante). Das amostras, 60 (51,2%) foram obtidas na estacdo seca e 57
(48,7%) na chuvosa, distribuidas pelas quatro localidades, de forma que 38 (32,4%)
delas representaram o Alto de Cabrito, 38 (32,4%) Nova Constituinte, 23 (19,5%)
Marechal Rondon e 18 (15,3%) Rio Sena.

Dos 117 roedores testados por ELISA, 4,2% (5/117) apresentaram anticorpos
IgG anti-LCMV, dois espécimes procedentes da localidade de Nova Constituinte, um
de Marechal Rondon e dois de Rio Sena. Todos os roedores sororreativos eram
fémeas tinham ferimentos em seus corpos, 3 estavam gravidas e foram coletados, um
roedor na estagao chuvosa e os outros quatro, na estagao seca.

Em relagao a analise molecular, das 117 amostras de pulmao coletadas de R.
norvegicus nas quatro comunidades amostradas, 52 eram de roedores machos
(44,4%), 65 fémeas (55,5%), representados por dois jovens, 18 subadultos e 97
adultos. Do total de 117 amostras, 56 (47,8%) foram coletadas de roedores na estagéo
seca e 64 (54,7%), na chuvosa, distribuidas pelas quatro localidades, de forma que
38 (32,4%) delas representaram o Alto de Cabrito, 38 (32,4) Nova Constituinte, 22
(18,8%) Marechal Rondon e 19 (16,2%) Rio Sena (Tabela 3).

A partir da deteccdo do RNA viral por RT-Nested PCR e posterior
sequenciamento, foi possivel identificar uma amostra positiva para LCMV. A amostra
corresponde a uma fémea com aproximadamente 60 dias de vida, soronegativa,
capturada em Marechal Rondon, coletada na estagao seca, contendo sinais de feridas
corporais (Tabela 3).

Considerando o resultado da analise sorolégica associada com a molecular
(presenca do RNA viral), a prevaléncia geral de LCMV em roedores foi de 4,9%
(6/122), todos da espécie R. norvegicus.

A partir das analises moleculares em amostras de roedores e da analise
soroldgica em humanos e roedores foi possivel detectar a evidéncia de circulagao de

LCMV em todas as comunidades estudadas. Apenas em Nova Constituinte e
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Marechal Rondon foram encontrados tanto roedores infectados quanto humanos

sororreativos (Figura 8).

Tabela 3. Dados dos roedores sororreativos ou RT-Nested PCR positivo para LCMV nas quatro
comunidades social e economicamente desfavorecidas da cidade de Salvador no ano de 2018.

. . . - IgG anti- RT-Nested

Comunidade Sexo Idade (dias) Feridas Estacao LCMV PCR
Fémea 45 Sim Seca Reativo Negativo

Marechal

Rondom Fémea 60 Sim Seca N&o reativo Positivo

Nova Fémea 85 Sim Chuvosa Reativo Negativo

Constituinte Fémea 121 Sim Chuvosa Reativo Negativo
Fémea 77 Sim Chuvosa Reativo Negativo

Rio Sena Fémea 79 Sim Seca Reativo Negativo
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» Fronteiras municipais
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/ Atlantic Ocean
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/
:/ - 0 25 5 75 10km
A Positivo

Figura 8. Distribuicdo geografica das amostras humanas e de roedores positivas para LCMV por
teste soroldgico e molecular em quatro comunidades de Salvador/BA (2018). A) Nova Constituinte; B)
Rio Sena. C) Alto do Cabrito. D)Marechal Rondon. Fonte: Cedido por Argibay Hernan.
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5.4. Caracterizagao viral

Através do sequenciamento parcial e comparagdo nucleotidica da amostra
positiva com amostras de LCMV depositadas no GenBank, foi possivel confirmar a
identificacdo do virus da coriomeningite linfocitica. Esta amostra apresentou uma
similaridade de nucleotideos de 85,71% em relagdo a uma amostra de LCMV
depositada em 2009 oriunda dos Estados Unidos (n° de acesso FJ607032.1). Fora
estabelecido uma arvore filogenética da sequéncia parcial (420pb) da regido
codificante da nucleoproteina do LCMV, construida pelo método de maxima
verossimilhanga (ML) no programa PhyML %, com 1000 réplicas de bootstrap, e o
melhor modelo evolutivo para as sequéncias foi estabelecido utilizando o programa
jModelTest presente no programa MEGA 11 %. De acordo com a arvore estabelecida
foi possivel observar que a amostra de Salvador (n20654.02) ficou agrupada com as
amostras de um mesmo estudo realizado nos EUA (Figura 9) ?2. Considerando o
baixo suporte observado na arvore (bootstrap <0.7), a amostra de Salvador esta
inserida no grupo | de linhagens reconhecidas do LCMV no mundo.
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Lunk virus [NC018710)
e LCMV 810366 USA 2003 [FJ607028)
LCMV GRO1 Spain 2004 [FJ)895883)
_| 'L LCMV SNOS Spain 2004 [FJ895884]
LCMV CABN Spain 2004 [FJ895882)
- LCMV Bulgaria [GQ862982)
- LCMV BRC Japan 2005 [AB627953]
LCMV 0Q28 Japan 1990 [AB627952]
LCMV 810362 USA 2003 [FJ607038)
LCMV Y USA [DQ118959)
LCMV Comou French Guiana 2013 [KT731538)
[ LCMV Traub [DQ868487]
' LCMV HP France 2009 [HQ601956)
LCMV HP6S France 2009 [JF912085]
— LCMV Douglas 4707 USA [FJ607035)
LCMV CH 5692 [AF325214)

