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RESUMO

A Hantavirose ¢ uma zoonose emergente causada por de 24 espécies de virus pertencentes ao
género hantavirus. E transmitida por contato direto com roedores infectados ou pela inalagdo
de aerossois provenientes de excretas e secregdes por eles eliminadas. No mundo, a doenga
apresenta duas formas clinicas: Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR), prevalente
na Europa e Asia (Velho Mundo) e Sindrome Cardiopulmonar (SCH), prevalente nas
Américas (Novo Mundo). Na segunda forma, a mortalidade varia entre 33 e 100 %. Nao
existe tratamento disponivel para a doenga. No Brasil, diversos casos foram registrados,
principalmente na regido Sudeste, com dados epidemiologicos definidos. Na Amazodnia, ha
poucos registros de casos e poucas pesquisas a respeito da prevaléncia e dos fatores
epidemioldgicos envolvidos na transmissdo da doenga. Além disso, determinadas atividades
humanas podem facilitar a exposicdo ao virus. A atividade militar pode ser considerada como
atividade de risco para o contato com o virus, podendo este grupo funcionar como sentinela
para a sua presenca no ambiente. O presente estudo visa avaliar a soroprevaléncia da
hantavirose em militares e civis no municipio de Manaus. Para atingir este objetivo, foram
desenvolvidos um teste ELISA e um teste Dot Blot, ambos para a pesquisa de anticorpos IgG
contra o hantavirus. Foram coletadas 1073 amostras (entre 01/2014 - 03/2016) e aplicados
questionarios sociodemograficos e epidemiologicos aos participantes do inquérito sorologico.
Foi desenvolvido, também um antigeno para os testes soroldgicos propostos. Uma proteina
recombinante consenso do nucleocapsideo do virus foi construida a partir das sequéncias da
proteina N dos gendétipos de Hantavirus ANDV, CASV e RIOMV, que ocorrem na regiao
Amazobnica, a partir de dados do GenBank. A partir desta sequéncia proteica construida, foi
sintetizado um segmento S do hantavirus. A expressdo proteica deu-se em bactéria E. Coli
BL21 (DE3) e a proteina resultante foi purificada por cromatografia de afinidade. A sequéncia
da por¢ao do segmento S sintetizada do Hantavirus foi confirmada através de sequenciamento
e analisada filogeneticamente, confirmando a semelhanga com as espécies de hantavirus que
ocorrem na regido amazdnica. Amostras de soro foram testadas pelo teste ELISA e as
amostras positivas foram confirmadas com teste Dot Blot. No estudo epidemiologico, foram
analisadas 1073 amostras de sangue (n=547 civis, n=526 militares). Foi observada
prevaléncia de 7,46% na populagdo estudada (n=1073). A prevaléncia entre os grupos
estudados foi de 7,86 e 7,03 para civis e militares, respectivamente. Na andlise dos
questionarios, os militares apresentaram como fator de risco ser mordido por roedores e os
civis, matar ou capturar roedores, ambos fatores ligados ao contato direto com roedores.
Conclui-se que a soroprevaléncia da Hantavirose no estado do Amazonas ¢ alta, comparado
aos resultados anteriores de soroprevaléncia publicados. Apesar da prevaléncia do grupo
militar estudado ser menor que a da populacdo geral analisada, a prevaléncia também ¢ alta
comparada aos resultados anteriores de soroprevaléncia publicados. A caracteristica da
atividade aumenta a possibilidade de exposi¢do destes individuos ao virus, destacando as
atividades desenvolvidas em areas de selva. Entre os civis, surge o alerta para a alta
prevaléncia da doenga em uma populagdo urbana, na cidade mais populosa da regido centro
amazonense.

Palavras-chave: Soroprevaléncia, hantavirus, sentinelas, militares, animais, Amazonia.



ABSTRACT

The Hantavirus is an emerging zoonotic disease caused by 24 species of viruses belonging to
the genus hantavirus. It is transmitted by direct contact with infected rodents or by inhalation
of aerosols from excreta and secretions by them eliminated. Worldwide, the disease has two
clinical forms: Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome (HFRS), prevalent in Europe and
Asia (Old World) and Cardiopulmonary Syndrome (SCH), prevalent in the Americas (New
World). In the second form, the mortality rate ranges between 33 and 100%. There is no
treatment available for this disease. In Brazil, several cases have been recorded, mainly in the
Southeast, with defined epidemiological data. In the Amazon, the few records, little is known
about the prevalence and epidemiological factors involved in transmission. Furthermore,
some human activities can facilitate exposure to the virus, for example, military activity,
which can be considered as risk activity for contact with the virus. This group can function as
a sentinel to its presence in the environment. This study aims to evaluate the seroprevalence
of hantavirus in Military and civilians in the central region of Amazonas. To achieve this goal,
we were used to search against hantavirus IgG ELISA test and a test Dotbloting. 1073
samples were collected (from 01 / 2014- 03/2016) and questionnaires sociodemographic and
epidemiological to participants of the survey. Also, there was developed an antigen for
serological tests proposed. A recombinant protein of the nucleocapsid of the virus from a
consensus sequence of the protein ANDV N, ASC and RIOMV that occurring in the Amazon,
was built using data available in GenBank. Expression was in E. Coli BL21 (DE3) and the
resulting protein was purified by affinity chromatography. The sequence of the Hantavirus
segment portion S synthesized was confirmed by sequencing and analyzed phylogenetically,
confirming the similarity to the species of hantavirus that occur in the Amazon region. Serum
samples were tested by this ELISA developed and positive samples were confirmed by Dot
Blot using the same protein. In the epidemiological study were analyzed 1073 blood samples
(n = 547 Civil, n = 526 Military). the prevalence of 7.46% was observed in the study
population (n = 1073). The prevalence between the groups was 7.86 and 7.03 for civilians
(n°= 547) and military (n°= 526), respectively. In the analysis of the questionnaires, the
military presented as a risk factor being bitten by rodents and Civil, kill or capture rodents.
Both factors linked to direct contact with the reservoir. We conclude that the prevalence of
Hantavirus in the state of Amazonas is high compared to previous results of published
seroprevalence. Despite the prevalence of the military group is lower than the general
population, the characteristic of activity increases the possibility of exposure of these
individuals to the virus, highlighting the activities in wilderness areas. Among Civil, alert to
the high prevalence of the disease occurs in an urban population, the most populous city in
central Amazonian region.

Keywords: seroprevalence, hantavirus, sentinel, civilians, military, Amazon.
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1. INTRODUCAO

A Hantavirose ¢ uma zoonose emergente com ampla distribuicdo pelo mundo, tendo
roedores como principais reservatorios e transmissores. O virus pertence a familia
Bunyaviridae. Os virions desta familia sdo grandes, envelopados e possuem como genoma
trés fragmentos de RNA de polaridade negativa (JONSSON et al, 2010). Diferentes espécies
de hantavirus ja foram descobertas em pequenos mamiferos, sendo 24 espécies causadoras de
patologia no homem (DEARING & DIZNEY, 2010; ICTV). No homem, a transmissao
ocorre, principalmente, por inalagdo de aerossois provenientes de excretas e secregdes
eliminadas por roedores infectados. A doenca pode se manifestar como a Febre Hemorragica
com Sindrome Renal (FHSR), que ocorre na Europa e Asia, ¢ a como Sindrome
Cardiopulmonar por Hantavirus, que ocorre nas Américas. Nas duas sindromes clinicas ocorre
extravasamento de liquido dos vasos para o intersticio levando a alteragdo renal e pulmonar,
podendo causar choque (FIGUEIREDO et al., 2014). Apesar dos avangos na pesquisa, nao
foram aprovados antivirais, vacinas e imunoterdpicos para o tratamento da doenca
(JONSSON et al, 2010).

Paises como Bolivia, Brasil, Colombia, Guiana Francesa, Peru, ¢ Venezuela, que
possuem o bioma Amazdnico em seu territorio, t€ém registrado casos de hantavirose,
demonstrando a circulagdo do virus nesses locais (ALVES MORAIS et al., 2016; DE
THOISY et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2014; FIRTH et al., 2012; HIELLE; TORRES-
PEREZ, 2010; MATHEUS et al., 2006; MONTGOMERY et al., 2012; MONTOYA-RUIZ;
DIAZ; RODAS, 2014). O Brasil tem registro de casos em todas as regides. No entanto, a

regido Norte, também coberta pelo bioma Amazonico, possui poucos registros, com casos nos
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estados do Amazonas, Maranhdao, Mato Grosso e Para (FIGUEIREDO et al, 2014; PINTO
JUNIOR et al, 2014). Desde o primeiro registro em 1995 até 2016, esses numeros tém
aumentado (BRASIL, 2016a).

A regido amazodnica ¢ endémica para doengas com manifestagdes clinicas semelhantes
a hantavirose e de dificil diagnostico diferencial, como Leptospirose, Influenza, doencas
hemorragicas (Dengue e Febre Amarela), pneumonias atipicas e febres atipicas. A
compreensdo da epidemiologia da hantavirose ¢ relevante para o atendimento de pessoas
infectadas pelo virus e com manifestacdes graves, e para o estabelecimento de agdes de
prevengdo (FIGUEIREDO, 2006; PINTO JUNIOR et al, 2014).

No Amazonas, a primeira referéncia da circulagdo do virus ocorreu em um inquérito
sorologico em 1991 (VASCONCELOS et al, 1992). Até a presente data, apenas 6 casos da
doenga foram registrados no Sistema Nacional de Vigilancia do Ministério da Satde
(BRASIL, 2016a). No entanto, existem mais 4 registros na literatura, totalizando 10, que
sugerem a subnotificacdo de casos. Dos 10 casos, 4 ocorreram no municipio de Itacoatiara no
ano 2004 (DOS SANTOS et al., 2006); 1 ocorreu no Municipio de Maués em 2005
(TEIXEIRA et al., 2006; GIMAQUE et al., 2012); 1 ocorreu no ano de 2008, sem dados do
municipio; 2 ocorreram em 2009, sem dados dos municipios (FIRTH et al., 2012); e 2
ocorreram no municipio de Careiro da Varzea, em 2011 (DE OLIVEIRA et al., 2014;
MS/SVS, 2015). Foram identificados dois virus: Castelo dos Sonhos (CASV), nos casos
diagnosticados em 2009; e o Rio Mamoré (RIOMV), nos casos diagnosticados em 2011
(FIRTH et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2014). GIMAQUE et al (2012) realizaram o
primeiro levantamento soroldgico em humanos, em quatro municipios do estado do
Amazonas (Itacoatiara, Labrea, Careiro Castanho e Atalaia do Norte) obtendo resultados de

soroprevaléncia de 0,2%, 0,9%, 0,4% e 0,8%, respectivamente. Estes dados demonstram a
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presenca e a circulacdo do virus no estado do Amazonas. No entanto, mais dados sdo
necessarios para determinar a real prevaléncia da hantavirose no estado.

Ferramentas de vigilancia epidemioldgicas sdo importantes para o acompanhamento
da disseminacdo de doencas € o para mapeamento das areas de ocorréncia. Alguns métodos
sdo utilizados para o mapeamento das 4areas de ocorréncia do hantavirus: Registro e
notificacao de casos (DE OLIVEIRA et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2006; ELKHOURY
et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2006); Captura de reservatorios roedores (FIGUEIREDO et
al., 2010; LARRIEU et al., 2003; MILLS et al., 1999; NISBETT et al, 2001) e
soroprevaléncia de anticorpos contra o virus na populacdo (GIMAQUE et al., 2012;
MONTGOMERY et al., 2012 BADRA, 2010). Animais (domésticos e selvagens) e alguns
grupos de pessoas que desenvolvem atividades de risco para a contaminagao pelo virus podem
funcionar como grupos sentinelas, sinalizando a circula¢do do virus em determinadas regides.
A soroprevaléncia do hantavirus nesses grupos sentinelas pode funcionar como uma
ferramenta util no controle e mapeamento da circulagao do hantavirus (SCOTCH et al, 2009;
JONSSON et al 2010) .

Em humanos, determinadas profissdes podem expor individuos ao virus e serem
considerados grupos de risco para contaminag¢do (PINTO JUNIOR et al, 2014; JONSSON et
al, 2010; DEARING & DIZNEY, 2010). Militares sdo considerados vulnerdveis a
transmissdo do virus. Esses profissionais podem ser expostos em atividades de treinamento ou
em situacdes de conflito em areas endémicas para o Hantavirus (BRASIL, 2014; DEARING;
DIZNEY, 2010; NEWMAN et al., 2014; CLEMENT et al., 1996;). Na Amazonia, militares
do Exército Brasileiro atuam dentro da Selva Amazonica e em contato com as ameagas que
esse bioma pode oferecer. Esse grupo pode ser monitorado funcionando como sentinela para a

Hantavirose na regido Norte.
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No presente estudo, sera realizada a soroprevaléncia da Hantavirose em militares e
civis no municipio de Manaus. Busca-se, dessa forma, mais dados sobre a prevaléncia da

Hantavirose no Amazonas, principalmente na regido mais habitada do estado.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. REFERENCIAL TEORICO

2.1.1. Agente etiologico

O género Hantavirus pertence a familia Bunyaviridae. Este género possui um grande
namero de espécies distribuidas pelo mundo, tendo pequenos mamiferos como hospedeiros,
como roedores e outros mamiferos insetivoros (JONSSON et al, 2010). E um virus RNA,
envelopado, que apresenta aproximadamente 12.000 nucleotideos, divididos em trés
fragmentos de polaridade negativa. O tamanho do virus varia de 80 a 120 nm. Os trés
segmentos do genoma sdo divididos conforme o tamanho e codificam as seguintes proteinas:
segmento S (Small) que codifica a proteina do nucleocapsideo (N); segmento M (Medium)
que codifica as glicoproteinas do envelope (Gn e Gce); e segmento L (Large) que codifica a
proteina RNA-polimerase dependente do RNA (RpRd). Cada segmento de RNA (S,Me L) ¢
envolvido pela proteina N formando moléculas circulares de nucleocapsideo (FIGUEIREDO

etal.,2014; YOSHIMATSU & ARIKAWA, 2014; FIGUEIREDO et al , 2008).

Muito Sorotipos ja foram identificados representando mais de 80 formas genéticas
(OLIVEIRA et al., 2014). No entanto, o0 Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
reconhece 24 espécies e estabelece critérios para classificagdo de novos virus dentro do
género Hantavirus (FIGUEIREDO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014). Apesar da divisao,
os virus deste género apresentam alta similaridade na organizagdo da sequéncia dos

segmentos de RNA e ciclos de vida semelhantes (JONSSON et al; 2010). A nomenclatura dos
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virus adotada, geralmente, tem sido o nome da regido onde o virus foi identificado pela

primeira vez (PINTO JUNIOR et al, 2014).

O virus também ¢ classificado conforme a distribui¢do geografica dos reservatérios
roedores, Velho Mundo ¢ Novo Mundo, e o tipo de manifestagdo clinica observada em
humanos, Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR) e Sindrome Cardiopulmonar por
Hantavirus (SCH). Alguns autores propde a unificacdo das sindromes clinicas, com a
denominacdo de Doenga por Hantavirus, pois acreditam que a divisdo ¢ meramente didatica

(FIGUEIREDO et al., 2014; CLEMENT et al, 2012;).

Transmissao

A relacdo do Hantavirus com o seu reservatdrio natural tem um papel importante na
transmissdo (KHAIBOULLINA et al, 2005). A distribuicdo, a historia natural e o
comportamento dos reservatdrios determinam as areas de transmissao do virus e a distribuicao
geografica dos casos de Hantavirose (FIRTH et al., 2012; HU et al., 2014; JONSSON et al,
2010).

O ciclo de transmissdo do virus entre os reservatdrios roedores, principais
transmissores, ocorre pela transmissdo horizontal. A relag¢do social e a flutuagdo do tamanho
de uma populagdo auxiliam na disseminagdo no virus. O contato com fluidos corporais e
aerossoOis sdo as principais formas de transmissdo que ocorrem em combates (mordidas e
agressdes), em disputas territoriais e reprodutivas, ou pela convivéncia social, como o
comportamento de limpeza entre membros de um grupo (OLIVEIRA et al., 2014; MILLS et

al., 1999).
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A transmissdo do virus para humanos ocorre através do contato direto com
hospedeiros infectados ou pela inalagdo de aerossois dos dejetos e liquidos corporais (saliva,
sangue ¢ fezes). O contato ocorre pela sobreposicao da area de vida do reservatério com a dos
humanos, tanto pela invasdo do homem em dareas preservadas como pela atracdo de roedores

para proximo das residéncias (ARAUJO et al., 2012) (Figura 1).

Hantavirus

Reservatorio Hospedeiro
acidental

Figura 1. Ciclo de transmissio do Hantavirus: Ciclo de transmissdo
horizontal do reservatério pelo contato com aerosséis de dejetos e fluidos
corporais de roedores infectados; O homem ¢é o hospedeiro acidental do
ciclo de transmissio horizontal, e se infecta pelo contato com aerossois de
dejetos e fluidos corporais de roedores infectados, podendo desenvolver a
FHSR ou SCH.

Replicagdo

O Hantavirus infecta células através da ligagdo das proteinas virais G1/G2 com

receptores de superficie presente nas células do hospedeiro. Esse processo ocorre
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principalmente nas células endoteliais, epiteliais, dendriticas foliculares, além de macréfagos
e linfocitos. As integrinas B1 sdo utilizadas por hantavirus considerados apatogénicos. As
integrinas B3 sdo as responsaveis pela ligacdo entre células e virus patogénicos, mais
especificamente a avl33 integrina, presente em células epiteliais e plaquetas (JONSSON et al,
2010). Os receptores do complemento CR3, formado pela associa¢ao das integrinas 32 e aM,
e CR4, formado pela associacdo das integrinas 2 e aX, sdo outros receptores de entrada

utilizados pelo Hantavirus que estdo ativados na infeccdo (RAFTERY et al., 2014).

Outras estruturas que ndo sdo integrinas interagem com o Hantavirus como co-fatores
da infeccdo, como a DAF (Fator de declinio da aceleragio) (KRAUTKRAMER; ZEIER,
2008), uma glicofosfatidilinositol (GPI) ancorada a proteina do sistema regulatério do
complemento e o receptor do dominio da cabega globular do complemento (gC1qR) (CHOI et

al., 2008).

Apos a ligacdo, ocorre a endocitose do virus, via clatrina, e a liberagdo do material
nucleico para dentro do citosol na fusdo do envelope com o endossomo. A RpRd auxilia a
transcrigdo do mRNA dos segmentos S, M e L. A tradu¢do do mRNA em proteinas virais
ocorre em estruturas do maquindrio celular. Os mRNA dos segmentos S e L sdo traduzidos
nos ribossomos livres no citoplasma e o mRNA do segmento M ¢ traduzido nos ribossomos
ligados & membrana do reticulo endoplasmatico rugoso. Apds a traducdo das proteinas virais,
a polimerase viral troca o processo de transcricdo pelo processo de replicacdo dos genomas
virais, que junto das proteinas ja produzidas, vdo compor os novos virions. A proteina N ¢
produzida em grande quantidade logo no inicio da infec¢do e tem um papel importante no
ciclo de vida viral. Esta proteina interage ¢ modula a resposta do sistema imunolédgico. A
proteina N formard um envoltério nos segmentos dos RNA replicados. Finalizando o processo
com a montagem e liberagdo dos novos virions pelas células. (JONSSON et al., 2010;

YOSHIMATSU & ARIKAWA, 2014a, 2014b; ZEIER et al., 2005).
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No processo de replicagdo viral, mutagdes podem ocorrer permitindo a adaptagdo do
virus a novos hospedeiros e podendo tornar o virus um patéogeno emergente. A RdRp pode
realizar trocas pontuais nos nucleotideos no momento da tradu¢do podendo gerar mutantes.
Em infec¢des com duas ou mais espécies de Hantavirus pode ocorrer o ressortimento,
podendo gerar novos rearranjos dos segmentos virais (FIGUEIREDO et al., 2014; SOUZA et

al., 2014).

Patogenia

A patogenia da hantavirose esta associada com a presenca do virus e a atividade
imunoldgica que altera a permeabilidade das células endoteliais dos vasos. Ocorre ativagao de
efetores imunoldgicos e atracdo de células inflamatorias. Na SRH, o homem desenvolve
edema pulmonar, deficiéncia respiratoria, hipotensdo e choque cardiogénico. Na FHSR, o
virus infecta células e atrai células inflamatorias que causam dano tubular (JONSSON; et a/

2010; KHAIBOULLINA; MORZUNOV; ST JEOR, 2005).

2.1.2. Hospedeiros

Desde a descoberta do agente viral causador do Hantavirus e da identificagdo do
reservatorio roedor na década de 70, diversas espécies de virus e de reservatorios roedores
foram identificadas pelo mundo. Os principais hospedeiros e transmissores da doenca sdo da
ordem Rodentia. No entanto, outras ordens foram identificadas albergando o virus como a

Chiroptera (morcegos) e a Soricomorpha (mussaranhos e toupeiras) (DE ARAUJO et al.,
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2012; GUO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; SOUZA et al., 2014; WITKOWSKI et al.,
2014); .