_{ LCMV CH 5692 [DQ868483)
LCMV M435 USA 2012 [KF732824]
LCMV 810885 USA 2005 [FJ607032)
LCMV Pasteur [DQ868485)
LCMV WE substrain Nagasaki [AB627951)
MRC.EC.20654.02 Salvador Bahia Brazil
[ | { LCMV 200501927 USA 2005 [FJ607030)

LCMV 200504261 USA 2005 [FJ607037)
LCMV docile 2007 [EU480452)
LCMV aggressive 2007 [EU480450)
LCMV WE substrain UBC 57135 USA [FJ607036]
LCMV WE substrain UBC A 337 USA [FJ607034)
— LCMV LBCE 20151 Rio de Janeiro Brazil
LCMV EEB 7 Spain 2008 [JN872495)
LCMV WHI USA 1949 [FJ607033)
LCMV 810935 USA 1984 [FJ607029)
LCMV Marseille 12 [DQ286931]
LCMV 811316 USA 2008 [FJ607031)
LCMV 201102714 USA 2011 [JN687949]
-I LCMV IGS31 USA [KJ603310])

LCMV clone 13 [DQ361065])
LCMV Armstrong 53b [AY847350)

Figura 1. Arvore filogenética demonstrando a relagéo entre cepas de LCMV com a amostra obtida de
fragmento de 420nt de pulméo de roedor da espécie Rattus novergicus capturado na cidade de
Salvador/BA, indicada pelo nome n20654.02 em negrito. Arvore estabelecida por maxima
verossimilhanga com 1000 repeticées de bootstrap, baseada no modelo TN92 + G, utilizando os
programas MEGA11 % e PhyML 97 visualizada pelo programa Tree Of Life (iTOL) v5 9. os circulos
azuis representam valores de bootstrap acima ou igual a 70, quanto maior o circulo maior o valor.

5.5. Andlises estatisticas das variaveis associadas a exposi¢gao ao LCMV

Os resultados obtidos foram analisados quanto a relagao entre as variaveis

categdricas e numéricas e a sorreatividade ao LCMV. Em relagdo a populagao

humana foi verificada uma associagdo significativa (p<0,05) para as variaveis

“comunidade onde residia” e “idade” do residente voluntario. Quanto aos roedores, a
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variavel sexo se mostrou significativa (p<0,05) quanto a presenga de sororreatividade

para o LCMV conforme apresentado nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4. Calculo de significancia da relagdo entre a variavel de desfecho (reatividade soroldgica ao
LCMV para os humanos e reatividade sorolégica e positividade de RT-Nested PCR para os roedores)
e as variaveis numéricas, categoricas e sociodemograficas de voluntarios humanos e de roedores R.
norvegicus em quatro comunidades de Salvador, BA durante 2018 pelo Teste Exato de Fisher.
(p<0,05).

Teste Exato de Fisher (Humanos)

Variaveis Categoricas N° de Positivo (%) Valor de p
Feminino 10/379 (2,6)
Sexo Masculino 3/272 (1,1) 0.25
Branca 1/41 (2,4)
Preta 8/344 (2,3)
Etnia 07376
autodeclarada Amarela 0/9 (0,0)
Pardo 4/243 (1,6)
Indigena 0/4 (0,0)
Marechal Rondom 6/164 (3,7)
. Alto do Cabrito 2/184 (1,1)
Comunidade Nova Constituinte 5/153 (3,3) 0,0367
Rio Sena 0/150 (0,0)
Esgoto a céu Auséncia 71432 (1,6) 03773
aberto
Presenca 6/218 (2,8)
Acumulo de Auséncia 8/417 (1,9) 1
lixo Presenca 5/234 (2,1)
Avistamento Auséncia 4/210 (1,9) 0.77
de roedores Presenca 9/346 (2,6) ’
6 meses 8/381 (2,1)
Ultima visita 1 ano 1/92 (1.1
do CCZ (1) 0,93
nunca 4/178 (2,2)
Teste Exato de Fisher (Roedores)
Variaveis Categoricas N° de Positivo (%) Valor de p
Marechal Rondon 2/20 (10)
Comunidade Alto do Cabrito 0/35 (0) 0,15
Nova Constituinte 2/35 (6)
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Rio Sena 2/18 (11)