A ordem Rodentia possui aproximadamente 2200 espécies identificadas no mundo, o
que representa 42% das espécies de mamiferos existentes. Estd presente em diversos biomas
do planeta, em razdo da sua grande capacidade de adaptagdo ecologica e fisiologica a
ambientes. (OLIVEIRA et al., 2014). Apesar da grande variedade, as espécies de roedores
identificadas como transmissoras do Hantavirus pertencem as familias Cricetidae
(Subfamilias Arvicolinae, Neotominae e Sigmodontinae) e Muridae (subfamilia Murinae) e

estdo distribuidas da seguinte forma pelo mundo (SOUZA et al., 2014):

1) Familia Cricetidae:

¢ Subfamilia Arvicolinae: Encontrada na Europa, Asia e América do Norte;

¢ Subfamilia Neotominae e Sigmodontinae: Encontradas no continente Americano

(Novo Mundo).

2) Familia Muridae:

e Subfamilia Murinae: Encontrada na Europa e Asia (Velho Mundo) e mais
recentemente na Africa;

As espécies responsaveis pela transmissdo da doenca na América do Sul pertencem a
subfamilia Sigmodontinae. No Brasil, os géneros desta subfamilia identificados como
reservatorios sdo Akodon, Calomys, Holochilus, Necromys e Oligoryzomys. (ROSA et al.,
2005; JONSSON et al., 2010; FIRTH et al., 2012; OLIVEIRA et al. 2013; OLIVEIRA et al.,
2014; MONTOYA-RUIZ et al, 2014;).

As espécies da subfamilia Sigmodontinae sdo silvestres e sdo encontradas em todos os

biomas existentes no Brasil (Amazonico, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Pampas e
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Caatinga) (OLIVEIRA et al., 2014). As espécies Necromys Lasiurus e Oligorysomys nigripes

s30 os principais reservatérios do virus nos biomas Cerrado ¢ Mata Atlantica. No entanto, seu

potencial de transmissdo se estende por todo o pais, exceto na area do Bioma Amazonico.

Este Bioma, que ocupa uma area bastante extensa, possui poucos dados sobre os reservatorios

do Hantavirus. A Amazodnia ultrapassa as fronteiras de varios paises na América do Sul, sendo

relevante o acompanhamento da ocorréncia de casos nestes locais. No Norte do Brasil existem

poucos estudos sobre os reservatorios e sua area de ocorréncia dentro dos estados

(OLIVEIRA et al., 2013). A Tabela 1 apresenta os principais reservatorios ja identificados e o

Hantavirus correlacionado na regido Amazodnica.

RESERVATORIO  AREA DE OCORRENCIA NA Genoétipos REF.

REGIAO AMAZONICA
Oligoryzomys Mato Grosso, Oeste do Maranhdo Anajatuba BONVICINO et al (2008); FIRTH
fornesi

et al. (2012); OLIVEIRA et al.
(2014); SANDOVAL et al. (2010)

O. utiaritensis

Amazonas, Para, Centro-Oeste do

Castelo dos Sonhos OLIVEIRA et al. (2013);

Brasil (CASV) OLIVEIRA et al. (2014)
O. moojeni Amazonas, Para, Rondonia e Mato  Castelo dos sonhos FIGUEIREDO et al. (2014)
grosso
O. microtis Bolivia, Peru, Norte do Brasil Rio Mamoré BONVICINO et al/ (2008); FIRTH
(RIOMV) et al. (2012); OLIVEIRA et al.
(2014).
O. delicatus Venezuela Maporal (MAPV) DE THOISY et al. (2014)
O. fulvescens Guiana Francesa Maripa DE THOISY et al. (2014)

Holochilus Norte do Brasil, Bolivia, Peru, Rio Mearin* FIRTH et al. (2012); OLIVEIRA et
sciureus Colémbia, Equador, Venezuela, (RIMEV) al. (2014)
Suriname, Guiana ¢ Guiana Francesa
Calomys callosus Bolivia Laguna Negra OLIVEIRA et al. (2014)
C. callidus Centro-Oeste do Brasil Laguna Negra OLIVEIRA et al. (2014)
Necromys lasiurus  Leste do estado do Para, Maranhdo, Araraquara OLIVEIRA et al. (2014)
Sudoeste de Rondonia, Mato Grosso, (ARAV)
Tocantins
Zygodontomys Colombia e Guiana Francesa Calabazo DE THOISY et al. (2014)
brevicauda (Colombia) e
Maripa (G.
Francesa)

Sigmodon alstoni

Venezuela

Cafio Delgadito* OLIVEIRA et al. (2014)
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S. hispidus Venezuela e Peru Black Creek Canal OLIVEIRA et al. (2014)

? Bolivia Tunari OLIVEIRA et al. (2014)

Tabela 1. Principais reservatorios e genétipos de Hantavirus identificados na Regido Amazonica.

2.1.3. Epidemiologia

Mundo

A hantavirose se manifesta de duas formas com caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas distintas. Na Asia e Europa (Velho Mundo) a doenga é endémica e se manifesta
clinicamente com febre hemorragica e insuficiéncia renal aguda, apresentando alta morbidade
e baixa mortalidade. E chamada de Febre Hemorragica com Sindrome Renal causada por
Hantavirus (FHSR). Nas Américas (Novo Mundo), a doenca apresenta ocorréncia esporadica
e se manifesta como insuficiéncia respiratoria aguda com baixa morbidade e alta mortalidade.
E conhecida como Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH) (JONSSON et al.,

2010; PINTO JUNIOR et al., 2014; FIGUEIREDO et al, 2014).

Surtos da doenca ocorridos no século passado levaram a correlacdo do virus a doenga
no Velho ¢ no Novo Mundo. Um surto ocorreu durante a Guerra das Coreias (1950-1953)
onde mais de 3000 soldados das Nagdes Unidas adoeceram com a Febre Hemorragica
Coreana, hoje conhecida como a FHSR. A identificacdo do virus ocorreu somente na década
de 70 (SCHMALJOHN & NICHOL, 2001; JONSSON et al, 2010). Outro surto ocorreu na
regido de Four Corners, nos EUA, em 1993. Foi chamada inicialmente de Doenca de Four
Corners, hoje conhecida por SCH (FIRTH et al., 2012; NICHOL et al., 1993). A Hantavirose
ja foi identificada em varios paises e pode se manifestar de forma grave em humanos,

apresentando taxas de mortalidade de 12% (FHSR) e 60 % (SCRH) em alguns surtos

América
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Casos de Hantavirose foram identificados em diversos paises do continente
Americano, a partir da década de noventa. Casos de SCPH ja foi identificada em Argentina,
Bolivia, Brasil, Canada, Chile, Coldmbia, Costa Rica, Guiana Francesa, Honduras, México,
Panamé, Peru, Paraguai, USA, Uruguai e Venezuela. (MATHEUS et al., 2006;
FIGUEIREDO et al., 2014; MONTOYA-RUIZ; DIAZ; RODAS, 2014). Na América do Sul,
somente Guiana, Suriname ¢ Equador ndo tém registro de casos (FIGUEIREDO et al., 2014;
MONTOYA-RUIZ; DIAZ; RODAS, 2014).

No Brasil, o primeiro caso foi identificado na regido de Juquitiba, Sdo Paulo, em
1993. De 1993 a 2016, foram identificados 2019 casos em 19 estados brasileiros (OLIVEIRA,
2012; PINTO JUNIOR et al, 2014, BRASIL, 2016a). Os registros de casos se concentram na
regido Sudeste, em municipios de Minas Gerais ¢ Sdo Paulo, cobertos pelos biomas Cerrado e
Mata Atlantica. A taxa de letalidade da doenga variou entre 33% e 100%, dependendo da
regido onde ocorreram os casos (PINTO JUNIOR et al, 2014). A regido Norte, coberta pelo
bioma Amazodnico, vem apresentando aumento nos registros de casos. No entanto, existe uma
lacuna no conhecimento a respeito da doenca nessa regido. E possivel que existam casos
subnotificados devido a dificuldade no diagndstico diferencial de doengas hemorragicas que

ocorrem na regido (SANTOS et al, 2012; MONTOYA-RUIZ, DIAZ & RODAS, 2014).

Amazonia

Tendo em vista que a area de ocorréncia de casos hantavirose esta interligada com a
area de ocorréncia do reservatdrio, ¢ importante que os estudos deem aten¢do aos biomas
onde ocorrem as espécies de reservatorios e os nichos ecologicos aos quais estdo inseridas. As

areas desses biomas ultrapassam limites de estados e fronteiras de paises (MEDEIROS et al.,
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2010; FIRTH et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2014; MONTOYA-RUIZ, DIAZ & RODAS,
2014; PINTO JUNIOR et al, 2014)

Os paises que possuem o Bioma Amazonico em seus territorios sdo: Brasil, Bolivia,
Colombia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname ¢ Venezuela. Nao hé registro
de casos de hantavirose na Guiana, Suriname e Equador. Os sorotipos identificados na

Amazonia nos paises com registro do Hantavirus estdo identificados na figura 2.

VENEZUELA GUIANA FRANCESSA
Cano Delgadito Maripa
Maporal Rio Mamoré
- BRASIL (Amazobnia)
COLOMBIA Anajatuba, Castelo
Calabazo dos Sonhos, Rio
Mamoré, Rio Mearin
PERU e Laguna Negra
Castelo Dos Sonhos
Tunari -
Rio Mamoré BOLIVIA
Rio Mamoré
Laguna Negra
Bermejo
Andes virus

Figura 2. Paises que possuem o Bioma amazdnico em seu territorio e os gendtipos registrados (DE
THOISY et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2014; MONTOYA-RUIZ; DIAZ; RODAS, 2014; PINTO
JUNIOR, et al, 2014; MONTGOMERY et al., 2012; HIELLE & TORRES-PEREZ, 2010; DOS SANTOS
etal.,2006; ROSA et al., 2005).

No Brasil, os estados que fazem parte da Amazodnia Legal e que tem registro de casos
de Hantavirose sdo Amazonas, Mato Grosso, Maranhdo, Pard ¢ Rondonia. No periodo de

1993 a 2016 foram registrados 450 casos (MS/SVS, 2016), conforme tabela 2:

Total




34

MT

PA

RO

Total

0 0 1 0 0 0 34 13 12 11 15 59 46 32 41 42 53 21 21 30 19 21 6

323

103

450

Tabela 2. Registro de casos confirmados no Sistema de Informacio de Agravos Notificados
Fonte:MS/SVS, 2016.

Estudos demonstram a sobreposi¢do de mapas de dispersdo espacial de casos
notificados na Amazonia e das 4reas com intensa atividade antropica na regido Norte. E o
caso da construgdo de estradas BR 163 e 230. O que se observa nessa regido ¢ o avango da
ocupagdo humana com atividades extrativistas e agropecudrias, no chamado arco do
desmatamento, principalmente no Pard e Mato grosso, onde ocorreu o maior nimero de
registros na regido Norte (Tabela 2). No Amazonas, nos municipios proximos a Itacoatiara,
onde ocorreram as ultimas notifica¢des, observa-se um incremento das atividades extrativistas

e agropecuarias (MEDEIROS et al., 2010; SANTOS et al, 2012).

Amazonas

A primeira referéncia da circulacdo do virus no estado do Amazonas ocorreu em 1991,
em um inquérito soroldgico com familiares e vizinhos de pacientes que morreram com febre
hemorragica sem diagnéstico (VASCONCELOS et al, 1992). Desde entdo, alguns episoédios
foram relatados: O Primeiro relato ocorreu no ano de 2004, em Itacoatiara, onde 3 individuos
de uma mesma familia foram infectados, com confirmagdo por exames laboratoriais. Um
quarto individuo da mesma familia morreu, porém ndo houve confirmagao laboratorial. Este
ultimo caso nao € contabilizado pelo Ministério da Satide como caso confirmado da doenga.

Na investigagdo epidemioldgica, 9 roedores da espécie Oligoryzomys microtis foram
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capturados sendo 4 foram positivos para anticorpos IgG contra o Hantavirus (DOS SANTOS
et al., 2006). A variante RIOMV - 3 foi identificada em estudo posterior de uma das amostras
dos 4 roedores positivos (FIRTH et al., 2012). O segundo relato foi no municipio de Maués,
no ano de 2005 (TEIXEIRA et al., 2006; GIMAQUE et al., 2012). O terceiro relato ocorreu
no municipio de Careiro da Varzea, no ano de 2011, com 2 casos confirmados. Um dos
pacientes faleceu e amostras do sangue foram coletadas. O virus identificado foi o RIOMV.
Nas investigacdes epidemioldgicas dos casos, o inquérito sorologico identificou 3 pessoas
positivas para IgG contra o Hantavirus (DE OLIVEIRA et al., 2014). Segundo FIRTH et al.,
(2012) mais 3 casos (1 no ano de 2008; 2 no ano de 2009) ocorreram. No entanto, ndo existe
registro na base de dados do Ministério da Satde (SINAN WEB). Um Levantamento
sorologico em humanos realizado em quatro municipios do estado do Amazonas (Itacoatiara,
Labrea, Careiro Castanho e Atalaia do Norte) obteve resultados de soroprevaléncia do

Hantavirus de 0,2%, 0,9%, 0,4% e 0,8%, respectivamente (GIMAQUE et a/, 2012).

2.1.4. Fatores de transmissao

A epidemiologia da Hantavirose esta ligada a interacdo entre os elementos que fazem
parte da transmissdo do Hantavirus: os hospedeiros (definitivo e acidental), o ambiente e o
virus.

A dindmica virus-hospedeiro-ambiente precisa ser bem compreendida para o
entendimento dos riscos de infec¢do em humanos (OLIVEIRA et al. ,2014; OLIVEIRA et al.,

2013).

Fatores ligados aos hospedeiros
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O hospedeiro definitivo ou reservatorio tem um papel relevante na manutencdo do
virus no ambiente. Andlises filogenéticas demonstram a longa co-divergéncia evolucionaria
entre as espécies de hantavirus sendo acompanhada pela tipo de reservatério, geralmente,
possibilitando correlacionar que espécie de virus determinado reservatério pode transmitir
(GUO et al., 2013). Essa relagdo virus-reservatorio possibilita estimar as possiveis areas de
circulagdo de virus transmitidos por determinadas espécies de roedores, baseado no
conhecimento sobre a dispersdo e a area de ocorréncia dos roedores reservatorios (GUO et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2014). A capacidade de adaptacdo dos reservatorios a ambientes
preservados e com interferéncia humana determinam as areas de ocorréncia e dispersdo do
virus (OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al.,2014). A dispersdo da hantavirose também ¢
influenciada pelo aumento no adensamento populacional dos roedores, elemento primordial
para o surgimento de epidemias do Hantavirus (ENGELTHALER et al., 1999). O tamanho
populacional das espécies de roedores ¢ determinado pelo uso do ambiente pelo homem,
mudangas climaticas ou variagdes ciclicas normais que afetam as espécies, € que podem
amecar a saude humana (SCHMALJOHN & NICHOL, 2001). Esses fatores influenciam a
reproducdo, a disponibilidade de alimentos e a presenga de predadores (ENGELTHALER et
al., 1999; OLIVEIRA et al., 2014). Roedores vivem em colonias € o comportamento
competitivo, reprodutivo e alimentar auxiliam na manutencdo da circula¢do do virus entre os

roedores do grupo (OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA ef al.,2014).

O homem ¢ o hospedeiro acidental deste ciclo e se infecta ao entrar em contato com
roedores infectados ou ao inalar aerossois dos dejetos destes roedores quando divide o mesmo
espaco com esses animais. Isso ocorre quando o hospedeiro acidental invade a éarea de
ocorréncia de roedores (atividades de desmatamento, expansao imobiliaria, atividades de lazer
em areas de ocorréncia do reservatorio, treinamento militar, etc.) ou quando atrai animais

infectados para proximo das habitacdes (residéncias proximas a areas de mata, atividades
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agropecuarias, armazéns para estocagem de alimentos, etc.). ( JONSSON; 2010; OLIVEIRA

etal.,2013; ZEIER et al., 2005; ENGELTHALER et al., 1999;):

Fatores ligados ao ambiente

Espécies de roedores evoluiram em milhdes de anos dentro de biomas especificos. As
alteracdes ambientais promovidas pelo processo de ocupacao do homem na terra fizeram com
que biomas sofressem mudancas, modificando a dindmica populacional desse grupo de
animais. Algumas espécies de roedores t€ém maior capacidade de se adaptar a novos
ambientes ou a ambientes degradados. Sdo chamadas de espécies generalistas ou oportinistas.
Essa espécies se proliferam com mais facilidade quando o ambiente lhes ¢ favoravel, sendo
potenciais reservatorios dispersores do hantavirus. A disponibilidade de alimentos, regime de
chuvas, flutuagdes climdticas sazonais, fenomenos climaticos atmosférico-oceanicos sao
outros fatores que ajudam a influenciar as populacdes de roedores (ZEIER et al., 2005;
JONSSON et al, 2010; DEARING; DIZNEY, 2010; HEYMAN et al., 2012)

Alteragdes ambientais resultantes da destruicdo, fragmentagdo, degradagdo do habitat,
superexploracdo das espécies, introducdo de espécies exoticas e aumento da ocorréncia de
doengas tém grande impacto na diversidade bioldgica (PRIMACK & RODRIGUES, 2001).
Essas alteragdes favorecem a emergéncia de doencas. Em habitat fragmentados, por exemplo,
pode ocorrer um aumento temporario da relacdo animal/area, favorecendo a transmissdo de
doengas entre individuos de um mesma espécie. Outro efeito indireto da destruicdo e
degradagdo ambiental ¢ o aumento da susceptibilidade de organismos a doengas em razao da
deteriorizagdo da qualidade do habitat e da diminui¢do da disponibilidade de alimentos. Além
disso, o incremento no contato entre diferentes espécies pode favorecer o contato e a

transmissdo de doengas, podendo afetar espécies ameacadas ou favorecer o “spillover” de
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patogenos entre diferentes espécies. (PRIMACK & RODRIGUES, 2001; DEARING &
DIZNEY, 2010; WITKOWSKI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

Um exemplo da influéncia do clima no ambiente ocorreu no surto de Four Corner, nos
EUA, em 1993, ¢ teve relagdo com o fendmeno do El Nifio ocorrido no mesmo ano. A
elevagdo da precipitagdo ocorrida na regido aumentou a disponibilidade de alimentos e, por
consequéncia, as populacdes de roedores reservatorios do hantavirus, elevando o risco de
transmissdo da doenga (ENGELTHALER et al., 1999).

No Brasil, as alteragdes no ambiente podem ter favorecido o aumento populacional de
algumas espécies de roedores incrementando a transmissdo do Hantavirus. As espécies
Necromys lasiurus e Oligoryzomys nigripes sdo as principais responsaveis pela transmissao
do Hantavirus no Brasil. A espécie N. lasiurus ¢ encontrada em areas alteradas pela expansao
agricola e urbana e a flutuacdo anual dessa populagdo parece ter relagdio com a
disponibilidade de alimentos, influenciada pelo regime de chuvas. A espécie O. nigripes
ocupa matas de galeria e matas secundarias. Os fatores temperatura e precipitacdo parecem
influenciar a distribui¢ao desta espécie pelo pais (OLIVEIRA et al., 2013).

Na Amazoénia, alteragdes ambientais como desmatamento (DOS SANTOS et al.,
2006), extrativismo, constru¢do de estradas, avanco das d4reas de urbanizagdo e da

agropecuaria favorecem o contato entre humanos e reservatorios possibilitando o surgimento

de novos casos (MEDEIROS et al., 2010).

Fatores ligados ao virus

Os fatores ligados ao virus sdo o tempo que o virus permanece sendo eliminando pelo
hospedeiro, o tempo que resiste no ambiente, ¢ a capacidade do virus de infectar o

reservatorio sem debilitd-lo. Cada espécie de Hantavirus parece estar bem adaptada a uma
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espécie de reservatério. O hospedeiro definitivo ou reservatorio quando infectado nao
demonstra alteracdes clinicas apesar de estar cronicamente infectado. Esses animais
apresentam altos niveis de anticorpos neutralizantes, no entanto, permanecem longos periodos
em viremia, eliminando virus no ambiente. Os virus sdo secretados no ambiente através da
saliva, urina, fezes e sangue. (JONSSON et al, 2010). Estudo realizado demonstrou que o
roedor Myodes glareolus, reservatério do virus PUUV, ao ser infectado, permaneceu 80 dias

eliminando o virus na saliva (KALLIO et al., 2007).

2.1.5 Sentinelas

A fungdo das sentinelas é a de sinalizagdo de ameagas do ambiente a saide humana.
Na vigilancia epidemiologica, as sentinelas tem relevancia para a identificagdo e o
monitoramento de surtos de doencas emergentes (SCOTCH; ODOFIN; RABINOWITZ,
2009). Grupos de risco para determinadas doengas também podem desempenhar a mesma

funcdo dentro da vigilancia epidemiologica.

Animais

Animais que coabitam ou transitam dentro das areas de ocorréncia do reservatdrio
roedor podem entrar em contato com o Hantavirus sem desenvolver a doenga. No entanto,
montam resposta imunoldgica ao antigeno, produzindo anticorpos contra o virus, que podem
ser medidos no soro (DOBLY et al., 2012). Diversos animais ja foram identificados
apresentando anticorpos contra o Hantavirus como bovinos, javalis, aves, coelhos (ZEIER et

al., 2005), e gambas (ROMANO-LIEBER; YEE; HJELLE, 2001)
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Caes e gatos possuem comportamento de caca e de exploracdo natural, o que facilita o
contato com doengas de outras espécies. Por serem numerosos € viverem proximos aos
humanos podem desempenhar a funcdo sentinela, isto €, a de sinalizagdo da ameaga da
circulagdo do virus proximo a residéncias antes que ocorram casos humanos. Neste caso, a
investigacdo sorologica das espécies domésticas pode funcionar como importante ferramenta
de vigilancia epidemiolégica (DOLBY et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2010; SCOTCH et
al, 2009; ZEIER et al., 2005; LEIGHTON &ARTSOB, 2001;). Segundo dados da Secretaria
Municipal de Satde — SEMSA (2015), a cidade de Manaus possui aproximadamente 310.000
caes domiciliados e semi-domiciliados. A investigagdo da presenga de anticorpos nessa
populacao pode fornecer informacgdes a respeito da circulagdo do virus na Amazonia Central,
principalmente na regido mais habitada do estado, que ¢ a cidade de Manaus. Nao se sabe o
quantitativo de caes errantes.