Feridas Nao Presente 0/9 (0) 1
Presente 6/93 (6)
Fémea 6/55 (10)
Sexo Macho 0/47 (0) 0,035

Tabela 5. Calculo de significancia da relagdo entre a variavel de desfecho (reatividade sorolégica ao
LCMV para os humanos e reatividade sorolégica e positividade de RT-Nested PCR para os
roedores), com as varidveis numéricas sociodemograficas de voluntarios das localidades e da
variavel numérica idade em dias de roedores R. norvegicus capturados na area. Calculo realizado por
Teste de Mann-Withney. (p<0,05).

Teste de Mann-Withney (Humanos)

Variaveis Populagao Populagao Média Média Valor de
Quantitativas Negativa Positiva negativa (SD) Positiva (SD) P
ldade 638 13 33,14 (18,29) 46,38 (15,75) 0,0085
- 890,45 1051,81
Renda Média 473 13 (664.07) (884,99) 0,875
Tempo de
Estudo 638 13 7,65 (3,79) 6,46 (4,43) 0,3277

Teste de Mann-Withney (Roedores)

Variaveis Populagao Populagao Média Média Valor de
Quantitativas Negativa Positiva negativa (SD) Positiva (SD) p

Idade em dias 97 6 74,94 (25,3) 78,14 (25,91) 0,789
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6. DISCUSSAO

Nosso conhecimento acerca das infecgbes causadas pelo virus da
coriomeningite linfocitica (LCMV) ainda € praticamente inexistente no pais. Nosso
grupo tem avangado nos estudos epidemioldgicos, através da identificagcdo de
reservatorios roedores no estado do Rio de Janeiro e na vigilancia ativa deste agente
zoonotico %067 no ambito do laboratério de referéncia alocado no Laboratério de
Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz. Considerando que o
presente estudo € a primeira investigagdo do LCMV na Bahia, os resultados obtidos
vém ao encontro da hipotese, demonstrando que este virus circula em comunidades
social e economicamente desfavorecidas na cidade de Salvador.

Em relagédo ao cenario do LCMV no mundo, este estudo esta em concordancia
com os achados na literatura referente aos inquéritos em humanos e roedores, nos
quais observamos em geral uma baixa prevaléncia assim como a ndo correlagao entre
a sororreatividade observada na populagdo humana com a histéria pregressa da
existéncia de qualquer manifestagao clinica compativel com a infecgdo pelo LCMV,
segundo os dados secundarios obtidos durante entrevista.

A soroprevaléncia em roedores de 4,2% ou 4,9%, esta ultima considerando o
indice de positividade encontrado no teste ELISA e RT-Nested PCR em conjunto, vai
ao encontro dos estudos realizados na lItalia, Reino Unido e Japao que indicaram,
respectivamente, uma prevaléncia de 5,6%, 5,7% e 7% 515658 Todavia, o resultado
obtido no presente trabalho difere do encontrado em outros estudos no Brasil,
Argentina e Colbmbia, em que a prevaléncia foi mais alta, correspondendo,
respectivamente, a 20%, 13% e 10% do total analisado %0:57:66,

Considerando que o LCMV pode ser encontrado em outras espécies de
roedores, além de seu reservatoério natural, M. musculus, e diante de uma maior
abundancia de roedores do género Rattus em comunidades urbanas desfavorecidas,
a investigacao na cidade de Salvador foi realizada em populagdes de ratos da espécie
R. norvegicus. Até o momento, dois estudos apontaram a circulagdo de LCMV em
roedores desta espécie, um conduzido no Reino Unido, onde foi observada uma
soroprevaléncia de 2,7% (2/72) %8, e o outro realizado no Rio de Janeiro pelo nosso
grupo, cujos resultados indicaram uma soroprevaléncia semelhante de 2,1% (2/95)
nesta mesma espécie, com a prevaléncia de ratazanas positivas em Salvador, no
entanto, maior se comparada a estes dois estudos. Esses dados reforcam a
necessidade de investigacdo nesta espécie de roedor, principal responsavel pela alta
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infestacao de ratos em comunidades que vivem em condigdes sociais precarias e sob
o crescimento demografico e urbanistico continuo e desestruturado.

Outros estudos, como o realizado na Italia em 2009, demonstraram a presenca
de LCMV em diferentes espécies de roedores, neste caso da espécie, Apodemus
flavicolli, no qual foi possivel correlacionar positivamente a densidade de roedores
com a prevaléncia sorologica para LCMV 91 demonstrando a plasticidade de
hospedeiros deste agente zoondtico e sua relagdo com diferentes espécies de
roedores silvestres e sinantropicos.

De acordo com os dados aqui apresentados, dentre os animais sororreativos
para LCMV, todos eram fémeas sinalizando para uma significante associagcéo entre
sexo e a presencga de anticorpos anti-LCMV. A presenca de feridas foi observada em
todas essas fémeas sororreativas, trés estavam gravidas e uma lactante, como
também na maioria dos individuos estudados, independente do sexo ou idade.
Apenas 12 animais nao tinham feridas e cicatrizes e todos foram soronegativos. O
achado de feridas nos roedores € um sinal importante, utilizadas como indicador das
interagdes agonisticas e ja demonstrou ter relagdo direta com a transmissao do virus
Seoul, virus do género Orthohantavirus que apresenta caracteristicas similares de
transmissdo com o LCMV %2, De fato, em um estudo realizado em roedores da mesma
espécie, capturados em Salvador e em uma comunidade vizinha as areas do presente
estudo foi possivel verificar esta correlagcao entre sororreatividade com a presencga de
feridas 1°2.

Nesta mesma localidade, foi realizado um trabalho sobre a dinamica
populacional de roedores R. norvegicus indicando a relagéo das feridas encontradas
nas fémeas com a idade e a atividade sexual, que pode ser observada durante todo o
ano, nas estagdes seca e chuvosa, constatada pelo alto numero de fémeas gravidas
nos dois periodos 3. A atividade reprodutiva destes roedores, durante o ano todo,
em paises de clima tropical e em comunidades urbanas, onde ha oferta abundante de
alimento e agua, pode levar a uma maior competicdo por copula e nidificacdo se
comparada a competicdo por recursos. Neste sentido, registram-se as seguintes
observagoes; i) que a transmissao horizontal do LCMV entre roedores depende da
taxa de contato intraespecifica, seja por meio das excretas ou secre¢des salivares,
que ocorre durante embates ou contato sexual *® e ii) que as fémeas no periodo
lactante apresentam um comportamento agressivo durante a nidificagéo %4, fatos que

poderiam explicar a ocorréncia de feridas em todas as fémeas lactantes e a maior
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soroprevaléncia encontrada nas fémeas em atividade reprodutiva observadas no
presente estudo.

Além da maturidade sexual, que, como comentado promove mudancas nos
comportamentos sociais aumentando as taxas de contato entre os roedores, o status
de infeccdo também pode estar associado a idade, uma vez que a longevidade
aumenta a probabilidade cumulativa de exposicao ao virus, no entanto neste estudo,
como observado para os machos desta espécie, a populagao foi constituida na sua
maioria por adultos, todos soronegativos para LCMV.

Neste estudo foi possivel também detectar e identificar um fragmento parcial
do genoma do LCMV em uma fémea de roedor adulta. A presenca do RNA e a
auséncia de anticorpos IgG anti-LCMV neste espécime poderia estar relacionada a
uma primeira e recente infec¢ao, indicando uma transmisséo horizontal. Entretanto, &
preciso ratificar que roedores verticalmente infectados, a depender da cepa, podem
suprimir a expresséo de anticorpos anti-LCMV ' impossibilitando a identificacdo da
possivel rota de infeccdo. Neste sentido, sdo necessarios mais estudos de
monitoramento a longo prazo para a compreender a dindmica de transmissao do
LCMV nos roedores nessas localidades.

Este estudo trata-se da primeira caracterizagao molecular do virus em roedores
da espécie R. norvegicus, reforgando a evidéncia de circulagédo do LCMV na cidade
de Salvador e apontando para a necessidade de uma vigilancia sustentada na regiéo.
Ao compararmos a sequéncia obtida com as sequéncias depositadas no Genbank, foi
possivel demonstrar uma similaridade nucleotidica de 85,71% com uma amostra de
Michigan, Estados Unidos, oriunda do bago de um roedor capturado em area
residencial. De acordo com a arvore filogenética obtida, foi identificada uma
proximidade da sequéncia obtida no presente estudo com cepas caracterizadas nos
EUA, procedentes de amostras de rim de hamsters, durante um estudo de um caso
associado a transplante de orgéos 3°. Novas analises de amostras coletadas nesta
regido de Salvador seriam importantes para confirmar as relagdes filogenéticas do
LCMYV identificado no presente estudo.