A pesquisa sorologica em animais selvagens também pode ser uma importante
ferramenta de vigilancia epidemioldgica. Esses animais coabitam areas de ocorréncia de
reservatorios e podem ter o contato direto com esses animais (Figura 3). Essa investigacao ja
¢ realizada com outros virus como o da Febre amarela, da Febre do Oeste do Nilo e da SARS

(SCOTCH, ODOFIN, RABINOWITZ, 2009).
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Figura 3. Ciclo de transmissdo do Hantavirus: Ciclo de transmissio horizontal do reservatério pelo contato
com aerossois de dejetos e fluidos corporais; O homem é o hospedeiro acidental do ciclo e desenvolve a FHSR
ou SCH; Animais selvagens e domésticos nio desenvolvem doenca, no entanto produzem anticorpos contra o
virus podendo funcionar como sentinelas para a presenca do virus; algumas atividades humanas, como a
militar, podem facilitar o contato do homem com o virus funcionando como grupos sentinelas para a doenca.

Humanos

Algumas atividades humanas, tanto de lazer como profissionais, podem facilitar o
contato com roedores e seus dejetos nas areas endémicas. Algumas ocupagdes profissionais
sdo conhecidas por se exporem com mais frequéncia como militares, operarios de contrugao
civil, cacadores de roedores, trabalhadores rurais, fazendeiros, madeireiros, lenhadores,
habitantes de florestas, campistas, etc (JONSSON et al, 2010; NEWMAN et al., 2014). Todos
podem ser monitorados e funionarem como sentinelas para determinadas doengas.

Atividades militares sdo bastante citadas na literatura como atividade com alta
prevaléncia para infec¢do com o Hantavirus. Os conflitos militares auxiliaram no

conhecimento mais profundo a respeito da doenca, que era conhecida como Nefrite do
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Campo. As primeiras evidéncias da ocorréncia do virus em conflitos foi na 1* Guerra Mundial
(1914-1918), em soldados das tropas aliadas e Alemas, que travaram combate em uma guerra
estatica em tricheiras. Outro registro ocorreu na invasdo da Manchuria pelos Japoneses, na 2°
Grande Guerra (1939 -1945). Além destes, o mais importante para a identificacdo do agente
viral ocorreu na Guerra das Coréias (1950 — 1953), onde 3000 soldados desenvolveram febre
aguda com sindrome renal e sintomas hemorragicos, onde a taxa de oObito foi de 5 — 10%
(JONSSON et al, 2010; SCHMALJOHN; NICHOL, 2001).

Militares podem se expor em atividade de treinamento ou em agdes de conflito em
regides endémicas para o Hantavirus (Figura 3). Quando militares sdo empregados em outros
paises, precisam se deslocar e atuar em diferentes ambientes se expondo as doencas
endémicas e emergentes destes locais. E possivel que este grupo que seja mais vulneravel e
que a transmissdo de doengas seja facilitada pela imunossupressdo causada pelo estresse de
combate, tanto em acdes reais como em treinamentos. Estes profissionais podem ser
considerados como grupo sentinela e ferramenta de vigilancia epidémioldgica
(SCHMALJOHN & NICHOL, 2001; JONSSON et al, 2010; DEARING & DIZNEY, 2010;
CLEMENT et al., 2012; HEYMAN et al., 2012; OLIVIERENGLERBABSADMINCH et al.,
2013; NEWMAN et al., 2014).

A Amazonia possui militares distribuidos por toda a sua extensdo desempenhando a
funcdo de defesa territorial. Esses militares atuam em 4reas de selva preservada e podem se
expor mais facilmente a formas silvestres de doengas. A detec¢do de doengas emergentes
nesse grupo pode funcionar como ferramenta de vigilancia epidémioldgica importante para a
populacdo que vive na Amazonia.

O Amazonas apresenta prevaléncia para outras doengas hemorragicas (Dengue, Febre
Amarela, febre hemorrdgicas causadas por Arenavirus, etc.) com sinais clinicos semelhantes a

Hantavirose que necessitam de diagnostico diferencial, o que reforca a preocupagdo sobre a
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prevaléncia do Hantavirus e a possibilidade de transmissdo para grupos de risco
(FIGUEIREDO, 2006).

Segundo FIRTH et al., (2012) dois clados na filogenia do Hantavirus ocorrem na
América do Sul, dando-se énfase para a Regido Amazdnica: ANDES (ANDV), e RIO
MAMORE (RIOMV). No Amazonas, os registros sdo com os genotipos Castelo do Sonhos
(Clado ANDV) e Rio Mamoré (Clado RIOMYV). Estes dados sdo importantes para a
metodologia que serd utilizada no presente estudo.

No presente estudo serd realizada a soroprevaléncia do Hantavirus em militares e civis
no municipio de Manaus. Serd também aplicado questiondrio sociodemografico aos
participantes do estudo para compreensdo de fatores sociais e ambientais envolvidos na
circulagdo do virus. Com o estudo, busca-se trazer mais informagdes sobre a soroprevaléncia
do Hantavirus no municipio de Manaus e utilizar ferramentas epidemiologicas que auxiliem
no monitoramento desta doencga que nao tem imunoprofilaxia e tratamentos disponiveis e que

tem altos indices de mortalidade nas Américas.



44

2.2. OBJETIVOS

Geral

O presente estudo tem por objetivo estimar a soroprevaléncia da Hantavirose em

militares e civis no municipio de Manaus.

Especificos

* Clonar e expressar Proteina do Nucleocapsideo recombinante do Hantavirus a partir
dos gendtipos circulantes na Regido Amazodnica para utilizagdo em imunoensaio;

* Estimar a soroprevaléncia do Hantavirus em moradores da area urbana de Manaus.

* Estimar a soroprevaléncia do Hantavirus em militares que atuam em areas florestadas
no municipio de Manaus;

* Identificar e comparar os fatores sociodemograficos e de risco relacionados a infec¢ao

por hantavirus em Militares e civis.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Delineamento e populacio do estudo

Trata-se de estudo transversal. A investigacdo é para estimar a prevaléncia do
Hantavirus em militares e civis e para avaliar a relagdo das amostras positivas com dados
sociodemograficos e possiveis fatores de risco, entre janeiro de 2014 a margo de 2016. O
presente estudo faz parte de um projeto maior de investigagdo da prevaléncia do Hantavirus
no Amazonas ¢ de desenvolvimento de métodos diagnodsticos para detec¢do do virus
financiando pela FAPEAM. O tamanho da populagao a ser estudada foi calculado no OpenEpi
(http://www.openepi.com), utilizando dados populacionais do Datasus e da Secretaria de

Satde de Manaus. As amostras foram coletadas em duas populagdes:

1) Populacio Civil: Amostras de conveniéncia de civis, moradores de Manaus,
foram coletadas no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da cidade, de janeiro de 2015 a
marco de 2016. A justificativa para a coleta nessa instituicdo foi de estimar soroprevaléncia
do hantavirus em animais domésticos e seus proprietarios. Essa abordagem faz parte do
projeto maior, no entanto, para o presente estudo, utilizou-se as amostras dos proprietarios de
animais, como representativo da populagao civil, e para comparagdo com os dados gerados do
grupo dos militares. Foram coletadas 547 amostras de proprietarios de animais domésticos
que utilizaram os servicos do CCZ, nesse periodo. Aos participantes, foi solicitado a
concordancia da participagdo no projeto através da assinatura de um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e de preenchimento de um questiondrio com dados

sociodemograficos e epidemiologicos (APENDICE D e E).



46

2) Militares: Foram coletadas amostras de militares do Exército Brasileiro que
atuam na Regido Amazodnica. As amostras sdo de conveniéncia e foram coletadas no Centro
de Instrugdo de Guerra na Selva (CIGS), que se localiza em Manaus, no periodo de janeiro de
2014 a dezembro de 2015. Parte das amostras sdo de participantes do Curso de Operacdes na
Selva (COS), oferecido pelo Centro de Instrugdo. Este grupo € composto por militares
oriundos de quartéis espalhados pela Amazdnia. O curso se desenvolve em Manaus e Rio
Preto da Eva, em uma area de treinamento localizada entre os dois municipios. A area possui
1750 km® de selva preservada, onde os militares aprendem a sobreviver ¢ combater neste
ambiente, durante o periodo de 3 meses. A outra parte das amostras sdo de jovens adultos
cumprindo servigo militar obrigatorio no Centro de Instrugdo. Esse grupo também passa por
treinamento militar na 4rea que acontece o curso de operacdes na selva, porém de menor
duracdo. Em virtude da frequéncia com que transitam nas areas de selva, onde possivelmente
circulam espécies de reservatorios, militares tem mais risco de contato. Foram coletadas
amostras pareadas (inicio e término de treinamento) de 526 militares. Um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e um questionario (Apéndices D e F) foram
aplicados aos militares antes do inicio do treinamento para melhor entendimento de fatores de
risco anteriores a chegada. Para a realizag@o dos testes, foram utilizadas as amostras coletadas
no término do treinamento.

O desfecho principal ¢ a deteccdo de amostras positivas para IgG contra o Hantavirus
em militares e civis.

As coletas das amostras foram realizadas por venipung¢do da veia cefalica, utilizando o
sistema a vacuo para coleta em tubos com EDTA. Foram coletados 5 ml de sangue dos
participantes do estudo. Logo apds a coleta, as amostras foram centrifugadas para separacao
do plasma da porgao celular e o material resultante foi estocado em tubos de microcentrifuga

a temperatura de — 80°C.
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) sob o n°569.240 de 26/03/2014, para coleta de amostras em animais e
humanos. Foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) a todos os
participantes (militares e civis). Um questiondrio socioeconomico foi aplicado para

entendimento dos fatores de risco para a transmissao do virus em militares e civis.

2.3.2 Producio, extracio e purificacido da proteina N_AM_Hanta

Sequéncia de aminodcidos consenso do nucleocapsideo do Hantavirus

Selecionou-se cepas de trés clados das espécies de Hantavirus que ocorrem na
América do sul. Foram selecionadas cepas identificadas em estudos anteriores na Regido
Amazodnica ou que fossem representativas dos clados. Todas possuiam registro das sequéncias
de aminoacidos da proteina do nucleocapsideo completas no Banco de dados de sequéncias
genéticas (GenBank) do Instituto Nacional de Satde (NIH) dos Estados Unidos da América.
As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas e analisadas para gerar uma sequéncia
consenso. Foram utilizados 10 genotipos de Hantavirus do clado ANDES (7 gendtipos de
Andes Virus e 3 gendtipos de Castelo dos Sonhos) e 2 gendtipos da Espécie Rio Mamoré do

clado RIO MAMORE (RIOMV), conforme FIRTH et al. (2012).
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Com a sequéncia consenso construida, um estudo filogenético foi realizado
comparando-a com sequéncias de aminodcidos de diversos gendtipos de Hantavirus
disponiveis no banco de dados do GenBank. Foram analisadas as distancias e as similaridades
da sequéncia consenso com os genotipos selecionados, com o auxilio dos programas MEGA 7

e figTree 1.4.2.

Apos a sequéncia de aminoacidos consenso ter sido gerada, foi realizada a otimizacao
de codons para utilizacdo em bactérias Escherichia coli e assim obteve-se a sequéncia
nucleotidica mais adequada para ser utilizada neste sistema de expressdo. Para isso, utilizou-
se a ferramenta online (https://www.idtdna.com/CodonOpt) e a edicdo da otimizagdo foi

manual.

A sequéncia nucleotidica gerada, foram adicionadas: Sequéncias nucleotidicas
referentes as enzimas de restricdo (EcoRI, Ndel, Notl, BamHI e HindIIl); Sequéncias
nucleotidicas referentes ao His6x-Tag (6 codons de histidina); Sequéncias nucleotidicas
referentes a enteroquinase e Sequéncias nucleotidicas referentes as sequéncias que param a

expressao de proteinas (Stop codons) distribuidas no inicio e no final da sequéncia (Tabela 3).

Estruturas adicionadas ~ Sequéncia nucleotidica Localizag¢do na sequéncia
EcoRI GAA TTC 5’
Ndel CAT ATG 5’
His6x-Tag CAT CAC CAT CAC CAT CAC 5’
Enteroquinase GAT GAC GAT GAC AAA 5
Stop codons (3x) TAA CTG ACT AGG 3’
HindIII AAGCTT 3
Notl GCG GCC GC 3’

BamHI GGA TCC 3
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Tabela 3. Estruturas adicionadas a sequéncia consenso.

A sequéncia final foi enviada a uma empresa privada (GenOne Biotechnologies) para
a sintese e insercao em plasmideo para clonagem. O plasmideo de envio pela empresa foi o
pBluescript II SK (pBSK) desprovido de sitio multiplo de clonagem e a sequéncia sintetisada

foi colocada dentro do sitio EcoRV.

Linhagens bacterianas, meios de cultivo, processo de estocagem e plasmideos utilizados

As linhagens de Escherichia coli utilizadas para as etapas de clonagem e expressao

constam na tabela a seguir:

Linhagem (E. coli) Utilizacdo no trabalho
DH5a Clonagem
BL21(DE3) Expressao

Tabela 4. Linhagens bacterianas utilizadas no estudo.

As linhagens citadas cresceram em meio LB (Lysogeny Broth) e foram tornadas
eletrocompetentes (conforme protocolo do apéndice G) para insercdo do plasmideo de
interesse. O produto final com as bactérias foi distribuido em aliquotas, e estocados a

temperatura de -80°C.

Os plasmideos utilizados para clonagem e expressdo constam na tabela a seguir:
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Plasmideos Utilizagdo no trabalho
pBSK Clonagem
pGS 21a modificado Expressao

Tabela 5. Plasmideos utilizados no estudo

O plasmideo pBSK foi utilizado pela empresa que sintetizou a sequéncia consenso
para clonagem e envio (Figura 4). O plasmideo pGS 2la modificado foi cedido pelo
Laboratério de Tecnologia de DNA/CAM/UFAM (figura 5) e apresentava modificagdo nas
enzimas de restri¢ao utilizadas, retirando Sacl, Sall e HindIII e inserindo Ndel, HindIII ¢

BamHI a partir das enzimas de restrigio EcoRI e Notl , conforme (WOHLKE, 2012).
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Figura 4. Plasmideo p BSKN_AM_Hanta sintetizado Figura 5. O plasmideo pGS 21a modificado foi cedido

pelo Laboratorio de Tecnologia de DNA/CAM/UFAM

Clonagem e extragdo do pBSKN _AM Hanta e do pGS modificado em E. Coli DH5a.

Para a clonagem dos plasmideos foram utilizadas as E. coli DH5a como hospedeiras.

Ao plasmideo pBSK, foi inserida a sequéncia consenso, sendo denominada
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pBSKN AM Hanta. Foram seguidas as orientagdes do fabricante para a ressuspensdo do

material.

A transformac¢do das hospedeiras ocorreu por eletroporagdo. Poros na parede e na
membrana celular s3o abertos quando sdo aplicadas descargas elétricas de alta voltagem em

milissegundos. Esse processo permite a entrada de DNA exdgeno para dentro da célula.

Para a transforma¢do das hospedeiras, retirou-se do estoque, a -80°C, dois tubos
contendo 80 puL de solugdo concentrada com DH5a eletrocompetentes (conforme protocolo
do apéndice G). Esses tubos foram mantidos por 30 minutos em gelo para elevagdao da
temperatura. Em seguida, foram adicionados aos tubos, separadamente, 1yl das solugdes
contendo os plasmideos utilizados (pBSKN AM Hanta e PGS21a modificado). Os tubos
foram homogeneizados e as solugdes adicionadas as cubetas de eletroporagdo (2mm), com o
auxilio de uma pipeta de precisdo. As cubetas foram depositas sequencialmente em
eletroporador (2510 Eppendorf®) e dois pulsos elétricos de 1900 V foram aplicados a cada
tubo. A seguir, as células transformadas foram ressuspensas em 450 ul de meio LB, ¢ o
material foi transposto para microtubos de centrifugacdo de 1,5 mL. Logo apds, os tubos
foram encubados em estufa a 37°C e em agitagdo (150 rpm) por 2 horas. O material encubado
foi plaqueado em LB agar a 1,5 % com antibidtico Ampicilina (100 mg/mL) por 16 horas. As
colonias formadas foram transferidas a tubos de ensaio contendo 5 ml de LB liquido com
antibiotico Ampicilina (100 mg/ml) e encubadas, novamente, a 37° C, em agitacdo (150 rpm),

por 16 horas.

O material resultante foi centrifugado a 12.000 rpm. Do sedimento isolado, foi
extraido e purificado o DNA plasmidial por Kit comercial de extragio Illustra™ plasmidPrep

Mini Spin Kit (GE Healthcare Life Sciences). O material final foi analisado em gel de agarose



52

a 0,8% adicionado de Brometo de Etidio (0,01%), com a corrida de eletroforese de na

poténcia de 100 W e na voltagem 100 V por 40 min.

Digestio do plasmideo PBSKN _AM _Hanta, separacdo do inserto de interesse e ligacio ao

plasmideo de expressdo pGS21a modificado

Para a digestdo, uma preparacao analitica com volume final de 10uL foi realizada para
verificagdo da eficiéncia do sistema, conforme protocolo do APENDICE J (tabela 18). Apds a
preparacdo do sistema de digestdo, os microtubos foram encubados a 37°C por 2 horas. Logo
apods, o material resultante foi analisado em gel de agarose a 0,8 %, acrescido de 0,01% de
Brometo de Etidio, e a cada pogo foi adicionado 10 pL do sistema acrescido de 3 u de TBE-
EDTA 5x . A linerizag¢do do pGS2la, a linearizagdo do pBSK e a liberagdo do inserto

N_AM Hanta ocorreu como o esperado, conforme o gel da figura 13 (resultados).

Uma digestdo com maior volume foi realizada para posterior separacdo do gel de
agarose das estruturas de interesse, o vetor de expressdo (pGS2la) e o inserto
(N_AM Hanta). O protocolo utilizado foi para o volume de 50uL, conforme a tabela 19 do

APENDICE J.

O material da digestdo foi encubado a 37°C por 2 horas. O material final foi separado
em gel de agarose a 0,8% acrescido de 0,01 de Brometo de Etidio. As estruturas de interesse
(pGS21a modificado e N_AM Hanta) foram cortadas do gel com ajuda de um estilete e o
material foi extraido e purificado com kit (GFXTM PCR DNA and gel band purification kit —

GE Healthcare)
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Ligacgado dos fragmentos de interesse

Para o sistema de ligagdo, foram utilizados o plasmideo pGS2la e o inserto

N_AM Hanta. O protocolo utilizado na tabela 20 do APENDICE J.

O material foi encubado a 16°C por 10 horas. A seguir, um gel para visualiza¢ao do
plasmideo com o inserto N AM_ Hanta foi preparado. E apds, um novo sistema de digestao

foi repetido para certificagdo da correta ligacao.

O novo plasmideo foi enviado para sequenciamento na Plataforma de gendmica da
ILMD/Fiocruz e para a confirmagdo da sintese correta do inserto. Foi realizado em
colaboragdo do Setor de Gendmica da Fundacao Oswaldo Cruz — Instituto Leonidas e Maria
Deane (ILMD). Para a reacdo de sequenciamento utilizou-se o kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Thermo Fisher Sientific, EUA). Foram seguidas as especificacdes do
fabricante, além das modificacdes da plataforma proposta por NAVECA; et al. (2012).
Utilizou-se para cada reagao 150 a 300 ng dos plasmideos e primers na concentragao final de
0,32 uM que se ligam aos sitios proximos dos promotores do vetor (T7 Forward: 5’
TAATACGACTCACTATAGGG 3’ e T7 Reverse: 5° GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3°). A
reacdo de sequenciamento foi desenvolvida por meio de sequenciamento capilar de acidos
nucléicos do tipo Sanger no sequenciador automatico Applied Biosystems 3130 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems), utilizando um gel de poliacrilamida a 6%.

Clonagem e expressio do pGSN_AM_Hanta em E. Coli BL2IDE3
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Para a transformag¢do da hospedeira de expressdao BL21(DE3), retirou-se do estoque, a
menos 80°C, um tubo contendo 80 pL de solugdo concentrada com as bactérias
eletrocompetentes. Esses tubos foram mantidos por 30 minutos em gelo para elevagdo da
temperatura. Foi adicionado 2uL da solug¢ao contendo o plasmideo pGSN_AM_Hanta. O tubo
foi homogeneizado e a soluc¢do adicionada a cubetas de eletroporagdo (2mm), com o auxilio
de uma pipeta de precisdo. A cubeta foi colocada em eletroporador (2510 eppendorf®) e dois
pulsos elétricos de 1900 V foram aplicados ao tubo. A seguir, as células transformadas foram
ressuspensas em 450 pl de meio LB, e o material foi transposto para microtubo de
centrifugacdo de 1,5 mL. Logo apos, o tubo foi encubado em estufa a 37°C e em agitagao
(150 rpm) por 2 horas. O material encubado foi depositado em placas de petri contendo LB
agar a 1,5 % com antibidtico ampicilina (100 mg/mL) por 16 horas. As colonias formadas
foram adicionadas a 4 tubos de ensaio contendo 5 ml de LB liquido com antibidtico
Ampicilina (100mg/ml) e encubados, a 37° C, em agita¢cdo (150 rpm), por 16 horas. Junto aos
4 tubos, foi encubado mais um tubo com 5 ml de LB liquido com uma aliquota de BL21(DE3)
ndo transformada do estoque a -80 °C. Estes 4 tubos de ensaio semeados com as hospedeiras
transformadas e o tubo com a hospedeira ndo transformada forma pré-indculos para a fase de

expressao.