Embora a baixa prevaléncia de LCMV esteja em consonancia com os estudos
disponiveis na literatura, em especial nestas espécies de roedores analisadas, cabe
ressaltar que as amostras obtidas para esta investigagcdo, que teve como objetivo
original a pesquisa de Leptospira spp., estavam acondicionadas em congeladores a -
20°C, o que pode ter interferido na recuperacdo do RNA viral. A importancia da

preservacao de tecidos a -70°C é recomendada para estudos de deteccdo de RNA
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105 podendo ser considerada, assim, uma limitagao no presente estudo, o que reforca
a importancia de realizar novas coletas de roedores na regido considerando os
resultados aqui obtidos e a necessidade de ampliar os estudos virolégicos e evolutivos
do LCMV.

Em relacdo a prevaléncia de 1,9% encontrada na populacdo humana, essa
também se encontra semelhante a outros estudos, como na Italia, de 2,5%; na
Espanha, de 1,2% e no Vietna, de 0,8% %5984 considerando, no entanto, o
pioneirismo do presente estudo sob o ponto de vista do perfil da populagao estudada.
A mesma comparagao se mantém em relagéo aos paises vizinhos na América do Sul,
como na Argentina onde se observou prevaléncias de 2,3% e 3,3% ou até mesmo nos
dados obtidos no Brasil com prevaléncia em mastozodlogos bioteristas de 2% 955767,

Nao obstante, a presenca da populacdo humana e de roedores sororreativos
nestas localidades assim como a proximidade e compartilhamento de espagos entre
os roedores e humanos LCMV-positivos, como pode ser observada na figura de
distribuicao espacial do estudo, reforcam a presenca de uma cadeia de transmissao
local. O avistamento de roedores nos arredores das residéncias, por parte de 53%
dos voluntarios, indica o contato proximo com estes animais, reforgcando a ocorréncia
de possiveis infecgdes humanas. O ambiente no entorno das casas supostamente
poderia explicar essa presenca constante de roedores, visto o relato de 353 pessoas
(54%) que indicaram haver a presenga de esgoto a céu aberto ou areas de depdsito
de matérias/ lixdes na proximidade de suas residéncias. A falta de pavimentagao ao
entorno das casas (66,5%) e nos quintais das residéncias (48,7%), indicando a
presencga de mato ou barro, poderia facilitar o abrigo dos animais.

O comportamento humano também pode estar influenciando, considerando
que 25% dos individuos relataram depositar o lixo na frente de suas residéncias, com
21% indicando o uso s6 de sacolas plasticas, com relato de acumulo do lixo em 24%
das residéncias, situacdes que propiciam uma oferta abundante de alimentos para os
roedores dessa espécie °. Outro fator importante relacionado a exposicao a roedores,
foi a disposi¢cao da comida de forma desprotegida reportada por 16% dos individuos,
0 que pode atrair os roedores para o interior das residéncias. Todos estes fatores
foram também observados no estudo realizado na comunidade Pau de Lima, em
Salvador, demonstrando a sua correlacdo com a infestacdo de roedores nas
residéncias, em sua maioria relacionada aos roedores da espécie R. norvegicus .

Ainda em relacao aos roedores, um trabalho realizado no municipio de Campo

Limpo, Sao Paulo, também indicou a presenca da associagao direta entre a
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disponibilidade de locais para abrigo, como a disposigao de residuos e depdsitos, e a
infestagdo por roedores 6. Fatores socioecondmicos e estruturais também foram
relacionados a infestacdo por roedores na cidade de Sao Paulo’, o que
consequentemente aumenta a exposicdo humana a esses animais e 0 risco de
infecc&o por agentes zoondticos transmitidos por roedores.

Baseando-se na literatura supde-se que a presenca dos roedores no ambiente
residencial eleva a taxa de contato com o0 homem, aumentando o risco da transmisséo.
Em trabalho realizado na cidade de Huludao, na China, foi possivel relacionar a
densidade populacional dos roedores com o aumento do numero de casos de febre
hemorragica com sindrome renal por Seoul orthohantavirus no local % um agente
viral cuja eco-epidemiologia € semelhante ao LCMV.

Neste cenario, € possivel especular que a situacdo de vulnerabilidade dessa
populagdo que vive em condi¢gdes precarias de moradia, com renda meédia de 561
reais, somado as condi¢des supracitadas e a baixa instrugao — representada com uma
porcentagem de s6 15% de pessoas que haviam concluido o ensino médio, numero
ainda menor se levado em consideracdo o ensino superior, 2,3% — facilitaria a
aglomeracdo de roedores nestas localidades, aumentando consequentemente o
contato entre roedores e humanos e desta forma, o risco de transmissao desses
agentes zoonoticos.