Na fase da expressdo, foram preparados 5 erlenmeyer, com tampas confeccionadas
com algodao envolto em gaze. Cada frasco possuia 250 ml de LB liquido. Todo este material
foi autoclavado a 120°C por 15 minutos. A semeadura com os pré-indculos foi realizada
preparando-se 4 erlenmeyers com BL21(DE3)+pGSN_AM Hanta e 1 erlenmeyer com
BL21(DE3) ndo transformada. Todos os frascos foram acondicionados em estufa a 30°C com
agitacdo de 150 rpm. A cada 30 minutos, uma aliquota de 1 ml era retirada dos frascos para
medir a densidade Optica em espectofotometro com filtro de 600 nm. Essa medida objetivava

monitorar a chegada do crescimento bacteriano ao inicio da fase logaritmica (entre 0,6 a 0,8).
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Ao atingir a faixa de absorbancia esperada, foi adicionado Isopropyl-B-D-Galactose (IPTG), a
uma concentracdo final de 1mM, aos frascos contendo a hospedeira transformada, para
inducdo da expressdo proteica. A partir da inducdo, aliquotas de 1 ml foram retiradas dos
frascos, a cada hora, para visualizagdo e confirmacdo da expressdo da proteina em gel. A
duracdo do processo foi de 5 horas apds a inducdo. O produto final foi centrifugado a 4000
rpm (10 minutos, a 4°C) concentrando o material particulado de cada erlenmeyer em um tubo
de 50 ml, desprezando-se o sobrenadante. Os tubos com o sedimento foram armazenados a
temperatura de -80°C. A expressdo foi analisada em gel de Poliacrilamida-SDS (Mini
PROTEAN® electrophoresis system) e corado com azul de coomassie. Realizou-se a
eletroforese a 200v (iniciando com 25mA e aumentando para 50 mA) por aproximadamente

45 minutos.

Extracgao e solubilizacdo da proteina N_AM_Hanta

O processo de extragdo da proteina iniciou-se com a retirada do estoque a -80°C de um
dos tubos de 50 ml com contendo o sedimento com a hospedeiratPGSN_ AM Hanta pos
expressao e o tubo de 50 ml com o sedimento com a hospedeira sem o plasmideo. Os tubos
foram mantidos em gelo durante todo o processo para inibir a acdo de proteases. No
APENDICE H estao relacionados os tampdes utilizados na extracdo e na purificacdo da

proteina de interesse.

Aos tubos, foram adicionados 10 ml do tampao de lise (Tampao A) + 100 pL
Lisozima (100 mM) e 500 pL PMSF (Img/mL). A lisozima auxilia na lise da parede celular
das bactérias. O PMSF (fluoreto de fenil sulfonil) ¢ um inibidor de proteases. O material foi

homogeneizado até a dissolu¢do do Pellet formado e mantido por 30 minuto no gelo. Apds, o
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material foi agitado em sonicador ultrasdénico (200 W — 20 khz - sonicador QR200/
ULTRONIQUE), em gelo, em 5 ciclos de 30 segundos com intervalo de 20 segundos. A
seguir, centrifugou-se a 4000rpm, a temperatura de 4°C. O sobrenadante (SOBRENADANTE
1) foi separado para analise em gel. O sedimento (PELLET 1) foi ressuspenso em Tampao
desnaturante (Tampao B), homogeneizado, e mantido a 4 °C por 30 minutos. Apos, o material
foi centrifugado, a 4000 rpm, a temperatura de 4°C. O processo seguiu o esquema da
FIGURA 6. O sobrenadante (SOBRENADANTE 2) e o sedimento (PELLET 2) foram
armazenados para analise em gel. Os trés produtos desse processo (SOBRENADANTE 1, 2 e
PELLET2) foram analisados em gel de Poliacrilamida-SDS (Mini PROTEAN®
electrophoresis system) corado com azul de coomassie. Realizou-se a eletroforese a 200 V
(Iniciando com 25 mA e aumentando para 50 mA) por aproximadamente 45 minutos.

Verificou-se a solubilidade da proteina em condi¢des de lise e desnaturantes (figura 6).
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Figura 6. Sequéncia das agdes para extracio da proteina nio soltuvel da hospedeira.

3.2.8. Purificacao da fragdo da Proteina N_AM_Hanta

A purificagdo foi realizada por cromatografia de afinidade utilizando coluna de niquel
(IMAC — Immobilized metal affinity chromatography), baseado na afinidade deste metal a
cauda de histidina (His6x tag) inserida na proteina recombinante N AM Hanta. A coluna
niquel utilizada foi para a capacidade de Iml (HisTrap HP® 1ml - GE healthcare life Science)
acoplada a um sistema de purificagio (AKTA Purifier 10 - GE healthcare life Science). O

volume utilizado foi acima da capacidade da coluna. A substincia eluente utilizada para
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equilibrar a coluna foi o TAMPAO B (Apendice H). O TAMPAO C (Apendice H) foi
utilizado para recuperar a proteina. Todos os materiais (produto da extracdo e tampdes) foram

filtrados com filtro a 0,22p.

A quantificacdo da proteina N purificada foi feita método do Bradford (Bradford,
1976, EUA). Solugdes de albumina de soro bovino (BSA) foram preparadas de forma seriada
nas dilui¢des de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 g/mL, com o objetivo de gerar uma curva padrao.
Foram adicionados 10 uL de cada solu¢do de BSA a um volume de 200 pL do reagente de
Bradford + 790uL de agua Milli-Q, na diluicdo 1:100. Para o branco da curva, foram
preparados 200 pL do reagente de Bradford e 800uL de agua Milli-Q. Além desses, 10 pL da
solucdo com a proteina N_AM_Hanta foi preparada em dilui¢do 1:100 com os reagentes de
Bradford+agua Milli-Q, para a quantificagdo proteica. As solugdes foram incubadas por 5
min, a 28°C (temperatura ambiente). Logo ap6s, absorbancias das solugdes forma lidas em
espectofotometro BioMate 3 (Thermo Electron Corporation) com filtro de 595 nm. A curva
proteica padrao foi gerada pelos valores de densidade 6ptica de BSA, gerando também uma
equagdo de reta com valor de R2=0,95. O valor encontrado na afericdo para a proteina
N_AM Hanta foi de 680 g/mL. Esse valor foi confirmado na quantificagdo por absorbancia

ultravioleta em 280nm (Nanodrop' ™ UV-vis espectofotdmetro).

A solucdo final sofreu dialise para reducdo da concentra¢dao da uréia, do Imidazol, e
para modificacdo do pH. O material contendo a proteina de interesse foi acondicionado em
tubo de dialise (Millipore®) e mantido por 8 horas nas solugdes I, seguida por mais 8 horas na
solucdo II (Apendice H), sob agitacdo. A proteina ficou solubilizada em uma solucdo
semelhante a solucdo II. A solugdo II serd utilizada como controle nos testes sorologicos que

virdo a seguir.
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Eficiéncia da proteina utilizando Western blot

O teste de eficiéncia da proteina foi realizado pela técnica de Western Blot, utilizando
como anticorpo primario o soro de um paciente positivo para IgG (cedido pelo Laboratério de
Virologia FCFRP-USP) e o pool de soros negativos previamente testado. Para o teste foram
utilizados a Proteina N extraida e o Tampao controle (Solucdo IT). Um gel de Poliacrilamida -
Dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) a 12% foi preparado para utilizagdo de 6 pocos. Ao
material a ser analisado (Solugdo com a proteina e Solugdo II - tabela 10) foi adicionado
bromofenol na propor¢do de 1:1. Todo o material foi fervido a 100°C por 5 minutos. Um gel
de poliacrilamida a 12% foi preparado para a realizacdo de dois testes com 3 pogos: cada um:
o primeiro com a Proteina purificada e o segundo com o tampao usado na dialise final
(Solugdo II — Tabela 12) ¢ o terceiro com o Marcador (Pageruler™ Prestained Protein Ladder,
Thermo Fisher Scientific, EUA). Repetiu-se essa disposicao das substancias no segundo teste.
Realizou-se a eletroforese a 200v (Iniciando com 25mA e aumentando para 50 mA) por

aproximadamente 45 minutos.

A transferéncia do conteido da membrana de Poliacrilamida - Dodecil Sulfato de
Sédio (SDS-PAGE) para a membrana de nitrocelulose foi feita por Electroblotting utilizando
o sistema de Eletroforese Mini-Protean II (BioRad), em gelo, a 100 V por 120 minutos. Um
sistema de transferéncia imida foi montado (Gel ligado a membrana de nitrocelulose, entre 2
papéis filtro absorventes, e todos entre 2 espumas embebidas com um tampdo de
transferéncia). A membrana de nitrocelulose utilizada possuia porosidade de 0,45 um. Ao
final da corrida, a membrana foi dividida em duas partes. Manteve-se um teste por banda de
membrana, conforme a disposi¢do no gel (Proteina/solucdo II — apéndice H). As membranas
foram encubadas por 12 horas em leite desnatado a 5% em PBS para o bloqueio. A seguir, o

material foi lavado com PBS. As membranas foram encubadas com o anticorpo primario
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(soro positivo e pool de soros negativos para IgG contra o Hantavirus) na dilui¢ao de 1:1000
em PBS por uma 45 min. O material foi lavado novamente com PBS e posteriormente
encubado com anticorpo secundario (anticorpo anti-IgG humano conjugado com peroxidase,
preparado em roedor - Pierce) por 45 minutos. Repetiu-se a lavagem e encubou-se as
membranas em solugdo reveladora (Smg de DAB - 3,3',4,4' diaminobenzidine - ioRad; diluida

em 10 ml de PBS e adicionado de 15uL Peroxido de Oxigénio ultrapuro).

2.3.3 Imunoensaio (ELISA) para detecciao de anticorpos IgG

O teste enzimdtico foi realizado como teste de triagem das amostras coletadas.
Utilizou-se a placa para ELISA de 96 pogos (Nunc™ MaxiSorp™ ELISA Plates). O antigeno
e o tampdo usados na sensibilizagdo da placa foram diluidos em tampdo Carbonato -
Bicarbonato (pH 9,6) e a sensibilizagdo overnight. Todas as solugdes estdo descritas no
apendice

A padronizagdo do ensaio ELISA para detecg¢do de anticorpos IgG contra a proteina N
recombinante iniciou-se com a avaliagdo da melhor solug¢do de bloqueio, evitando-se ligagdes
inespecificas a placa. Foram realizados testes com diversas solugdes: Soro fetal bovino a 5%
em PBS; soro de cavalo a 5% em PBS; soro de albumina bovina a 1% em PBS e leite em pd
desnatado a 1 ¢ 10% em PBS. O leite em p6 a 10%, mostrou-se mais adequada para uso no
ELISA.

Para a otimizagdo das concentragdes e das diluigdes dos imunoreagentes, foi utilizada
a técnica de “checkerboard”. Foram avaliadas diversas concentracdes do antigeno (1, 2, 4, 6,
8 ug/mL) e dilui¢des seriadas das amostras positivas e negativas na razao 2 (1:50 até 1:1600).
Decidiu-se utilizar o antigeno na concentragcdo de 2 ug/mL e os soros na dilui¢do 1:100, por

apresentarem resultados que melhor discriminam o positivo do negativo.
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Ap6s a padronizagdo, na sensibilizagdo das placas para o teste, utilizou-se o volume de
50uL (100ng) do antigeno diluido em tampao Carbonato — Bicarbonato (pH 9,6). O tampao
(Solugao II) foi diluido na mesma proporcao do volume que a solugdo contendo a proteina. As
placas para sensibilizacdo permaneceram 16 horas a 4°C.

A amostra negativa foi preparada com um pool de amostra de 5 pessoas negativas para
o Hantavirus. A diluigdo em PBS-T utilizada foi de 1:100 e multiplicada por 5 (n° de
amostras). A amostra positiva para IgG contra o Hantavirus foi diluida em 1:100 em PBS-T.
A fungdo e como foram preparadas as placas estdo descritas a seguir e esquematizadas na
figura 8: As colunas 1 e 2 foram utilizadas como controles do teste e como componentes para
o célculo do Cut-Off . Na coluna 1, para a sensibilizacdo, utilizou-se o tampao da dialise
(solugdo II). Na coluna 2, utilizou-se a solugdo com a proteina N AM Hanta. Nas colunas de
controle (1 e 2) a linha A (verde) nao foi sensibilizada com tampao ou com antigeno e nem foi
exposto ao anticorpo primario, Essa linha funcionou como controle interno do teste. A linha B
(azul) foi sensibilizada com tampao e antigeno, mas ndo foi exposta ao anticorpo primario,
também serviu como controle interno do teste. As linhas C e D das colunas 1 ¢ 2 ndo foram
sensibilizadas com tampao ou antigeno, mas foram expostas ao anticorpo primario do pool
dos pacientes, e também serviram como controle interno do teste. As linhas E, F e G das
colunas 1 e 2 foram sensibilizadas com o tampao e a com a proteina ¢ foram expostas ao
anticorpo primario do pool dos pacientes. A linha H das colunas 1 e 2 foi sensibilizada com o
tampao e a proteina e os pogos foram expostos ao soro do paciente positivo para IgG contra
Hantavirus como anticorpo primdrio. Os demais pogos nas demais colunas (3 a 12) foram
sensibilizados com a proteina e utilizados para testar as amostras do estudo. O esquema da
montagem da placa para o teste estd exposto na figura 7. O anticorpo secundéario utilizado foi
imunoglobulina caprina anti-IgG humano, especifico para cadeia y, conjugada com

peroxidase (ThermoFisher Scientific). O TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) foi usado
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como substrato para o Horseradish peroxidase e a reacdo foi interrompida com acido sulfurico
(3M). A leitura da absorbancia da placa foi lida em 450nm na leitora de placa

multitecnolégica CHAMELEON™ V. Todo o protocolo para o teste estd descrito no

Apéndice I.

*
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Sem antigeno e sem anticorpo primario.

Com antigeno e sem anticorpo primario.

Sem antigeno e com o anticorpo primario do Pool dos pacientes negativos.
Com antigeno e com o anticorpo primario do Pool de soros negativos.
Com antigeno e com o anticorpo primario da amostra do soro positivo.

Amostras.

Figura 7. Disposi¢io da placa de 96 pocos para ELISA, com
os controles do teste. * O tampao foi utilizado no lugar do
antigeno na primeira coluna da placa.

O calculo do Cut-Off seguiu uma sequéncia de agdes. Primeiro, calculou-se a média da
absorbancia dos pocos E, F ¢ G da coluna 1 (amarelo). Este valor era subtraido de todos os
valores de absorbancia da placa para redugdo das interferéncias no teste. Com os novos
valores, foi calculada a média e o desvio padrdo dos controles negativos (coluna 2 linhas E, F

e G). A férmula do Cuz-Off ¢ a média dos controles negativos + 3 x o desvio padrio (CO=
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Média+3x DP). Amostras acima do valor de Cut-Off eram consideradas positivas. Amostras

acima do valor da média do pool dos negativos eram consideradas indeterminadas.

ELISA = Padrio

Cuof o | @F@HE@ || 5 g Desvio
3

Resultado | Amostra positiva> Cut-off

ELISA :
Cut-off > Amostra indeterminada > M¢dia de O

Figura 8. Formula para o calculo do Cut-off.

2.3.4. Teste confirmatorio utilizando a técnica de Dot Blot.

O teste confirmatério testou as amostras positivas e intermediaria. Utilizou-se a

técnica de Dot Blot. Tiras de membrana de nitrocelulose foram cortadas na dimensio de 1x1

cm e uma das pontas foi retirada para marcagdo, representando o ponto de maior

concentragdo. Em dois pontos foram colocados 230 ng e 10 ng de proteina conforme a figura

9.

AN

© | —— 230 ng/2ul de Proteina N purificada

@© | ——— 10ng/2ul Proteina N purificada

Figura 9. Esquema das diferentes concentracdes da proteina no papel
de nitrocelulose.
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As tiras foram depositadas em pocos de placa de 24. Nas placas, um pogo foi utilizado
como controle positivo € o outro com controles do pool dos negativos. Os demais pogos
foram utilizados para a andlise confirmatoria das amostras positivas. Os pogos com as tiras
foram bloqueados com leite desnatado a 10% por 2 horas. A seguir, os pogos foram lavados
com PBS-T. Logo apds, foram encubados com soro do paciente por 45 minutos na diluicdo de
1:2000. Nos controles, foram utilizados a amostra positiva para IgG (positivo) e amostras
negativas. Lavou-se o poco com solucdo PBS-T e adicionou-se o anticorpo secundario
marcado (Mouse anti human IgG — Horseradixe peroxidase — Immunopure® - Pierce) na
dilui¢do 1:1000 por 45 minutos. Repetiu-se a lavagem e o produto final foi encubado com a
solugdo reveladora (Smg de DAB - 3,3',4,4' diaminobenzidine — BioRad; diluida em 10 ml de

PBS e adicionado de 15uL Peroxido de oxigénio ultrapuro).

Os resultados esperados no teste constam na figura 10:

Positivo nas guas Positivo na maior Negativo
concentragdes concentracao
o { : 3 I

Figura 10. Tipos de respostas do teste de Dot Blot para detec¢io de soros positivos
para IgG contra a Proteina N_AM_Hanta.

Considerou-se positiva a amostra que se apresentava positiva ou indeterminada no

teste de ELISA e que reagia nas duas concentragdes no teste Dot Blot ou somente na maior
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concentragdo. As amostras que ndo se enquadraram nessas caracteristicas foram consideradas

negativas.
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3. APRESENTACAO, ANALISE E INTERPRETACAO DOS

RESULTADOS

3.1. RESULTADOS

Andlise filogenética da
sequéncia consenso construida. Resultado dos
imunoensaios: Elisa de triagem: 1073 amostras

Resultado: 104 amostras

r

Inser¢do da sequéncia

construida no plasmideo de s \
expressao o

Imunoensaio utilizado o DOT ( )

- N BLOT para dlferente§ Elisa de confirmagdo: 104 amostras

R ] concentragdes da proteina )
Expressdo da proteina pela Resultado: 80 amostras
hospedeira BL21(DE3) \ (62 positivas e 18 Indeterminadas)
transformada com
pGSN_AM_Hanta ( )
\ J Teste da imunogenicidade e ~ /
antigenicidade da proteina
L - recombinante em ensaio de ( A
Detenmugﬁaorg{ae isl?alublhdade western blot. Dot blot: 80 amostras
p \ J 80 amostras (80 reativas na maior
concentra¢do e 56 na menor
N ( ] ] ) concentragao)
Purificagdo da proteina em
Extracio da proteina em condicdes desnaturantes L )
condigdes desnaturantes utilizando a cromatografia por
afinidade em coluna de niquel
J
N 4 Resultado Final

80 amostras Positivas

Analise estatistica dos questionarios
sociodemogréficos e
epidemiologicos.

Figura 11. Fluxograma dos resultados

3.1.3 Ligacao dos fragmentos de interesse

A preparacdo do plasmideo de expressdo iniciou-se com a digestdo analitica do
pBSKN AM Hanta com Ndel e Notl que liberou o inserto de tamanho compativel com o
tamanho da sequéncia sintetizada (1370 bp) (figura 14 A). Um gel de maior volume foi

repetido para a separacdo das bandas e a retirada do material de interesse com o auxilio de um
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estilete. Esse material foi purificado e um novo gel com o plasmideo de expressdo (pGS21a
modificado) linearizado e o inserto foi preparado para avaliacdo da pureza e da concentragao
das bandas (figura 14 B). Apds, um sistema de ligagdo com um subsequente sistema de
digestao foi realizado, e em gel, demonstrou-se que a ligacdo ocorreu de forma correta, com a
formagdo de uma banda de tamanho compativel (6870 bp) (figura 15 A) e, na digestdo, os
sitios das enzimas de restricdo estavam corretos, liberando bandas compativeis com o
tamanho do inserto (1370bp) e com o tamanho do plasmideo (5500 bp) (figura 15 B). A

seguir o desenho do plasmideo pGSN_AM _Hanta (figura 16).

PGS |nserto
N_AM

Ndel _Hanta

Incerto
N_AM_Hanta

~5500 bp

~1370 bp
L

PBSK ~2900 bp

L Nl

Ndel

Notl

Inserto ~1370 bp
-
N_AM_Hanta

Vetor pGS

Ndel Notl

Ndel

Incerto
N_AM_Hanta

Notl

Vetor pBSK

Notl

Figura 12. A) Esquema da digestio do plasmideo PBSKN_AM_Hanta, com liberag¢io do inserto N_AM_Hanta
(~1370 bp), utilizando as enzimas de restricio Ndel e Notl e a direita do esquema o gel de separag¢iio das bandas; B)
Esquema do vetor de expressiao PGS modificado (5500 pb) e o inserto com a sequéncia consenso codificadora da
proteina N do Hantavirus (1370 pb) a direita o gel apés digestio, extracdo e purificacio. As bandas migraram com
boas concentracdes.