Neste estudo foi possivel observar outro aspecto que potencializa a
vulnerabilidade social deste grupo populacional — o abandono pelo Estado - que pode
acabar atuando como um elemento facilitador para a transmissdo de agentes
infecciosos pelos roedores, considerando a situagao excludente vivida por essas
pessoas, na qual 180 (27%) relataram nunca terem recebido a visita de profissionais
do centro de controle de zoonoses e 267 (41%) a visita de um agente comunitario de
saude. Mesmo que ndo demonstrado estatisticamente por este trabalho. Nestas areas
onde a agao do governo € precaria, fica evidente a necessidade de reforgar a vigilancia
em saude nestas populacgdes, principalmente em relacdo as doencgas associadas aos
roedores diante da alta infestacdo e presenga na maioria dos domicilios assim como
a evidéncia de animais infectados pelo LCMV.

O cenério observado conecta-se ao conceito debatido por Ellwanger e
colaboradores (2022) %7, sobre o paradoxo da ecologia de doengas urbanas, em que
a urbanizagao leva a um ambiente de interagdes complexas entre humanos-animais-
doencas, afetando as relagdes tanto positivas quanto negativamente. Entende-se que

a urbanizacao pode representar um acesso facilitado a servicos de saude e a criagao
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de ambientes que reduzam o surgimento de doencgas, entretanto este mesmo
processo gera uma alta densidade populacional, com uma maior aproximagao com
vetores e criagcdo de ambientes propicios para estes, a partir dos residuos humanos
107_

As comunidades estudadas refletem os aspectos negativos da urbanizagao, no
contexto do paradoxo, sem a compensacao do lado positivo, pois como visto existe
um acesso deficitario a infraestrutura de saude, representada pelos baixos indices de
acao dos agentes comunitarios de saude e do centro de controle de zoonoses na
regido. Ainda em relagdo ao trabalho de Ellwanger e colaboradores (2022)'%7 a
necessidade de uma visao holistica multidisciplinar de saude unica é colocada, como
solugao para o paradoxo, com a discussao de estratégias que melhor compensem a
razdo de beneficios/prejuizos'®’. Aqui reforga-se a necessidade do entendimento de
que o ambiente gerado pela urbanizag&o, principalmente nos nucleos urbanos n&o
planejados e deficitarios, impacta diretamente na saude do individuo e na saude
publica local. No caso das comunidades estudadas, uma visdao de saude unica,
infraestrutura-homem-vetor-doenca, é necessaria para equilibrar esta balanca de
fatores negativos e positivos. O estabelecimento de uma vigilancia eficaz e estratégica
para reducdo do adoecimento da populacdo depende inevitavelmente do
conhecimento acerca destes trés elementos doenca, vetores e o homem em escala
local.

Apesar da relagédo significativa encontrada entre o bairro de residéncia e a
sororeatividade por LCMV, todos as comunidades apresentam condicoes
demograficas, de saneamento e de moradia parecidas. No bairro onde todos os
voluntarios foram soronegativos para LCMV, foi observada a presenca de roedores
reativos, em uma menor soroprevaléncia, fato que poderia explicar a falta de pessoas
reativas no local. Quanto a idade, visto que todos os voluntéarios reativos tém pelo
menos 19 anos ou mais, 0 maior risco associado pode estar relacionado com o maior
tempo de exposic¢ao. Apesar de nao ser possivel determinar a causa exata, € possivel
especular que, além do tempo de vida, a realizacado de atividades domésticas como
limpeza e retirada do lixo ou até a retirada dos roedores de suas residéncias podem
indicar um maior contato da populacéo voluntaria nas faixas etarias maiores com os
roedores. Entretanto a questdo da baixa prevaléncia encontrada ndo pode ser
excluida, indicando uma possivel aleatoriedade quanto aos individuos sororreativos.

Em consonancia com os resultados obtidos na presente pesquisa,

considerando a similaridade das condi¢gdes das quatro comunidades, um estudo
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realizado no interior da Argentina ao longo de 6 anos, também concluiu sobre uma
aleatoriedade da distribuicdo de pessoas sororreativas, nos centros urbanos. Neste
mesmo estudo todas as pessoas com anticorpos para LCMV também se encontravam
acima da idade de 19 anos °’.

Ainda em relagéo a faixa etaria, embora em um trabalho, realizado na Croacia
em 2006, os autores nao tenham observado uma diferenca significativa na idade, em
2021, um outro estudo no mesmo pais demonstrou uma prevaléncia maior no grupo
de idade de 41-50 anos %198 reforcando que a possibilidade da aleatoriedade
novamente precisa ser considerada.

Diante da possibilidade de casos graves associadas ao LCMV, principalmente
em individuos imunodeprimidos e gravidas, cabe reforgar a necessidade de uma maior
atencao para estes grupos de risco. Neste sentido, a evidéncia de infecgao por LCMV
em uma populacdo humana reforca a necessidade do diagnostico diferencial com
quadro infeccioso em pacientes imunodeprimidos submetidos a transplante e com
doencgas congénitas, como a do grupo das TORCHS, incluindo Zika, devido a
inespecificidade dos sinais e sintomas iniciais e a semelhanga com estas infecgdes
teratogénicas 72.