68

pGSN_AM
_Hanta .

pGSN_AM_Hanta

G- PGS ~5500 bp
6000 bp - -
B0 N_AM_Hanta

1500 bp “1370 bp

Ndel

Ndel

Incerto

Ndel N_AM_Hanta 1000 bp

Incerto
N_AM_Hanta

Vetor pGS

Notl

Notl

Figura 13. A) Esquema do plasmideo de expressdo com o inserto de interesse. Ao lado, o gel com o produto
da ligacdo do plasmideo pGS modificado com a sequéncia consenso que codifica a proteina N do
Hantavirus; B) Esquema da digestio do pGSN_AM_Hanta, ao lado, a repeticio de digestio com Ndel e
Notl para confirmacio de que o processo de ligacio foi correto.

Ndel - 87 - CA'TA_TG

Nofl - 1422 - GC'GGCC_GC

Figura 14. Desenho do plasmideo pGSN_AM_Hanta apds sistema de ligacao.
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3.1.4. Expressao do pGSN_AM_Hanta em E. Coli BL21(DE3)

A expressao da proteina pela hospedeira BL21(DE3) transformada com o plasmideo

pGSN_AM Hanta ocorreu de forma satisfatoria. Na analise protedmica, ¢ possivel observar o

aumento da expressdo com a passagem do tempo, com um bom rendimento. O tamanho da

proteina expressa ¢ compativel com o tamanho da proteina N do Hantavirus (49Kda) (figura

17).

M
Kda

BL21(DE3) BL21(DE3) transformadas e induzidas com IPTG

—
L ]
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Figura 15. Gel de poliacrilamida - Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-
PAGE) a 12% com aliquotas coletadas durante o crescimento das
bactérias E. Coli BL21DE com PGSN_AM_Hanta e induzidas com
IPTG (0 a 5 horas). A expressiao da proteina ¢ visivel e compativel
com o tamanho da proteina N do Hantavirus (49 Kda). O marcador
(M) utilizado foi SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder

3.1.5 Determinacio da solubilidade da proteina N

Na fase de extragdo, verificou-se que a proteina estava na forma insoluvel e somente

foi liberada em condi¢des desnaturantes. E possivel observar na figura 18 que a proteina nao

foi liberada para o sobrenadante com a analise das bactérias, se mantendo ligada ao Pellet 1.

Em condic¢des desnaturantes, com a concentragdao de ureia a 8M, observou-se a liberagdo da
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proteina para o sobrenadante 2. Essa solucdo foi utilizada para a purificagdo da proteina. O
Pellet 2 ainda apresentou grande quantidade de proteina ndo solubilizada. Com a repeti¢cdo da

extracdo em condigdes desnaturantes (em um tampdo com ureia a 8M) essa proteina foi

liberada (dado ndo demonstrado em gel).

EXPRESSAO
s -
- - ¥
50 Kda
-~ .a
-
-
:

~

= 2

|

g E

- s

b g
3h 2 5 3
- -
= o 2
S %) 3
e ) ~

- —

Figura 16. Demonstracio do extrato total proteico da E.
Coli BL21DE separado por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS-PAGE, nas fases de expressio e de
extracio. Destaca-se o tamanho da proteina
N_AM_Hanta durante as fazes de expressio e nas fazes
de extracio da proteina compativeis com o tamanho de
49Kda. O marcador utilizado foi SpectraTM Multicolor
Broad Range Protein Ladder.

3.1.6. Purificacdo da fracdo insoliivel da Proteina N_AM Hanta em condicoes
desnaturastes.

Para a purificagdo, utilizou-se o SOBRENADANTE 2 da fase de extracdo. A
purificacdo da proteina por cromatografia de afinidade em um purificador comercial
possibilitou a afericdo, em uma curva de absorbancia (linha azul na figura 19), do pico da

liberagdo da proteina. Na figura, ¢ possivel observar a saida da proteina junto a outros
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elementos em uma grande curva (1 ao 6), quando a concentracdo do Imidazol (competidor
com a proteina na ligacdo ao metal niquel) ainda ¢ baixa. O tampao B (sem Imidazol) ainda
estd sendo aplicado no sistema. O resultado demonstra que a capacidade de ligagdo da coluna
foi excedida. Com a elevacdo da concentracdo do Imidazol (a partir do ponto 6), quando o
tampao C comeca a ser aplicado, vé-se um segundo pico (10 — 12), de menor intensidade, com
a liberagdo de outras substancias sem a presenca da proteina de interesse. Com a elevacao da
concentracdo do Imidazol (Linha verde), observa-se um novo pico (13 a 18), momento em
que a proteina ¢ deslocada da coluna ja purificada. As fragdes 13 a 18 foram unidas e a

concentragao final foi de 680pg/ml.
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Figura 17. Curva de absorbincia na fase de purificacio com separagio das
substincias presentes no produto da extra¢io por cromatografia de afinidade em
coluna de niquel. Destaque a saida da proteina na fase 4 junto com impurezas,
seguida com a saida de outras substiancias na fase 11 e depois uma curva com a
proteina purificada (13 a 17). O marcador utilizado foi Pageruler™ Prestained
Protein Ladder. *PE: Produto da Extracao.

3.1.7. Teste da antigenicidade da proteina utilizando Western blot

0
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A confirmagdo da capacidade de ligagdo da proteina ao anticorpo IgG contra o

Hantavirus foi demonstrada no ensaio de Western blot. Utilizou-se uma amostra de paciente

positivo para IgG contra o Hantavirus, oriunda da Regido Sudeste, e testada previamente.
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Outra amostra, o pool de individuos negativos, testada previamente para IgG contra o
Hantavirus, foi utilizada como controle negativo. O tampao de didlise da proteina (Solugdo II
— apéndice H), semelhante a solucdo onde estd diluida a Proteina N, foi empregado como
controle da rea¢do do anticorpo IgG a outros componentes da solugdo. Na figura 20 A, ¢
possivel observar que ndo houve nenhuma reacdo no teste. Na figura 20B, observa-se uma
reacdo na regido compativel ao tamanho da proteina. Isso demonstrou a ligagao de anticorpos

IgG do paciente positivo para IgG contra o Hantavirus a proteina N AM Hanta (figura 20 B)

8
c
§ |22
o _I

§ |8 | =
= a <
4

Tampao
Proteina
N_AM_Hanta

TR

55 Kda

A

Soro controle negativo Soro controle positivo SE

Figura 18. Western Blot utilizando a proteina
N_AM_Hanta como antigeno. No gel, foram utilizados
2 testes com 2 pog¢os cada: um com a proteina
recombinante e ao lado, o tampao utilizado na dialise
(mesma composicdo da solucio onde esta diluida a
proteina). Apos a transferéncia da proteina do gel para
a membrana de nitrocelulose, dividiu-se em duas
bandas: A) A Membrana A Foi encubada em solucio
de 1:1000 da amostra positiva para IgG da regido SE
contra o hantavirus como anticorpo primario; B) A
membrana B foi encubada em solu¢do com o Soro
controle negativo diluido em 1:1000. A seguir,
adicionou-se o anticorpo de roedor anti IgG humano
marcado com peroxidade. A coloracio foi feita com
Peroxido de oxigénio e DAB que reagem com o
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horseradish peroxidase gerando cor. A proteina foi
marcada no tamanho correspondente (~49Kda) e

reagiu com o soro positivo.

3.1.8. Ensaio da proteina utilizando Dot Blot

O ensaio de Dot Blot foi utilizado com diferentes concentragdes da proteina, expostas
a duas amostras positivas (uma da regido Norte ¢ Uma da regido sudeste) e uma amostra
negativa. No resultado, visualiza-se a reacdo da proteina N AM Hanta a anticorpos IgG. Na
linha da amostra da Regido Norte a reagdo ocorre intensa até o menor valor (0,39 ng). Na
linha da amostra da Regido Sudeste a reacdo ocorre intensa até a concentracdo 1,56 ng,

diminuindo a intensidade em 0,78 ng e 0,39 ng. Nao houve rea¢do na amostra negativa (figura

21).

oY) o
oy | 2| g
o o o N £
o o S 13 o
o0 < N o -
‘ g -
Positivo NO
ik
Positivo SE
! Negativo

Figura 19. Dot Blot utilizando a proteina N_AM_Hanta do hantavirus em diversas
concentracdes frente a uma amostra positiva da regido Norte (1* Linha), uma
amostra positiva da regido Sudeste (2" Linha) e uma amostra negativa (3" Linha).
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Ao repetir o teste com outras amostras negativas € com uma concentragdo maior de
920 ng, observou-se uma rea¢do em todas as amostras utilizadas. A partir da linha de 460ng

as amostras negativas ndo reagem mais (figura 22).

Figura 20. Dot Blot utilizando varias concentracdes da Proteina
N_AM_Hanta em contato com uma amostra de paciente positiva
da regido Sudeste (1* Linha) e trés amostras negativas do
Amazonas (2%, 3" e 4" Linha).

3.1.9. Resultado do teste enzimatico (ELISA) para IgG e do Dot Blot contra a proteina
N_AM_Hanta.
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Foram analisadas 1073 amostras no teste ELISA de triagem, resultando em 104
amostras reagentes (positivas e indeterminadas). As amostras positivas e indeterminadas
foram retestadas, finalizando-se com 62 amostras positivas e 18 amostras indeterminadas.
Essas 80 amostras foram testadas no Dot Blot e todas as amostras reagiram na concentragao
de 230 ng e 56 reagiram na concentracdo de 10 ng. As 80 amostras foram consideradas

positivas avaliando o resultado dos dois testes (Apéndice B).

3.1.10. Resultado das analises estatisticas

Os resultados dos testes soroldgicos para determinagdo de IgG contra o Hantavirus
foram analisados junto com as respostas dos questionarios (apéndice E e F) respondidos pelos
participantes do estudo. Foram utilizados dados sociodemograficos e dados sobre possiveis
fatores de risco que compunham os questionarios aplicados aos dois grupos pesquisados (civis
e militares). Para anélise estatistica, avaliou-se: Dados da populacdo geral (civis e militares —
Positivos e negativos); Dados dos militares (positivos e negativos); Dados dos civis (positivos

e negativos) e dados dos civis e militares (comparagdo entre 0s positivos)

Populacao Civil e militar (positivos e negativos)
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Dados de Prevaléncia.

O estudo demonstrou a soroprevaléncia da hantavirose de 7,46% na populagdo
estudada de 1073 pessoas. Ao analisar os grupos (militar e civil) separadamente, encontrou-se

a prevaléncia grupo civil de (7,86 %), seguida do grupo militar (7,03%) (figura 23).

Hm Positivos
3 Negativos
7,46% 7,03% 7,86%
100 100+
] [ I
80 80
g >
{% 604 Z 60-
o ] 92,54% @ 92,97% 92,14%
o ] ’ o
o 404 o 40-
° ] X
20 204
0 . 0 T T
Total Militares Civis

Figura 21. Graficos da prevaléncia de toda a populacio e dos grupos analisados. Toda
populacio. Total: 1073 (100%); Positivos: 80 (7,46%); Negativos: 993 (92,54); Militares.
Total: 526 (100%)/ Positivos: 37 (7.03%); Negativos: 489 (92,97%); Civis. Total: 547
(100%)/ Positivos:43 (7,86%)/ Negativos: 504 (92,14%).

Distribuicdao do local de moradia dos participantes
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A Tabela 6 demonstra a distribui¢do das cidades de residéncia dos Participantes (civis

e militares), tendo em vista, que parte dos militares no momento da coleta estavam em

Manaus (3 meses), sendo necessario observar onde estavam residindo antes de virem para a

cidade:
Militares Civis
Estado Municipio Negativos Positivos Negativos Positivos
n (%) n(%) n(%)
AC Rio Branco 15(100) 0 (0%)
Pos: 26 Cruzeiro do Sul 11 (78,57) 3(21,43)
(89,65%)
Neg: 3
(10,35%)

AM Altazes 2 (100) 0(0)
Neg: 260 Anori 1 (100) 0 (0)
O1.22%)  Barcelos 3(75) 1(25)

Pos: 25 Boa Vista do Ramos 2 (100) 0(0)
(8,78%) Borba 0(0) 1 (100)
Caapiranga 1(100) 0(0)
Careiro da Varzea 1(100) 0(0)
Eirunepé 1 (100) 0(0)
Humaita 11 (100) 0 (0)
Iranduba 5(100) 0(0)
Itacoatiara 2 (100) 0(0)
Manacapuru 3 (100) 0(0)
Manaus 175 (89,75) 20 (10,25) 504 (92,14)  43(7,86)
Maués 1 (100) 0 (0)
Novo Airao 2 (100) 0(0)
Rio Preto da Eva 2 (66,67) 1(33,33)
Santo Antoénio do Iga 1 (100) 0(0)
Sao Gabriel da 21 (100) 0(0)
Cachoeira
Tabatinga 17 (89,47) 2 (10,53)
Tefé 9 (100) 0 (0)
AP Macapa 11 (100) 0(0)
Pos: 15 i
(93.75%) Oiapoque 4 (80) 1 (20)
Neg: 1
(6,25%)
PA Altamira 6 (85,71) 1(14,29)
Pos: 49 Ananindeua 1 (100) 0




(94,23%) Belém 14 (93,33) 1(6,67)
Itaituba 8 (100) 0(0)
Neg: 3 .
M 19 (1 0
(5.77%) araba, 9 (100) 0(0)
Tucurui 1 (50) 1 (50)
RO Guajara-Mirim 17 (100) 0 (0)
Porto Velho 4 (100) 0(0)
RR Boa Vista 27 (93,10) 2 (6,90)
Neg: 33 Bonfim 2 (100) 0 (0)
(94,28%) Pacaraima 2 (100) 0(0)
Pos: 2 Uiramuta 1 (100) 0 (0)
(5,72%) Alto alegre 1 (100) 0(0)
MT Carceres 2 (100) 0(0)
Cuiaba 3 (100) 0 (0)
MA Imperatriz 5 (100) 0(0)
Sdo Luis 1 (100) 0 (0)
TO Dianoépolis 1 (100) 0(0)
MS Campo Grande 3 (100) 0(0)
Coxim 1 (100) 0 (0)
Ladario 1 (100) 0(0)
RJ Resende 27 (93,10) 2 (6,90)
Neg: 28 Rio de Janeiro 1 (100) 0 (0)
(93,33%)
Pos: 2
(6,66%)
PB Jodo Pessoa 1 (100) 0(0)
PE Sdo Jodo 1 (100) 0 (0)
RS Cidades do RS 2 (100) 0 (0)
Estrangeiros 12 (100) 0(0)
Nao responderam 23 (95,83) 1(4,17)
Total Parcial 489 (92,97) 37 (7,03) 504 (92,14) 43 (7,86)

Tabela 6. Distribuicio dos participantes pelos municipios de origem.

Na figura 24 ¢ demonstrada a distribuicdo da residéncia dos individuos que foram

positivos nos imunoensaios por estado:
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@ \vilitares
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Figura 22. Local de residéncia dos participantes que foram positivos
nos imunoensaios;

Fatores de risco para a populagdo estudada (civis e militares)

Os dados sociodemograficos e os fatores de risco colhidos nos questionarios aplicados
aos participantes do estudo foram analisadas pelo teste do y* para as variaveis respostas, tendo
como variavel dependente ser ou nao positivo no teste. Nao foram observados resultados com
significancia no teste estatistico para os dados sociodemograficos (Apéndice C). Para os
fatores de risco, matar ou capturar roedores foi um fator de risco significativo associado a ter
o resultado positivo no teste para deteccdo de IgG contra a proteina N AM Hanta (Tabela 7 —

figura 25).
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Fatore de risco Sorologia P valor*
Negativo Positivo
n (%) n (%)

J4 ouviu falar sobre hantavirus 311 (91,47) 29 (8.53) 0.469
Tem animais 641 (92,36) 53 (7,64) 0.718
Costuma visitar fazenda ou xacara 337 (94,93) 18 (5,07) 0.04**
Mora perto da floresta 272 (92,20) 23 (7,80) 0.610
Costuma tomar banho em locais abertos 309 (93,07) 23 (6,93) 0.784
Ja participou de algum desmatamento 69 (95,45) 3 (4,55) 0,365
Mata ou captura roedores 106 (88,33) 14 (11,67) 0.03
J4 matou roedores em casa 329 (92,68) 26 (7,32) 0,916
J4 matou roedores na area de trabalho 102 (93,58) 7 (6,42) 0.469
Ja foi mordido por roedores 65 (90,28) 7(9,72) 0.622
Ja comeu carne de roedores 75 (94,94) 4 (5.06) 0.385
Costuma cacar 46 (88,46) 6 (11,54) 0.238

Tabela 7. Dados epidemiologicos da populacdo estudada. * teste xz. ** 8,49% dos positivos ndo costuma visitar a
fazenda ou xacara.
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Figura 23. Na analise da populacio estudada, o fator "matar ou capturar
roedores" esta associado a positividade no teste soroldégico para IgG
contra a Proteina N do Hantavirus (p<0,05 Chi-Squared test; Razido de
prevaléncia bruta: 1,82; 1C95%: 1,04 a 3,18).

Militares (Positivos e Negativos)

O grupo dos militares ¢ composto apenas de homens. Possui militares em atividades
diferentes e de origens diferentes, podendo ser divididos em dois grupos para analises: o

primeiro ¢ composto de militares alunos do Curso de Operagdes da Selva (n=341), os quais
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sdo sargentos ou oficiais de carreira e vindos de diversas cidades da Regido Norte, inclusive
Manaus. O outro ¢ composto de soldados (n=171), na faixa etdria de 18 anos, cumprindo
servico militar obrigatério, oriundos principalmente da cidade de Manaus. A prevaléncia do

Hantavirus foi maior nos soldados (7,57%) seguida da dos alunos do COS (6,74%) (Tabela

8).
Sorologia Militares

cos? Soldados” Total

n (%) n (%)
Negativo 318 (93,26) 171 (92,43) 489 (92,97)
Positivo 23 (6,74) 14 (7,57) 37 (7,03)
Total 341 (100) 185(100) 526 (100)

Tabela 8. Caracteristicas dos militares estudados: * Militares de carreira participantes do Curso de
Operagoes na Selva; ® Militares pertencentes ao servico militar obrigatorio.

Dentre toda a populagdo estudada (n=1073) (civis e militares), 742 individuos
(69,15%), incluindo parte dos militares e todos os civis, residiam em Manaus no periodo da
coleta. Os outros 307, todos militares (28,61%) estavam temporariamente na regido no

periodo do estudo (3 meses) (Tabela 9).
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Negativos Positivos
Localidade de residéncia Militar Civil Militar Civil
Outras cidades 289 - 16 -
289 (94,76) 16 (5,24) 305
Militar Civil Militar Civil
Manaus 176* 504%** 20* 43%*
680 (91,52) 63 (8,48) 743
Militar Civil Militar Civil
Naio responderam 24 - 1 -
24 1 25

Tabela 9. Nimero de participantes que residiam em Manaus ou que eram de outras cidades e estavam passando um
breve periodo em Manaus no periodo em que participaram do estudo. *Militares de Manaus: Prevaléncia 10,20%.
**Civis de Manaus: Prevaléncia 7,86%

Diante desses dados, outra andlise foi feita: Dos militares participantes do estudo

(n=526), 25 ndo responderam onde estavam residindo e 501 militares responderam. Destes

501, 196 militares (39,12%) eram oriundos de Manaus e a prevaléncia neste grupo foi de

10,20% (p<0,05) (figura 25). Os outros 305 (60,88%) vieram de outras cidades,

principalmente da Regido Norte. A prevaléncia dos soropositivos nos militares de outras

cidades foi de 5,25%. Esses militares moravam a pelo menos 6 meses nas cidades de origem.

Militares
5,25 10,20
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3 Negativos
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Figura 24. Na analise do grupo dos militares, observando local
onde residiam, verificou-se uma prevaléncia maior entre os
militares que residem em Manaus comparado aos militares de
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outras cidades (p<0,05 Chi-Squared test; Risco relativo: 1,05;
1C95%: 1,00 a 1,12).

Os dados sociodemograficos e os fatores de risco colhidos nos questionarios aplicados
aos militares do estudo foram analisadas pelo teste do y* para as varidveis respostas, tendo
como variavel dependente ser ou nao positivo no teste. Nao foram observados resultados com
significancia no teste estatistico para os dados sociodemograficos. Na variavel faixa etéria
observa-se prevaléncia mais elevada na faixa etaria de 30 a 39 anos (10,61%); na renda
familiar, a prevaléncia ¢ mais alta nos de faixa de renda mais baixa (8,7%) e diminui a
prevaléncia com o aumento do poder aquisitivo na faixa de 4 salarios minimos. No entanto, a
prevaléncia volta a aumentar (8,5%) entre os militares que recebem 5 ou mais salarios
minimos; no item escolaridade, a faixa etaria de 1* a 4* série do ensino fundamental apresenta
a maior prevaléncia (14,28%); no item “a principal atividade nos ultimos 12 meses”, as
prevaléncias mais altas foram nos trabalhadores da prestacdo de servigos e comerciarios
(15,38%) e trabalhadores manuais da construgdo civil (14,29%). Para este item, ressalta-se
que sdo os militares que cumprem servigo militar obrigatorio. No item “quanto tempo mora
na cidade”, a prevaléncia aumenta conforme aumenta o tempo em que o militar permanece na
localidade. E no item “quando teve contato com a floresta”, os individuos que tiveram contato

com a selva ha mais de 1 ano apresentaram maior prevaléncia (11,43%) (Tabela 10).