Por fim, a partir dos resultados encontrados em humanos e roedores, além de
ratificarem a necessidade de novas investigagdes sobre a incidéncia do LCMV no pais
e os fatores de risco associados com a infeccdo humana, trazem um alerta sobre a
existéncia desta zoonose que pode estar relacionada a casos de doengas febris
agudas com acometimento neurolégico, como meningites e casos de 6bitos sem
etiologia definida assim como doengas congénitas de origem infecciosa. Desta forma,
a compreensao da dindmica das interagdes entre o ser humano, roedores e patdgenos
e fundamental para que se estabelegam as bases para um sistema de vigilancia desta
zoonose, incluindo a busca ativa de casos com a sensibilizagdo da populacao e dos

profissionais de saude.
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7. PERSPECTIVAS

- Realizar novas investigagdes em roedores nesta regido de Salvador considerando
os resultados aqui obtidos e a necessidade de ampliar os estudos virolégicos e
evolutivos do LCMV.

- Realizagdo de estudos de monitoramento a longo prazo para a compreender a
dinamica de transmissao do LCMV nos roedores.

- Expandir o estudo com a finalidade de abranger outras espécies de roedores

sinantropicos, em especial o principal reservatério do LCMV o roedor Mus musculus.

- Realizar a vigilancia ativa de casos suspeitos de infecgao do virus LCM no contexto
do diagnéstico diferencial com doengas febris agudas com acometimento neurolégico,
como meningites e casos de Obitos sem etiologia definida assim como doencgas

congénitas de origem infecciosa e pacientes receptores de transplante.

-Realizar inquéritos soroldégicos em outros estados do Brasil para ampliar o

conhecimento sobre a circulagado do virus no pais.

- Divulgar os resultados obtidos através de notas técnicas a vigilancia local e por
meio de folder para o publico geral.
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8. CONCLUSOES

- A presenca de anticorpos IgG anti-LCMV na populagdo humana sugere a
ocorréncia de infecgdes prévias, subclinicas ou assintomaticas, por LCMV nesta
comunidade.

- A baixa soroprevaléncia de LCMV na populagdo humana voluntaria testada,
esta em concordancia com a maioria dos trabalhos conduzidos em outros paises,
devendo, no entanto, considerar os diferentes desenhos de estudo e perfis
populacionais.

- A baixa soroprevaléncia de LCMV na populagao de roedores analisados da
espécie R. norvegicus infectados naturalmente, € semelhante as prevaléncias
identificadas nos poucos estudos existentes no mundo.

- A detecgao do genoma viral do LCMV em um roedor da espécie R. norvegicus,
capturado no bairro Marechal Rondon em 2018, confirma a presenca do virus na
regido, reforcando a participagdo de outros roedores que ndo o seu reservatorio
natural, M. musculus.

- Nas comunidades estudadas as variaveis idade e comunidade se mostraram
significantes quanto a reatividade de IgG para LCMV. Em relagdo aos roedores, a
variavel sexo se mostrou significativa quanto a reatividade de IgG para LCMV e
presenca de RNA.

- Comprovou-se a circulacdo do LCMV nas popula¢gdes humanas e de roedores

nas comunidades estudadas.
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9. ANEXOS

9.1 CEUA - Aprovagao da Comissao de Etica no Uso de Animais

Ministério da Saude

Hbcnuz .
Fundacio Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO DE APROVAGAO
PROTOCOLO: 019/2016

PROJETO: ‘Estratégias de controle 6timo para zoonoses transmitidas por roedores em
comunidades brasileiras”

COORDENADOR: Dr. Federico Costa

. Quantitativo de Animais Aprovados
Espécie/Linhagem N° de Animais
to de esgoto (Juvenil, <200g) 70
de esgoto (Subjuveni 2 105
de osgqo (Adulto, >400g) 175

Comﬁamwommumommmmumdommpmdmaéﬁcammuu
com animais adotado peta Lei 11.784/2008, foi aprovado e licenciado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA-CPQGM) em 08/03/2017, e tem validade até 08/03/2019.

The present version of the above referenced project agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL
RESEARCHadoptodbythoBmziumbw11.7M008mdwnapp:wedandﬁcomodbyihoﬁTHlCAL
COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH of the CPQGM-FIOCRUZ at 03/08/2017, being -valid unti
03/08/2019, - , ‘

SOLICITAMOS O ENVIO DOS RELATORIOS PARCIAL E FINAL NOS PRAZOS ESTABELECIDOS
ABAIXO: '

Vigéncia: 08/03/2017 a 08/03/2019.