Variaveis Sorologia P valor*
Negativo Positivo
n (%) n (%)
1) Militares Prevaléncia 489 (92,97) 37 (7,03)
2) Faixa etaria <20anos 152 (92,68) 12(7,32) 0,723
20a29anos 215(93,48) 15 (6,52)
30a39anos 59 (89,39) 7 (10,61)

40a49anos 20 (90,91) 2 (9,09)




85

>50anos 0 0
Total 446 (92,53) 36 (7,47)
3) Renda Familiar 1SM 63 (91,30) 6 (8,70) 0.768
2 SM 77 (93,90) 5(6,10)
3SM 53 (94,64) 3(5,36)
4 SM 61(95,31) 3 (4,69)
Mais de 5 SM 181 (91,41) 17 (8,59)
Total 435 (92,75) 34 (7,35)
4) Ha quanto <12 meses 106 (92,17) 9(7,83) 0,836
fempo voct mora 7 o 157(93,15) 11 (6,55)
nesta area
5a9 anos 110 (91,67) 10 (8,33)
10 - 19 Anos 0(0) 0(0)
20 - 29 Anos 0(0) 0(0)
30 - 39 Anos 0(0) 0(0)
40 a 59 anos 0(0) 0(0)
> 50 anos 0(0) 0(0)
Total 373 (92,56) 30 (7,44)
5) Escolaridade 1" a 4” Série do ensino fundamental 6 (85,71) 1(14,29) 0,267
5% a 8” Série do ensino fundamental 6 (75) 2(25)
1" a 3” série do ensino médio 67 (95,71) 3(4,29)
Ensino fundamental completo 8 (80) 2 (20)
Ensino médio completo 154 (93,33) 11 (6,67)
Superior incompleto 75 (92,59) 6(7,41)
Superior completo 128 (92,75) 10 (7,25)
Total 444 (92,69) 35(7,31)
6) Principal Profissionais ou técnicos de nivel 4 (100) 0(0) 0,761
ocupagio nos médio
ultimos 12 meses  Trabalhadores de servicos 23 (92) 2(8)
administrativos
Trabalhadores da prestagao de 18 (85,71) 3(14,29)
servicos e comerciarios
Trabalhadores de servicos 14 (100) 0(0)
domésticos
Trabalhadores agropecuarios, 5(100) 0(0)
florestais de caca e pesca
Trabalhador Manual (produgio de 5(100) 0(0)
bens e servicos industriais)
Trabalhadores manuais da 11(84,62) 2 (15,38)
construcio civil
Trabalhadores manuais de reparacgao 7 (100) 0(0)
e manuten¢io
Membros das for¢as armadas, 378 (93,10) 28 (6,90)

policiais e bombeiros militares
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Ocupacgdes mal especificadas do 24 (92,31) 2(7,69)
trabalho informal (ambulante,
manobrista, guardador de carro...)
Total 489 (92,97) 37 (7,03)
7) Teve contato Nio 96 (95,05) 4 (4,95) 0,326
9
com afloresta? — “gi 343 (92,20) 29 (7.,80)
Total 439 (92,81) 34 (7,19)
8) Quando teve <1 ano 288 (91,72) 26 (8,28) 0,193
contato com a
floresta 1 a 5 anos 31(88,57) 4(11,43)
Total 319 (91,40) 30 (8,60)

Tabela 10. Dados sociodemograficos dos militares

Na anélise dos fatores de risco, para todos os militares, ter sido mordido por roedores

foi o item significativo e associado a positividade no teste sorologico (Tabela 11 — figura 27).

Variaveis Sorologia P valor*
Negativo Positivo
n (%) n (%)
Mora perto da floresta 154 (91,67) 14(8,33) 0,385
Costuma tomar banho em locais abertos 101 (92,66) 8(7,34) 0,978
Trabalhou com agricultura 83 (91,21) 8(8,79) 0,573
Participou de desmatamento na floresta 36 (92,31) 3(7,69) 0,939
Mata ou captura roedores 27 (87,10) 4(12,90) 0,216
Matou roedores em casa 128 (91,43) 12 (8,57) 0,505
Matou roedores na area de trabalho 59 (95,16) 3(4,84) 0,414
Foi mordido por roedores 8 (78,73) 3(27,27) 0,011
Comeu carne de roedores 42 (100) 0(0) 0,055
Costuma cagar 30 (85,71) 5(14,29) 0,111

Tabela 11.Dados epidemiolégicos para militares. * Teste de Chi-Squared.
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Figura 25. Dentre os militares, ter sido mordido por roedores foi o
fator de risco que teve relacdo com a positividade no teste para IgG
(p=0,01 xy CHI-squared test; Razdo de prevaléncia bruta: 3,95;
1C95%: 1,42 a 10,98).

Civis (Positivos e Negativos)

A populagido civil era toda da cidade de Manaus e vive na cidade hd mais de um ano.
No mapa de distribui¢do dos positivos do grupo dos civis por regido administrativa da cidade
de Manaus ¢ possivel observar uma prevaléncia maior nas zonas Centro Sul (11,86%) e
Centro Oeste (9,38) e Oeste (8%) (Figura 28- tabela 12). Todos os valores estdo acima da

prevaléncia média da cidade (7,86%).



88

Norte
1,79%

Figura 26. Mapa da distribuicio das amostras positivas no grupo civil nas regides
administrativas da cidade de Manaus, com as respectivas prevaléncias.

C.Oeste C. Sul Leste Norte Oeste Sul Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Negativo 58 52 33 55 184 (92) 108 (93,1) 504
(90,63) (88,14) (94,29) (98,21) (92,14)
Positivo 6(9,38) 7(11,86) 2(5,71) 1(1,79) 16 (8) 8(6,9) 43 (7,86)
Total 64 (100) 59 (100) 35(100) 56(100) 200(100) 116(100)  547(100)

Tabela 12. Distribuicio dos Civis positivos e negativos na cidade de Manaus por zonas.

Toda a populagdao do estudo com civis ¢ composta por mulheres (n=393) e homens
(n=154). A prevaléncia foi maior entre os homens (11,04%) comparado a prevaléncia das
mulheres (6,62%), no entanto a significancia foi limitrofe (p=0,08). Nao houve significancia
associada aos dados sociodemograficos. Na varidvel “faixa etdria” a prevaléncia aumenta
conforme aumenta a idade, chegando a 12,5% na faixa etaria acima de 50 anos; na “renda”, a

faixa de 4 salarios minimo apresentou a prevaléncia de 10%; na “ocupagdo”, o destaque ¢



&9

para Trabalhadores manuais (producdo de bens e servigos industriais) (11,11%) e

Profissionais ou técnicos de nivel médio (13,64%); na varidvel “tempo em que vive na

cidade”, a prevaléncia aumenta conforme aumenta o tempo em que vive na regido. E no item

“quando teve contato com a floresta”, os individuos que tiveram contato com a selva ha mais

de 1 ano apresentaram maior prevaléncia (Tabela 13).

Variaveis Sorologia Valor p*
Negativo Positivo
n (%) n (%)
1) Civis 504 (92,14) 43 (7,86) 0.69
2) Sexo Feminino 367 (93,38) 26(6,62) 0,084
Masculino 137 (88,96) 17(11,04)
Total 504 (92,14) 43 (7,86)
<20anos 37(97,37) 1(2,63) 0,078
3) Faixa Etdria 20a29anos 117 (93,60) 8 (6,40)
30a39anos 132 (95,65) 6(4.,35)
40a49anos 108 (90,0) 12 (10,0)
>50anos 98 (87,50) 14 (12,50)
Total 492 (92,31) 41(7,69)
4) Renda Familiar 1SM 108 (93,10) 8 (6,90) 0.912
2 SM 144 (93,51) 10 (6,49)
3ISM 95(92,23)  8(7,77)
4 SM 54 (90,0) 6 (10,0)
Mais de 5 SM 61(93,85)  4(6,15)
Total 462 (92,77) 36 (7,23)
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5) Principal ocupacio nos ultimos 12 meses

Desempregado

133 (93,66)

9 (6,34) 0.893

Trabalhadores
manuais (producio de
bens e servicos
industriais)

8 (88,89)

1(11,11)

Trabalhadores
manuais da
construcio civil

44 (95,65)

2 (4.35)

Trabalhadores
manuais de reparacio
e manuten¢io

6 (100)

0(0)

Membros das forcas
armadas, policiais e
bombeiros militares

39 (92,86)

3(7,14)

Ocupacgdes mal
especificadas do
trabalho informal
(ambulante,
manobrista,
guardador de carro...)

41 (91,11)

4 (8,89)

Altos funcionarios do
governo, dirigentes,
gerentes ou altos
funcionarios de
empresa

38 (90,48)

4(9,52)

Profissionais de nivel
superior

33 (94,29)

2(5,71)

Profissionais das artes

0(0)

0(0)

Profissionais ou
técnicos de nivel
médio

19 (86,36)

3 (13,64)

Trabalhadores de
servicos
administrativos

3(75)

1(25)

Trabalhadores da
prestaciio de servigos e
comerciarios

5 (100)

0(0)

Trabalhadores de
servicos domésticos

9(100)

0(0)

Trabalhadores
agropecuarios,
florestais de caca e
pesca

38 (92,86)

3(7,32)

Total

416 (92,86)

32(7,14)

6) Escolaridade

Analfabeto

6 (100)

0(0) 0,593

Alfabetizado

4 (100)

0(0)

1* a 4* Série do ensino
fundamental

8 (100)

0(0)

5* a 8" Série do ensino
fundamental

30 (96,77)

1(3,23)

1* a 3" série do ensino
médio

19 (95)

1(5)

Ensino fundamental
completo

30 (88,24)

4(11,76)

Ensino médio
completo

194 (89,81)

22(10,19)

Superior incompleto

112 (94,12)

7(5,88)

Superior completo

99 (94,29)

6(5,71)

Total

502 (92,45)

41(7.,55)
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7) Ha quanto tempo mora nesta drea <12 meses 0(0) 0(0) 0.912
1 a4 anos 86(92,47)  7(7,53)
5a9 anos 59(92,19)  5(7,81)
10 - 19 Anos 116 (92,80) 9 (7,20)
20 - 29 Anos 113 (93,39) 8(6,61)
30 - 39 Anos 51(91,07)  5(8,93)
40 a 59 anos 37(90,24)  4(9,76)
> 50 anos 9 (100) 0 (0)
Total 471 (92,53) 38(7,47)
8) Voce visitou ou teve contato com a floresta Nao 270 (92,15) 23(7,85) 0.807
Sim 204 (92,73) 16 (7,27)
Total 474 (92,40) 39 (7,60)
9) Quando teve contato com a floresta <1 ano 115(95,04) 6 (4,96) 0,193
1 a5 anos 21 (87,50) 3 (12.5)
> 5 anos 19 (86,36) 3 (13,64)
Total 155(92,81) 12(7,19)

Tabela 13. Dados sociodemograficos dos civis.

Nao houve significancia associada aos fatores de risco, no entanto, o fator de risco

matar e capturar roedores teve associagdo limitrofe com a positividade no teste (Tabela 14).

Variaveis Sorologia P valor
Negativo Positivo
n (%) n (%)

Tem animais 504 (92,14) 43 (7,86) 1

J4 ouviu falar sobre hantavirus 141 (91,46) 13 (8,44) 0,903
Costuma visitar fazenda ou xacara 167 (94,89) 9(5,11) 0,164
Mora perto da floresta 118 (92,91) 9(7,09) 0,899
Costuma tomar banho em locais abertos 208 (93,27) 15 (6,73) 0,709
Trabalhou com agricultura. 66 (92,96) 5(7,04) 0,952
Ja participou de algum desmatamento na floresta 27 (100) 0(0) 0,133
Mata ou captura roedores 79 (88,76) 10 (11,24) 0,064
Matou algum roedor em casa 201 (93,49) 14 (6,51) 0,665
Matou algum roedor na area de trabalho. 43 (91,49) 4(8,51) 0,778
Foi mordido por roedores 57 (93,44) 4 (6,56) 0,716
J4 comeu carne de roedores 33 (89,19) 4(10,81) 0,455
Costuma cagar 16 (94,12) 1(5.88) 0,821




92

Tabela 14. Dados epidemioldgicos para civis. * Teste de xz.

Andlise comparativa entre civis e militares positivos

A comparagdo entre os positivos do dos dois grupos apresentou significancia em alguns
fatores. Foram 43 civis positivos e 37 militares positivos durante o estudo. Houve diferenga
significativa (p<0,001) na idade dos civis positivos comparado aos militares positivos.
Observou-se um maior numero de jovens entre os militares positivos € um maior numero de
individuos mais velhos entre os civis positivos, fazendo a curva contréria a dos civis (Figura

29). Com relagdo ao tempo que mora na localidade, militares moram hd menos tempo na
regido.

O numero de positivos civis com renda baixa foi maior comparado aos militares, que
apresentaram maior numero de positivos em individuos de maior renda (figura 30). Contato

com a floresta foi maior entre os militares positivos (85,3%) comparado aos civis positivos

59% (p>0,001). E o contato ocorreu ha menos de 1 ano.
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Figura 27. Grafico demonstrando a anailise comparativa Figura 28. Faixa de renda utilizando o salidrio minimo
das faixas etarias entre os positivos dos grupos Militar ¢ como base: 1) até 1 salario minimo; 2) 2 salarios
Civil. No grupo Militar existe uma concentracio de minimos; 3) 3 salarios minimos; 4) 4 salarios minimos;
positivos dentro da faixa etiaria de 20 a 29 anos e uma 5) 5 ou mais saldrios minimos

diminuicio com o aumento da idade. No grupo Civil a

concentracio de positivos ¢ maior dentro das idades mais



avancadas (30 a 49 anos), com uma tendéncia de elevacio
conforme a idade se eleva (p<0,001).

Variaveis Civis Militares P Test stat.
value
n=43 (%) n=37
(%)
1) Faixa etaria <20anos 124 12 (33.3) <0.001 Chisq. (4 df) =32.47
20a29anos 8 (19.5) 15(41.7)
30a39anos 6 (14.6) 7(19.4)
40a49anos 12 (29.3) 2(5.6)
>50anos 14 (34.1) 0 (0)
2) Sexo Feminino 26 (60.5) 0 (0) <0.001 Chisq. (1 df)=30.44
Masculino 17 (39.5) 37 (100)
3) Municipio Altamira 0(0) 1(2.8) <0.001 Fisher's exact test
Barcelos 0(0) 1(2.8)
Belém 0(0) 1(2.8)
Boa Vista 0(0) 2 (5.6)
Borba 0(0) 1(2.8)
Cruzeiro do Sul 0(0) 3(8.3)
Manaus 43 (100) 20 (55.6)
Oiapoque 0(0) 1(2.8)
Resende 0(0) 2 (5.6)
Rio Preto da 0(0) 1(2.8)
Eva
Tabatinga 0(0) 2 (5.6)
Tucurui 0(0) 1(2.8)
4) Quanto tempo mora < 12 meses 0(0) 9 (30) <0.001 Fisher's exact test
na localidade 1 a4 anos 7(18.4) 11 (36.7)
5 a9 anos 5(13.2) 10 (33.3)
10 - 19 Anos 9(23.7) 0(0)
20 - 29 Anos 8 (21.1) 0 (0)
30 -39 Anos 5(13.2) 0 (0)
40 a 59 anos 4 (10.5) 0(0)
> 50 anos 0 0
5) Renda Familiar 1 SM 8(22.2) 6(17.6) 0.01 Chisq. (4 df) =13.23
2 SM 10 (27.8) 5(14.7)
3SM 8(22.2) 3(8.8)
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4 SM 6 (16.7) 3(8.8)
Mais de 5 SM 4 (11.1) 17 (50)
6) Escolaridade Analfabeto 0 0 0.272 Fisher's exact test
Alfabetizado 0 0
1* a 4* Série do 0 (0) 1(2.9)
ensino
fundamental
5% a 8 Série do 1(2.4) 2(5.7)
ensino
fundamental
1% a 3" série do 1(2.4) 3 (8.6)
ensino médio
Ensino 4(9.8) 2(5.7)
fundamental
completo
Ensino médio 22 (53.7) 11 (31.4)
completo
Superior 7(17.1) 6(17.1)
incompleto
Superior 6 (14.6) 10 (28.6)
completo
7) Visitou ou teve Nio 23 (59) 5(14.7)  <0.001 Chisq. (1df)=13.24
contato com areas :
florestadas Sim 16 (41) 29 (85.3)
8) Ultimo contato com <1 ano 6 (50) 26 (86.7)  0.008 Fisher's exact test
Areas florestadas a5 anos 3(25) 4(133)
< 5 anos 3(295) 0(0)
Tabela 15. Dados sociodemograficos dos positivos.
Variaveis Civis Militares P value Test stat.
n=43 (%) n=37(%)
Possui animais 37 (100) 16 (45.7) <0.001 Chisq. (1 df) =24.56
Costuma visitar fazenda ou xacara 9(23.7) 9 (26.5) 1 Chisq. (1 df)=0
Mora perto de areas florestadas 9(24.3) 14 (42.4) 0.176 Chisq. (1 df)=1.83
Costuma tomar banho em locais abertos 15 (40.5) 8(23.5) 0.202 Chisq. (1 df) =1.63
Vocé ja trabalhou com agricultura 5(13.5) 8(22.9) 0.469 Chisq. (1 df) =0.52
Participacio em desmatamentos 0(0) 3 (8.6) 0.11 Fisher's exact test
Mata ou captura roedores 10 (30.3) 4(11.4) 0.104 Chisq. (1 df) =2.64
Ja matou roedores em casa 14 (38.9) 12 (34.3) 0.876 Chisq. (1 df) =0.02
Ja matou roedores no trabalho 4 (11.1) 3 (8.6) 1 Fisher's exact test
Ja foi mordido por roedores 4(10.3) 3(8.6) 1 Fisher's exact test
Ja comeu carne de roedores 4(10.3) 0(0) 0.117 Fisher's exact test
Costuma cagar 1(2.7) 5(14.3) 0.102 Fisher's exact test

Tabela 16. Dados epidemioldégicos entre positivos e negativos.
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3.1. DISCUSSAO

A regido Amazodnica, que cobre varios paises da América do Sul, possui registro de
casos da Sindrome Cardiopulmonar e de estudos de soroprevaléncia para a Hantavirose que
demonstram a circulagcdo do virus (DE BARROS LOPES et al., 2014; MONTOYA-RUIZ,
DIAZ & RODAS, 2014; FIRTH et al., 2012; GIMAQUE et al., 2012; SANDOVAL et al.,
2010; DOS SANTOS et al., 2006; VASCONCELOS et al, 1992). No entanto, esses dados
incipientes, referentes a uma regido de grande extensdo, ainda ndo esclarecem completamente
quais os genotipos do virus estdo circulantes, sua ecologia, reservatorios, taxa de mortalidade,
taxa de morbidade e area de circulagdo. A regido possui grandes areas de florestas preservadas
e representa um grande anecumeno, tendo em vista a dificuldade em sua ocupacdo. Isso
aumenta a preocupacao com a possibilidade da emergéncia de surtos onde a ocupagdo humana
tem avancado, sendo necessarios mais estudos para monitoramento. A esse fato, soma-se a
preocupacdo com outras febre hemorragicas, também prevalentes na Regido Amazonica, e
que precisam de rapido diagndstico diferencial e intervencdo ( FIRTH et al., 2012;

FIGUEIREDO, 2006).

Devido a falta de conhecimento sobre todos os genotipos circulantes, a estratégia
utilizada, no presente estudo, foi de construir uma sequéncia consenso homologa as
sequéncias da proteina N dos virus que ja foram identificados na Regido Amazonica, e assim
possibilitar reagdes cruzadas em teste de imunoensaio, aumentando as chances de detecgdo de
individuos que j& tiveram contato com o Hantavirus. Essa ideia de reagdo cruzada em

imunoensaios ¢é corroborada por MATTAR, GUZMAN & FIGUEIREDO (2015); LEDERER
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et al. (2013); KOMA et al. (2010); SCHMIDT et al. (2005); LINDKVIST et al. (2008);
ELGH et al. (1998). As reacdes cruzadas sdo interessantes no testes ELISA, por exemplo, nao
s para o diagndstico como também para os trabalhos de soroprevaléncia em locais sem
historico de casos ou com poucos registros (MATTAR; GUZMAN; FIGUEIREDO, 2015).
Essa reatividade ¢ maior entre os genotipos mais proximos dentro da arvore filogenética e ¢
mais forte entre os genodtipos que ocorrem em uma mesma familia de reservatorio do virus

(Sigmondontinae, Neotominae, Arvicolinae e Murinae) (LEDERER et al., 2013).

ELGH et al. (1998) demonstraram em seu estudo que existe um gradiente de resposta
entre as ligacdes antigeno - anticorpo especificas a uma determinada espécie de virus
(homologas) e as ligagdes ndo especificas (Heterdlogas). Esta tiltima representando a ligagao
cruzada. A intensidade da resposta ¢ maior nas reagdes homologas e mais fraca nas
heterdlogas. WITKOWSKI et al., (2015) demonstraram como essa diferenga pode influenciar
um resultado. Em uma investigacdo sorologica na Republica do Congo os autores
substituiram o antigeno, o virus Sangassou, para o virus Puumala em um teste ELISA de
triagem. A relacdo positivo/negativo se alterou de 229/982 para 28/982 respectivamente. A
vantagem, portanto, no uso da sequéncia consenso ¢ o uso de um antigeno mais préximo dos
virus circulantes na Amazonia, para o uso em diagnostico de casos ou em estudos de
soroprevaléncia, aproximando os resultados da realidade e reduzindo falsos negativos ou
subestimagdo de prevaléncias. No entanto, caso existam gendtipos distantes infectando a
populacdo, teremos reagdes heterdlogas e provavelmente os resultados serdo as
subnotificacdes e os menores resultados prevaléncia. E necesséria a vigilancia constante para
a identificacdo de novos gendtipos e a adequagdo do modelo para a identificacdo de casos de

Hantavirus.

O presente estudo, realizado na regido da capital do estado do Amazonas, Manaus,

apresentou uma soroprevaléncia de 7,46%, em area urbana. Este dado reforca a ideia da
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circulagdo do Hantavirus no estado do Amazonas, como ja demonstraram publicagdes
anteriores nas cidades de Itacoatiara, Careiro da varzea, Maués ¢ Manaus ( FIRTH et al.,
2012; GIMAQUE et al., 2012; MEDEIROS et al., 2010 TEIXEIRA et al., 2006; DOS

SANTOS et al., 2006; VASCONCELOS et al, 1992).

Os estudos de soroprevaléncia na regido norte do Brasil mostram uma média de 4,39%
(0,6 — 13,6) (ALVES MORAIS et al., 2016; PESSOA VIEIRA et al., 2016; FIGUEIREDO et
al, 2014; MONTOYA-RUIZ, DIAZ & RODAS, 2014; PINTO JUNIOR, et al, 2014;
GIMAQUE et al., 2012; MEDEIROS et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2001). No estado
do Amazonas, no unico estudo de soroprevaléncia, realizado por GIMAQUE et al. (2012), a
média dos resultados encontrados foi de 0,6% (0,2 — 0,9). O resultado de prevaléncia
encontrado, no presente estudo, de 7,46% ¢ alto, comparados aos dados descritos acima. E
praticamente se iguala a média dos dados de soroprevaléncia em outros estados,
principalmente da regido sul e sudeste, onde a taxa de morbidade e mortalidade sdo maiores.
A prevaléncia desses locais varia de 1,6 a 14% (média de 7,8%) (ALVES MORAIS et al.,
2016; PESSOA VIEIRA et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2014; MONTOYA-RUIZ, DIAZ
& RODAS, 2014; PINTO JUNIOR, et al, 2014; MEDEIROS et al., 2010; VASCONCELOS
et al., 2001). Notasse, que existe uma grande variagdo dos resultados encontrados nos estudos
de soroprevaléncia. Isso pode ter relacdo com os antigenos utilizados para os testes
sorologicos e a variacdo das espécies de hantavirus encontradas nas diversas regides

brasileiras.

Os dados gerados por GIMAQUE et al. (2012) sdo discrepantes comparados ao
presente estudo. O referido estudo utilizou como antigeno uma proteina recombinante de
ARAV que na andlise filogenética estd mais distante do clado ANDV. Esse pode ser o fator

de diferenga para o presente estudo, que utilizou uma proteina de maior similaridade com as
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espécies do clado ANDV. A diferenga entre os antigenos pode ser o fator que interfere na

discrepancia entre os resultados de prevaléncia dos estudos

No entanto, apesar dos valores serem altos (7,46%), a Regido Norte possui 0 menor
registro de casos da doenca (BRASIL, 2016a, 2016b). A este fato pode-se atribuir duas
possibilidades: A circulagdo de virus apatogénicos ou a dificuldade na identificacdo dos casos.
Portanto podem estar ocorrendo subnotificagdes dos casos. Essa ideia é corroborada por
FIGUEIREDO et al. (2014). O Autor salienta que os casos graves podem ser a “ponta do
iceberg” e que os individuos assintomaticos ou com febres inespecificas podem ndo estar

sendo identificados.

A prevaléncia encontrada em area urbana, foi outro achado importante do estudo, Pois
o ciclo de transmissao, de forma geral, envolve contato com areas silvestres ou atividades que
proporcionem o contato com roedores silvestres (DE OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2014). No presente estudo, o grupo civil, composto de 547 individuos, apresentou a maior
soroprevaléncia (7,86%). Este grupo, tem individuos de todas as regides administrativas da
cidade Manaus, onde as maiores soroprevaléncias foram registradas nas Regides Centro Sul
(11,86%), C. Oeste (9,38%) e Oeste (8%). Esses valores altos sdo semelhantes aos dados de
soroprevaléncia em area urbana de PESSOA VIEIRA et al. (2016) (13,6%), em Sinop, no
Mato Grosso, que também ¢ area amazdnica. Manaus esta localizada em uma regido com
floresta preservada no entorno e com fragmentos de selva dentro da cidade, o que possibilita o
contato da populagdo com roedores silvestres, conhecidos por serem os principais
reservatorios do virus. Nao se pode descartar, no entanto, a possibilidade de roedores
sinantropicos serem os reservatorios do virus, como o que ocorre com o Rattus novergicus € 0
Hantavirus Seoul (CHEN et al., 1986; HIMSWORTH et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014)
A regido Centro Sul possui grande areas de fragmentos florestais urbanos como o Parque do

Mindu, os fragmentos de floresta no INPA e da UFAM. SOLORIO (2015) relata a
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identificacdo de 4 primatas (Saguinus Bicolor) positivos para hantavirus oriundos dos
fragmentos de floresta urbana do Mindu, INPA, Cidade Nova e SESI. Estes animais podem
estar ocupando os mesmos espacgos dos reservatdrios de Hantavirus na Cidade e nesse caso
funcionaram como sentinelas para a doenca. Os fragmentos do Mindu e do INPA estdo
localizados na regido Centro Sul. E o fragmento do SESI, apesar de estar localizado na Zona

Leste, esta interligado com o fragmento do Mindu (SOLORIO, 2015).

O fator de risco associado a positividade no teste sorologico foi a pratica de matar e
capturar roedores. Pode ser que o contato direto com o roedor e a proximidade seja um fator

ligado a alta soroprevaléncia.

Ao analisar os dados sociodemograficos do grupo civil, na prevaléncia entre as faixas
etarias, observa-se elevagdo da prevaléncia com o aumento da idade, corroborando com dados
de estudos de soroprevaléncia em areas endémicas. Esta elevagdo pode estar associada ao
tempo de exposicao acumulada ao longo da vida (BERGSTEDT OSCARSSON et al., 2016;

PESSOA VIEIRA et al., 2016; MUNOZ-ZANZI et al., 2015).

O grupo militar tem um papel sentinela no estudo. O grupo apresentou uma
prevaléncia de 7,03%, um valor considerado alto (acima da média para a regido Norte de
4,39%), tendo em vista que os militares sdo considerados como grupo de risco para o contato
com o virus, segundo o manual do Ministério da Saude sobre Hantavirose (BRASIL, 2014).
Esse valor de soroprevaléncia ¢ alto comparado aos dados de soroprevaléncia em militares em
outros paises (CLEMENT et al., 1996; NEWMAN et al., 2014). Analisado o grupo quanto a
natureza da atividade, demonstra-se uma pequena variacdo nos valores de prevaléncia. Nos
alunos do Curso de Operacdes na Selva (COS), que sdo militares de carreira, o valor de
prevaléncia foi de 6,74%, enquanto os militares pertencentes ao servigo militar obrigatdrio

(soldados) apresentaram a soroprevaléncia de 7,57%. Os militares do COS vém de diversas
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regides do Brasil e ficam pouco anos na Regido Norte ndo sendo possivel afirmar que o
contato com o virus foi na regido amazonica. Ja os soldados, sdo naturais da regido,
principalmente de Manaus e cidades proximas, o que reforca a ideia de o virus ser prevalente

na regido de Manaus.

Um fato, no entanto, merece aten¢do na analise dos dados. Ao separar os militares
pelo local de domicilio no momento do estudo, verificou-se que a prevaléncia dos militares
que residem em Manaus foi de 10,20% e que a prevaléncia dos militares servindo em outras
cidades foi de 5,25% (p<0,05%). Este dado ¢ um indicio de que a prevaléncia do Hantavirus
na regido de Manaus possa ser alta principalmente em atividades profissionais consideradas
de risco, como ¢ o caso dos militares. O tempo exposi¢ao pode interferir nesses valores. Na
avaliagdo “a quanto tempo mora na area”, observa-se um aumento na prevaléncia nos

individuos que permanecem residindo por 5 a 9 anos.

Areas de conflito ou areas para exercicios que imitam situagdes de conflitos colocam
os militares em contato com o habitat de roedores silvestres, que podem transmitir o
hantavirus como ja identificado em alguns estudos(NEWMAN et al., 2014; RIVAS et al.,
2003; PON et al.,, 1990; CLEMENT et al., 1996). Os militares que atuam na Regido
Amazonica sdo expostos a treinamentos e manobras militares em areas de selva Amazonica.
Na regido de Manaus, as dreas de treinamento militar sdo no entorno da cidade.
Principalmente na estrada AM 010 que liga Manaus a Itacoatiara. E ¢ na cidade de Itacoatiara
que estdo alguns dos poucos registros de casos com morte no estado do Amazonas (DOS
SANTOS et al., 2006). Isso tudo, reitera o papel sentinela que esses individuos podem exercer
em sinalizar a presen¢a de doengas emergentes que podem afetar a populagdo. E a principal
caracteristica da atividade militar, na regido norte, ¢ o contato com areas florestadas. Este
dado ¢ bem marcado entre os militares (85,3%), podendo ter relagdo com um comportamento

de risco ligado a profissao.
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Outro ponto importante ¢ a saide dos militares. S3o necessarias mais investigagdes
sobre a interferéncia da Hantavirose em atividades militares. Estes individuos participam de
treinamentos extenuantes, ficando mais susceptiveis ao desenvolvimento de sindromes
graves, como a rabdomiodlise. A presenca de uma infec¢ao viral associada pode agravar ainda

mais o risco de morte.

O unico fator de risco associado a positividade, neste grupo, foi ter sido mordido por
roedores. Esse dado corrobora com outros estudos e com os fatores de risco descritos pelo
Ministério da Saude, de contato com os reservatorios (JONSSON; FIGUEIREDO;

VAPALAHTI, 2010; BRASIL, 2014; FIGUEIREDO et al., 2014).

Ao comparar os individuos positivos (43 civis e 37 militares) buscou-se observar as
caracteristicas dos dois grupos para verificar a existéncia de diferengas entre eles. A faixa
etaria apresentou diferengas marcantes. O nimero de positivos foi maior entre os individuos
mais velhos no grupo civil e maior entre os militares mais jovens do grupo militar. O tempo
de exposicdo ao virus acumulado ao longo da vida pelos civis pode ser um fator explicador
corroborando com BERGSTEDT OSCARSSON et al. (2016); PESSOA VIEIRA et al.
(2016); MUNOZ-ZANZI et al., (2015). Ja4 o grupo militar, fator explicador pode ser a

atividade em areas de selva. O ponto de interse¢do entre os grupos ¢ na idade de 30 anos.

Reforga-se essa ideia de diferenca entre militares e civis ao observar um grande
numero de positivos na faixa de renda maior (mais de 5 salarios minimos) entre os militares.
Diversos trabalhos demonstram uma maior prevaléncia na populacdo de menor renda,
semelhante a curva de renda dos civis. (LEIBLER et al., 2016; AYRAL et al., 2015;
ESTEVE-GASSENT et al., 2014; KILPATRICK & RANDOLPH, 2012;). Isso mostra, que
entre os militares, a atividade militar pode ser o fator preponderante no contato com o virus,

diferente da populagdo civil, na qual os individuos de menor renda podem desenvolver
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atividades que facilitem o contato com roedores, ou ainda que por serem de menor renda,
more em locais em que o contato com roedores seja mais intenso (HIMSWORTH et al.,

2014).

O estudo tem diversas limitacdes que devem ser consideradas na analise final do
trabalho. Os testes sorologicos, apesar da presenca dos controles internos, devem ser mais
testados para certificar-se da inexisténcia de outros fatores interferentes. Para isso, eles devem
ser validados para amostras positivas e negativas, além de testados com amostras positivas
para outros virus que ocorrem na Regido Amazodnica, e assim excluir cruzamentos nos testes.
Na andlise estatistica, ndo foi possivel analisar todos as perguntas para todos os participantes
do estudo, por alguns questionarios ndo terem sido preenchidos completamente. A coleta por

conveniéncia, também, dificulta a uniformizag¢ao dos dados coletados.

O estudo traz dados relevantes a respeito dessa zoonose emergente € ¢ o primeiro
estudo com militares no Brasil. Diante dos dados de prevaléncia, as autoridades de satde e
militares devem dar mais ateng@o ao monitoramento e aos esfor¢cos para melhor entendimento
da dinamica da Hantavirose na Regiio Amazonica. E necessario um método de diagndstico
diferencial da Hantavirose para outras doengas hemorragicas da regido que possuem sinais
clinicos muito semelhantes. Os métodos utilizados no trabalho devem ser aprimorados para
este fim, mas ja se mostram adequados. Atividades consideradas de risco devem receber
maior atengdo com o monitoramento de possiveis casos graves. Esses grupos podem
funcionar como sinalizadores da circulacdo do hantavirus. A atividade militar, se mostrou de
risco para o contato com o virus, e pode funcionar como sentinela para essa doenga que possui
ciclos silvestres e urbanos. Por fim, ha a necessidade de desenvolvimento de métodos
diagnosticos mais precisos para a realidade da Amazonia, utilizando como referéncia as
espécies de Hantavirus j& identificadas na regido, como foi o resultado da proteina

N_AM Hanta.
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A sequéncia consenso da proteina N foi expressada em bactérias E. coli e a proteina
recombinante resultante foi utilizada em imunoensaios (ELISA e DOT BLOT) para estudo de
soroprevaléncia para o Hantavirus. Foi observada uma prevaléncia elevada (7,46%) entre os
participantes do estudo. Ao separar a andlise entre os grupos participantes, observou-se uma
prevaléncia alta (7,86%) em individuos de 4rea urbana na cidade de Manaus. Entre os
militares a prevaléncia também foi alta 7,03%, destacando-se a maior prevaléncia encontrada
em militares residindo em Manaus (10,20%). Esses dados demonstram uma alta prevaléncia

de Hantavirose no Municipio de Manaus.
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que:

A Hantavirose ¢ uma doenca prevalente no municipio de Manaus;

A atividade militar ¢ uma atividade de risco para o desenvolvimento de casos de
Hantavirose e pode funcionar como atividade sentinela para monitoramento da
Hantavirose;

Militares em Manaus estdo sob maior risco tendo em vista o valor de prevaléncia
detectado;

O contato direto com roedores pode ser a principal forma de transmissao do virus;

A proteina N recombinante gerada de um matriz consenso dos principais virus que
ocorrem na regido Amazodnica se mostrou adequada para utilizacdo em sistemas de
diagndstico que utilizam antigenos para a detecg¢do de anticorpos;

A sequéncia consenso gerada tem maior semelhanca com ao sequencias dos virus do
Clado ANDES virus e pode ser a circulante na regiao;

A proteina N recombinante de 49 kda reage adequadamente em testes de imunoensaio

na presenga soros de pacientes positivos para Hantavirus.



105

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES MORALIS, F. et al. Serological survey of hantavirus in inhabitants from tropical and
subtropical areas of Brazil. Advances in Virology, v. 2016, 2016.

ARAUJO, D. et al. Detection of hantavirus in bats from remaining rain forest in Sdo Paulo ,
Brazil Detection of hantavirus in bats from remaining rain forest in Sao Paulo , Brazil.
BMC Research Notes, v. 5,n. 1, p. 1, 2012.

AYRAL, F. et al. The relationship between socioeconomic indices and potentially zoonotic
pathogens carried by wild Norway rats: a survey in Rhone, France (2010-2012).
Journal of Epidemiology and Infection, v. 143, p. 586-599, 2015.

BADRA, S. J. ESTUDO SOROLOGICO RETROSPECTIVO SOBRE A
HANTAVIROSE NO MUNICIiPIO DE CASSIA DOS COQUEIROS , NO
PERIODO DE 1986 A 1991. [s.I: s.n.].

BERGSTEDT OSCARSSON, K. et al. Human Puumala hantavirus infection in northern
Sweden; increased seroprevalence and association to risk and health factors. BMC
Infectious Diseases, v. 16, n. 1, p. 566, 2016.

BRASIL. Manual de Vigilancia, prevenciao e controle das hantaviroses. [s.l: s.n.].

BRASIL. Casos confirmados de hantavirose no Brasil, Grandes Regides e Unidades
Federadas. 1993 a 2016. Ministério da Saude, Secretaira de Vigilanica em Saude,
2016a.

BRASIL. Obitos de Hantavirose. Brasil, Grandes Regides ¢ Unidades Federadas. 1993 -
2016*. Secretaria de vigilincia em Saude, Ministério da Satde, 2016b.

CHEN, H. X. et al. Epidemiological studies on hemorrhagic fever with renal syndrome in
{China}. J Infect Dis, v. 154, n. 3, p. 394-398, 1986.

CHOI, Y. et al. A hantavirus causing hemorrhagic fever with renal syndrome requires
gC1qR/p32 for efficient cell binding and infection. Virology, v. 381, n. 2, p. 178—183,
2008.

CLEMENT, J. et al. Hantavirus outbreak during military manoeuvres in Germany. Lancet, v.
347, p. 336, 1996.



106

CLEMENT, J. et al. A unifying hypothesis and a single name for a complex globally emerging
infection: Hantavirus disease. European Journal of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases, v. 31, p. 1-5, 2012.

DE ARAUIJO, J. et al. Detection of hantavirus in bats from remaining rain forest in Sao Paulo,
Brazil. BMC research notes, v. 5, n. 1, p. 690, 2012.

DE BARROS LOPES, L. et al. Rickettsia bellii, Rickettsia amblyommii, and Laguna Negra
hantavirus in an Indian reserve in the Brazilian Amazon. Parasites & vectors, v. 7, n. 1,
p. 191, 2014.

DE OLIVEIRA, R. C. et al. Rio Mamoré¢ Virus and Hantavirus Pulmonary. Emerging
Infections Diseases, v. 20, n. 9, 2014.

DE OLIVEIRA, S. V. et al. Potential geographic distribution of hantavirus reservoirs in
Brazil. PLoS ONE, v. 8, n. 12, p. 1-8, 2013.

DEARING, M. D.; DIZNEY, L. Ecology of hantavirus in a changing world. Annals of the
New York Academy of Sciences, v. 1195, p. 99-112, 2010.

DE THOISY, B. et al. Short report: Maripa Hantavirus in French Guiana: Phylogenetic
position and predicted spatial distribution of rodent hosts. American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 90, n. 6, p. 988-992, 2014.

DOLBY, A. et al. Sero-epidemiological study of the presence of hantaviruses in domestic
dogs and cats from Belgium. Research in veterinary science, v. 92, n. 2, p. 221-4, abr.
2012.

DOS SANTOS, M. C. et al. Human hantavirus infection, Brazilian Amazon. Emerging
infectious diseases, v. 12, n. 7, p. 1165—7, jul. 2006.

ELGH, F. et al. Development of humoral cross-reactivity to the nucleocapsid protein of
heterologous hantaviruses in nephropathia epidemica. FEMS Immunology and
Medical Microbiology, v. 22, n. 4, p. 309-315, 1998.

ELKHOURY, M. R. et al. Boletim Eletronico EpidemiologicoMS/SVS - Ministério da
Satide/Secretaria de Vigilancia em Saude. [s.1: s.n.].

ENGELTHALER, D. M. et al. Climatic and environmental patterns associated with hantavirus
pulmonary syndrome, Four Corners region, United States. Emerging infectious
diseases, v. 5, n. 1, p. 87-94, 1999.



107

ENGLER, O. et al. Seroprevalence of hantavirus infections in Switzerland in 2009:
Difficulties in determining prevalence in a country with low endemicity.
Eurosurveillance, v. 18, n. 50, p. 1-9, 2013.

ESTEVE-GASSENT, M. D. et al. Pathogenic Landscape of Transboundary Zoonotic Diseases
in the Mexico-US Border Along the Rio Grande. Frontiers in public health, v. 2, n.
November, p. 177, 2014.

FIGUEIREDO, L. T. M. Febres hemorragicas por virus no Brasil Viral hemorrhagic fevers in
Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 39, n. 2, p. 203—
210, 2006.

FIGUEIREDO, L. T. M. et al. Expression of a hantavirus N protein and its efficacy as antigen
in immune assays. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 41, p.
596-599, 2008.

FIGUEIREDO, L. T. M. et al. Hantaviruses and cardiopulmonary syndrome in South
America. Virus research, p. 1-12, 5 fev. 2014.

FIGUEIREDO, G. G. DE et al. Diagnosis of hantavirus infection in humans and rodents in
Ribeirdao Preto, State of Sdo Paulo, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v. 43, n. 4, p. 348-354, 2010.

FIRTH, C. et al. Diversity and Distribution of Hantaviruses in South America. Journal of
Virology, v. 86, n. 24, p. 1375613766, 2012.

GIMAQUE, J. B. L. et al. Serological evidence of hantavirus infection in rural and urban
regions in the state of Amazonas, Brazil. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, v.
107, n. 1, p. 135-7, fev. 2012.