Envio do Relatério Anual: 09/03/2018.
Relatério Final: 09/03/2019.

Salvador, 08 de margo de 2017,

Di MO GA
da Comissao de Etica no Uso de Animais
Centro de i lo Mo‘t‘\ot‘z“ FIOCRUZ
Pesqusadora em Saode
’ CPoGM -

Mat. 1573190
M«Eummoaew.Ru.wuuunurauo.rf121.cmsmm.m,¢£r'mno.ami
Tel. (71) 3176.2285

ceua@bahia flocruz.br
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9.2. Parecer consubstanciado do CEP

UFBA - INSTITUTO DE SAUDE
COLETIVA DA UNIVERSIDADE “§ Q81ecgy oM
FEDERAL DA BAHIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Otimizagdo de medidas de controle para zoonoses em comunidades brasileiras
Pesquisador: Federico Costa

Area Temética:

Versdo: 4

CAAE: 68887417.9.0000.5030

Instituicdo Proponente: Instituto de Saude Coletiva / UFBa

Patrocinador Principal: Medical Research Council

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 4.485.652

Apresentacdo do Projeto:
O projeto explicita que houve prorrogagdo do prazo do projeto de pesquisa de 2017 até 2021 e portanto
pede para avaliar a proposta de emenda para o projeto acima detalhado.

Justificativa: Entende-se que por necessidade sanitaria, além da possivel compreensao da relagao do
ambiente com a disseminagao desses patégenos, faz-se necessario medir a prevaléncia zoonoses na
populagao investigada, e sua relagdo com potenciais fatores comportamentais, sociodemograficos e
ambientais. Procedimentos: Nao serdo coletadas amostras biolégicas adicionais. Aproveitaremos as
amostras de sangue ja coletadas para analise de outros patégenos. A metodologia laboratorial de analise
para presenga de anticorpos para SEOV e LCMV nas amostras biolégicas esta descrita na pagina 07 do
projeto. TCLE e TALE: foi realizada a alteragdo da informagao sobre a analise de amostras biolégicas para
identificagdo de exposigdo a SEOV e LCMV no TCLE das pessoas maiores de idade, no TCLE do
responsavel legal, TALE de 05 a 11 e no TALE de 12 a 17 anos. Desse modo, na pagina 03 do projeto,
onde lia-se: “Posteriormente, expandiremos este modelo para outros patégenos zoonéticos incluindo Seoul
hantavirus (SEOV), Dengue (DENV), Zika (ZICV), Chikungufia (CHIKV hepatites B (HBV), Toxoplasma
gondii, Bartonella sp. “. Leia-se: “Posteriormente, expandiremos este modelo para outros patégenos
zoondticos incluindo dengue (DENV), Zika (ZICV), Chicungunha (CHIKV) para arboviroses e, hepatite B
(HBV), Toxoplasma gondii, Bartonella sp, Seul hantavirus (SEOV), virus da Coriomeningite linfocitica
(LCMV) bem como outros patégenos zoonéticos transmitidos por roedores.".

Enderego: Rua Basilio da Gama s/n

Bairro: Canela CEP: 40.110-040
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-7419 E-mail: cepisc@ufba.br

64



10. APENDICES

Folder para divulgacao de informagoes sobre a Coriomeningite linfocitica

VOCE CONHECE?

Coriomeningite linfocitica

E uma doenga causada pelo Virus da Coriomeningite
Linfocitica (LCMV), transmitido ao homem principalmente
por meio da inalagdo de particulas virais no ar, em
ambientes com a presenga de fezes e urinas de roedores
infectados. Na maioria dos casos o quadro clinico é leve,
mas pode ocorrer casos graves como meningite e
hemorragia. Por ndo ter um antiviral especifico, o
tratamento é de suporte.

Sinais e Sintomas

Mais Comuns

Sensibilidade
aluz

Com quem devo me preocupar?

Na gravidez, o virus pode ser
transmitido ao feto, causando:
*Aborto Esponténeo
*Ma-formagdes (Ex: Microcefalia)

Dor de cabega Febre Rigidez na nuca

Como evitar?

Evite deixar alimentos ~ Ventile ambientes Use detergente ou  N&o acumule lixo

acessiveis a roedores fechados por 30 sabdo e dgua sanitaria  préximo de sua

dentro e fora de sua minutos antes de entrar @ 10% em locais com a residéncia
residéncia e utilize mascaras N95  presenga de roedores

A coriomeningite linfocitica é uma
doenga pouco conhecida no Brasil, mas
existem evidéncias da presenga do virus
em roedores e humanos.

PARA MAIS INFORMACOES BUSQUE:

Fonte: Lat o k Instituto Oswaldo Contato:
Cruz / IOCRUZ E-mail: Ihraioc.fiocruz.br
portal fiocruz br/lab d
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