GUO, W. P. et al. Phylogeny and Origins of Hantaviruses Harbored by Bats, Insectivores, and
Rodents. PLoS Pathogens, v. 9, n. 2, 2013.

HEYMAN, P. et al. In search for factors that drive hantavirus epidemics. Frontiers in
Phisiology, v. 3, n. July, p. 1-23, 2012.

HIMSWORTH, C. G. et al. The characteristics of wild rat (Rattus spp.) populations from an
inner-city neighborhood with a focus on factors critical to the understanding of rat-
associated zoonoses. PLoS ONE, v. 9, n. 3, 2014.

HJELLE, B.; TORRES-PEREZ, F. Hantaviruses in the Americas and their role as emerging



108

pathogens. Viruses, v. 2, n. 12, p. 2559-2586, 2010.

HU, X. Q. et al. Diversity and distribution of host animal species of hantavirus and risk to
human health in jiuhua mountain area, china. Biomedical and environmental
sciences : BES, v. 27, n. 11, p. 849-57, nov. 2014.

JONSSON, C. B.; FIGUEIREDO, L. T. M.; VAPALAHTI, O. A global perspective on
hantavirus ecology, epidemiology, and disease. Clinical microbiology reviews, v. 23,
n. 2, p. 412-41, abr. 2010.

KALLIO, E. R. et al. Endemic hantavirus infection impairs the winter survival of its rodent
host. Ecology, v. 88, n. 8, p. 1911-1916, 2007.

KHAIBOULLINA, S. F.; MORZUNOV, S. P.; ST JEOR, S. C. Hantaviruses: molecular
biology, evolution and pathogenesis. Current molecular medicine, v. 5, n. §, p. 773—
790, 2005.

KILPATRICK, A. M.; RANDOLPH, S. E. Drivers, dynamics, and control of emerging vector-
borne zoonotic diseases. The Lancet, v. 380, n. 9857, p. 1946-1955, 2012.

KOMA, T. et al. Truncated Hantavirus Nucleocapsid Proteins for Serotyping Sin Nombre ,
Andes , and Laguna Negra Hantavirus Infections in Humans and Rodents [1. v. 48, n. 5,
p. 1635-1642, 2010.

KRAUTKRAMER, E.; ZEIER, M. Hantavirus causing hemorrhagic fever with renal
syndrome enters from the apical surface and requires decay-accelerating factor
(DAF/CDS55). Journal of virology, v. 82, n. 9, p. 4257-64, 2008.

LARRIEU, E. et al. Seroprevalencia de hantavirus en roedores y casos humanos en el sur de la
Argentina Hantavirus seroprevalence in rodents and human cases in. Revista Brasileira
de Epidemiologia, v. 6, p. 68-75, 2003.

LEDERER, S. et al. Indirect Immunofluorescence Assay for the Simultaneous Detection of
Antibodies against Clinically Important Old and New World Hantaviruses. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 7, n. 4, 2013.

LEIBLER, J. H. et al. Zoonotic and Vector-Borne Infections Among Urban Homeless and
Marginalized People in the United States and Europe, 1990-2014. Vector borne and
zoonotic diseases (Larchmont, N.Y.), v. 16, n. 7, p. 435-444, 2016.

LEIGHTON, F. A.; ARTSOB, H. A. A Serological Survey of Rural Dogs and Cats on the
Southwestern Canadian Prairie for Zoonotic Pathogens. Canadian Journal of Public
Health, n. FEBRUARY, p. 67-71, 2001.



109

MATHEUS, S. et al. New world hantavirus in humans, French Guiana. Emerging Infectious
Diseases, v. 12, p. 12941295, 2006.

MATTAR, S.; GUZMAN, C.; FIGUEIREDO, L. T. Diagnosis of hantavirus infection in
humans. Expert Review of Anti-infective Therapy, v. §, n. July, p. 1-8, 2015.

MEDEIROS, D. B. A et al. Circulation of hantaviruses in the influence area of the Cuiaba-

Santarém Highway. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 105, n. 5, p. 665-671,
2010.

MILLS, J. N. et al. Long-Term Studies of Hantavirus Reservoir Populations in the
Southwestern United States : Rationale , Potential , and Methods. Emerging Infections
Diseases, v. 5, n. 1, p. 95-101, 1999.

MONTGOMERY, J. M. et al. Hantavirus pulmonary syndrome in Santa Cruz, Bolivia:
outbreak investigation and antibody prevalence study. PLoS neglected tropical
diseases, v. 6, n. 10, p. 1840, jan. 2012.

MONTOYA-RUIZ, C.; DIAZ, F. ].; RODAS, J. D. Recent evidence of hantavirus circulation
in the american tropic. Viruses, v. 6, n. 3, p. 1274-93, jan. 2014.

MUNOZ-ZANZI, C. et al. Serological evidence of hantavirus infection in apparently healthy
people from rural and slum communities in Southern Chile. Viruses, v. 7, n. 4, p. 2006—
2013, 2015.

NAVECA;, F. G. et al. Complete Genome Sequence of a Dengue Virus Serotype 4 Strain
Isolated in Guangdong, China. Journal of Virology, v. 86, n. 12, p. 7021-7022, 2012.

NEWMAN, E. N. C. et al. Seroconversion for Infectious Pathogens among UK Military
Personnel Deployed to Afghanistan ,. Emerging Infections Diseases, v. 20, n. 12, p.
2008-2011, 2014.

NICHOL, S. T. et al. Genetic identification of a hantavirus associated with an outbreak of
acute respiratory illness. Science (New York, N.Y.), v. 262, n. 5135, p. 914-917, 1993.

NISBETT, R. A. et al. Serologic Survey of Oklahoma Rodents : Evidence for the Presence of
a Hantavirus and an Arenavirus. Oklahoma Academy of Science, v. 66, n. November,
p. 53-66, 2001.

OLIVEIRA, S. V. et al. Potential geographic distribution of hantavirus reservoirs in Brazil.
PloS one, v. 8, n. 12, p. €85137, jan. 2013.



110

OLIVEIRA, R. C. DE et al. Hantavirus Reservoirs: Current Status with an Emphasis on Data
from Brazil. Viruses, p. 1929-1973, 2014.

PESSOA VIEIRA, C. J. et al. Short Communication Serological evidence of hantavirus
infection in an urban area in Mato Grosso State , Brazil. v. 49, n. 3, p. 348-350, 2016.

PINTO JUNIOR, ET AL. Twenty years of hantavirus pulmonary syndrome in Brazil: a
review of epidemiological and clinical aspects. The Journal of Infection in
Developing Countries, p. 4-9, 2014.

PON, E. et al. Outbreak of hemorrhagic fever with renal syndrome among U.S. Marines in
Korea. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 42, n. 6, p. 612-619,
1990.

RAFTERY, M. J. et al. Release of Neutrophil Extracellular Traps. The Journal of
Experimental Medicine, v. 211, n. 7, p. 1485-1497, 2014.

RIVAS, Y. J. et al. The seroprevalences of anti-hantavirus IgG antibodies among selected
Venezuelan populations. Annals of tropical medicine and parasitology, v. 97, n. 1, p.
61-7, 2003.

ROMANO-LIEBER, N. S.; YEE, J.; HIELLE, B. Serologic survey for hantavirus infections
among wild animals in rural areas of Sao Paulo State, Brazil. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 43, n. 6, p. 325-327, 2001.

ROSA, E. S. T. et al. Newly Recognized Hantaviruses Associated with Hantavirus Pulmonary
Syndrome in Northern Brazil : Partial Genetic Characterization of Viruses and Serologic
Implication of Likely Reservoirs. Vector-Borne and Zoonotic Diseases, v. 5, n. 1,
2005.

SANDOVAL, A. E. et al. Serologic Survey of Hantavirus Infection , Brazilian Amazon.
Emerging Infectious Diseases, v. 16, n. 5, p. 889891, 2010.

SANTOS, JANDURY PEREIRA; LAVOCAT, MARILIA NUNES; MACHADO,
ROSANGELA ROSA; STEINKE, VALDIR ADILSON; STEINKE, E. T. A dindmica
do uso da terra e a hantavirose na amazonia legal-brasil dynamics of land use and

hantavirus in the legal amazon-brazil. Revista Brasileira de Geografia Médica e da
Saude, v. 163, n. 15, p. 33-43, 2012.

SCHMALJOHN, C. S.; NICHOL, S. T. Hantaviruses. New York: Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, 2001.



111

SCHMIDT, J. et al. Development and evaluation of serological assays for detection of human
hantavirus infections caused by Sin Nombre virus. Journal of Clinical Virology, v. 33,
n. 3, p. 247-253, 2005.

SCOTCH, M.; ODOFIN, L.; RABINOWITZ, P. Linkages between animal and human health
sentinel data. BMC veterinary research, v. 5, p. 15, 2009.

SOLORIO, M. R. Levantamento de agentes infecciosos nas sub-popula¢des de Sauim-de-
coleira ( Saguinus bicolor ) na cidade de Manaus , Estado de Amazonas Sao Paulo.
2015.

SOUZA, W. M. et al. Phylogeography and evolutionary history of rodent-borne hantaviruses.
Infection, Genetics and Evolution, v. 21, p. 198-204, 2014.

TEIXEIRA, K. DA G. et al. Boletim Eletréonico EpidemiolégicoMS/SVS - Ministério da
Satide/Secretaria de Vigilancia em Saude. [s.1: s.n.].

VASCONCELOS, P.F.C.; TRAVASSOS DA ROSA, E.S.; TRAVASSOS DA ROSA, A.P.A;
TRANVASSOS DA ROSA, J. F. S. Evidence of circulating hantaviruses in Brazilian
Amazonia through high prevalence of antibodies in residents of Manaus, Brazil.
Journal of Brazilian association for tha advancement of science, v. 44, p. 162-163,
1992.

VASCONCELQOS, P. F. et al. Inadequate management of natural ecosystem in the Brazilian
Amazon region results in the emergence and reemergence of arboviruses. Cadernos de
saude publica / Ministerio da Saude, Fundacao Oswaldo Cruz, Escola Nacional de
Saude Publica, v. 17 Suppl, p. 155-164, 2001.

WITKOWSKI, P. T. et al. Hantaviruses in Africa. Virus Research, v. 187, p. 3442, 2014.

WITKOWSKI, P. T. et al. Human seroprevalence indicating hantavirus infections in tropical
rainforests of C??te d’Ivoire and Democratic Republic of Congo. Frontiers in
Microbiology, v. 6, n. MAY, p. 1-6, 2015.

WOHLKE, J. L. Construgiio de vetores de expressdo para Escherichia coli baseados em
promotores ativos na fase estacionaria de crescimento. [s.l.] Universidade Federal do
Amazonas, 2012.

YOSHIMATSU, K.; ARIKAWA, J. Serological diagnosis with recombinant N antigen for
hantavirus infection. Virus Research, v. 187, p. 77-83, 2014a.



112

YOSHIMATSU, K.; ARIKAWA, J. Antigenic Properties of N Protein of Hantavirus. Viruses,
v. 6,1n. 8, p. 3097-3109, 13 jan. 2014b.

ZEIER, M. et al. New ecological aspects of hantavirus infection: a change of a paradigm and a
challenge of prevention--a review. Virus genes, v. 30, n. 2, p. 157-80, mar. 2005.



5 Universidade Federal do Amazonas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

APENDICE D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
)

e Termo de Consentimento live e Esclaredcido (TCLE)
UFAM

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa chamada: “Soroprevaléncia para
Hantavirus em humanos e animais do Estado do Amazonas”, realizada por pesquisadores
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

A hantavirose & a doenga causada pelo hantavirus e geralmente transmitida por ratos silvestres.
Dessa maneira, os moradores de areas rurais, agricultores, cacadores, pescadores, pessoas
que fazem trilhas, acampam ou frequentam matas sdo as que tém mais chance de se
contaminar com o hantavirus. Existem apenas cinco casos de hantavirose identificados no
Amazonas até o momento. Por esse motivo, estamos realizando um estudo para conhecer a
verdadeira importancia dessa doenca para o seu municipio, procurando anticorpos para o
hantavirus no sangue de pessoas adultas (mais de 18 anos) e animais.

A sua participagdo nesta pesquisa consiste em permitir a coleta de 5 mL de sangue da veia, com
o uso de agulha e seringa descartaveis, além de responder a um questionario com dados
epidemioldgicos. O seu sangue sera estudado nos laboratérios da UFAM e podera ser guardado
para futuras pesquisas, se vocé permitir. Os exames realizados no seu sangue servem para
diagnosticar apenas a hantavirose.

Caso vocé possua animais em sua casa (cdes ou gatos), se vocé permitir, também serdo
coletados 5 mL do animal para pesquisar hantavirose, também nos animais.

Os riscos relacionados com sua participagdo s&@o a dor causada pela picada da agulha € um
pequeno sangramento que pode acontecer apds a coleta de sangue. O unico beneficio
relacionado com a sua participac&o € o de nos ajudar a conhecer essa doeng¢a no seu municipio
e as situagdes de risco para sua transmiss&o e assim evitar que novos casos acontecam.

A sua participacdo neste estudo € voluntaria, ndo implicando em qualquer custo para vocé. A
qualgquer momento vocé pode desistir de participar e isso ndo trarda nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com a UFAM. Todas as informacdes coletadas serdo mantidas
confidencialmente. Os seus dados serdo armazenados em um computador € seu nome néo
aparecera em nenhuma publicacéo, apresentacdo ou documento.

O material coletado (amostra de sangue) sera armazenado por até 10 anos e se o Sr(a) autorizar
abaixo podera ser utilizado em estudos posteriores desde que autorizado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas ou, caso necessario, a Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa e pelo responsavel por esta pesquisa atual.

Por isso, pedimos que o Sr(a). se manifeste abaixo sobre o armazenamento € uso da sua
amostra de sangue em estudos posteriores.

[ ]1Nao, a minha amostra n&o devera ser armazenada.

[ 1Sim, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores.

Se concordar com o armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se manifeste
abaixo sobre a necessidade de ser consultado para cada nova pesquisa com a sua amostra e

seus dados:

[ 1 N&o quero ser consultado, mesmo sabendo que assim néo terei os possiveis beneficios dos
resultados do novo projeto de pesquisa.

[ 1Sim, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de
pesquisa.
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Também em caso de concordar com o armazenamento da sua amostra de sangue, € ndo exigir
ser consultado em estudos posteriores, € possivel ainda que sua identidade seja desvinculada
dos seus dados e da amostra de sangue, sendo substituidos por cédigos, o que aumentaria a
seguranca de seu anonimato. Porém, a decisdo de desvincular a sua identidade da amostra
significa que em todos os estudos posteriores onde a sua amostra sera utilizada ndo sera
possivel relacionar os resultados a sua pessoa e assim o Sr.(a) ndo teria os possiveis beneficios
dos resultados do novo projeto de pesquisa.

Assim, pedimos que se manifeste sobre a desvinculacdo de sua identidade da amostra de
sangue e dados:

[ ] N&o, a minha identidade n&o pode ser desvinculada da amostra e dados
[ 1Sim, concordo que minha identidade seja desvinculada da amostra e dados, mesmo

sabendo que assim néo terei os possiveis beneficios dos resultados do novo projeto de
pesquisa.

Vocé recebera uma copia deste termo. Logo abaixo, vocé tem o nome, telefone e o endereco do
pesquisador principal que podera tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo quando
vocé desejar.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdao na pesquisa e
concordo em participar.

de de s de de

Assinatura do Pesquisador responsavel Assinatura do Participante

Prof. Dr. Pritesh Jaychand Lalwani
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal do Amazonas
Rua Alexandre Amorin, 330 - Aparecida
Manaus-AM-Brasil CEP 69010-300
Fone: +55 92 3305 5000

E-mail: pritesh@ufam.edu.br

Assinatura alternativa
(Impresséo do dedo polegar)

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas (CEP-UFAM), Rua Teresina, 4950, Adrianopolis, Cep 69057-070 Fone: 3305-5130
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APENDICE E- Questionario aplicado aos proprietarios de animais- CCZ

Universidade Federal do Amazonas (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas).

Nome
1. Endereco: CEP:
2. Bairro/ Comunidade: Cidade:
3. Ha quanto tempo vocé mora nesta area?
4. Idade: Género/Sexo: O Masculino O Feminino
5. Qual seu Grupo Sanguineo: RH: [ Positivo [ Negativo
6. Qual o seu nivel de escolaridade?
O Analfabeto O Ensino fundamental completo
O Alfabetizado O Ensino médio completo
[0 1* a 4* série do ensino fundamental O Superior incompleto
[ 5 a 8 série do ensino fundamental O Superior completo

[0 1* a 3 série do ensino médio [3]

Renda Familiar: [J até 1 salario O 2 saldrios [ 3 salarios [ 4 salarios [ 5 ou mais salarios

Vocé trabalha? [ Sim O Nio

Nos ultimos 12 meses, qual foi sua principal ocupacdo? [Entrevistador: com a ajuda do entrevistado, classifique
a ocupagdo no grupo ocupacional mais adequado]

[0 Nio tinha. Estavas desempregado (a)

O Altos funcionarios do governo, dirigentes, gerentes ou altos funcionarios de empresa
[ Profissionais de nivel superior

O Profissionais das artes

[ Profissionais ou técnicos de nivel médio

[0 Trabalhadores de servigos administrativos

[ Trabalhadores da prestagdo de servigos e comerciarios

[0 Trabalhadores de servigos domésticos

O Trabalhadores agropecuarios, florestais de caga e pesca

[0 Trabalhadores manuais (produgio de bens e servigos industriais)
[0 Trabalhadores manuais da construgéo civil

[0 Trabalhadores manuais de reparagdo e manutengdo



10.

1.
12.
13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

O Membros das forgas armadas, policiais e bombeiros militares

O Ocupagdes mal especificadas do trabalho informal (ambulante, manobrista, guardador de carro...)

O

Vocé tem algum problema de saiide que lhe impede de trabalhar ou fazer exercicios?

O Sim [ Nao
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Qual tamanho da sua familia? 01 02 0Os O4 O5o0u+t
Quantas criancas tem na sua casa? [0 01 02 03 O 4ou+
Faz uso de bebida alcooélica? O Sim O Nio se SIM, que frequéncia?
_ /semana
Vocé fuma? O Sim O Nao se SIM, que frequéncia?
/semana
Ja esteve internado? O Sim O Nao
Se SIM, quantas vezes? 01 02-5 O 6-10 O11ou+
Qual especialidade? O Cardiologia O Oftalmologia O Neurologia
O Infectologia O Pneumologia O Cirurgia
O Angiologia O Nefrologia O Clinica da Dor
O Outras:
Vocé € usuario do SUS? O Sim O Nao
Possui outra patologia? O SIM ONAO
Quais? [ Hipertensdo Arterial Sistémica (Tratamento? [0 Sim / CIN&o) O Diabetes (Tratamento? 00 Sim
/ ON4o)
O Obesidade O Luapus O Cancer O Outras:
Vocé tem sorologia positiva para algum virus? O Sim O Nao
OHIV OHTLV [OHEPATITE (qual: ) O Citomegalovirus O Outra:
O Herpes 1 € 2 O Epstein-Bar [ Virus da Varicela- Zoster
Vocé ja teve alguma das doencas a abaixo?
oGripe oOLeishmaniose 0 Giardiase ORubéola DToxoplasmose oMalaria oDengue
o Leptospirose 0 Pneumonia o Febre hemorragica oVermes o
Existe registro de casos de alguma dessas doengas no seu bairro? Simo  nio O
oGripe  oLeishmaniose 0O Giardiase oDRubéola oToxoplasmose oMalaria oDengue o

Leptospirose 0 Pneumonia o Febre hemorragica oVermes o

Se vocé ja teve algum verme, vocé tratou? Simo  Nédo O com o que?

Ja ouviu falar sobre hantavirus? O Sim O Nio

Fontes de informacao:

O TV ORadio O Amigos/familia [ Servigo de satide [ Palestra [ Outros:

Como se pega Hantavirus?

O Doengas transmitidas por roedores O Doenga transmitida pelo cdo
O Doenga transmitida por mosquito O Doenga transmitida por dgua

[0 Nio sabe O Outros:
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24. Informagio sobre animais domésticos e contato/caga com roedores

Vocé tem animais? O Sim O Nao
Quais? (Quantidade/idade)? O Cio / O Gato / O Ave /
O Peixe / O Outro /
Qual tamanho do pelo do seu animal (Curto/Longo)?
Seus animais sdo vacinados? O Sim O Nao O Nao sabe
Vocé leva seu animal ao veterinario? O Sim O Nao
Com que frequéncia no ano? Oo O1 0O2 O3 0O4 0O5 ou mais
Seu animal tem muita infestacdo de carrapatos? O Sim O Nao
Seu animal tem muita infestacdo de pulgas? O Sim O Nao

O seu bicho de estimagao fica em que parte da sua casa?
Cio: Area externac  Dentro da casao  Ambos O

Gato: Area externa O Dentro da casao  Ambos O

Vocé permite que seu animal transite solto na rua sem sua supervisao? Sim, frequentemente O

Sim, esporadicamente 0O Nao

o
O seu gato (s) ou cachorro (s) dorme (m) onde? Na sua cama o  no sofa da sua casa O
Na garagem O em algum lugar dentro da sua casa O na parte externa da casa O
Seu (s) animal (is) costuma (m) capturar e/ou [ Sim O Nao
comer ratos?
Se sim, quantas vezes isso ja aconteceu?
Como vocé alimenta seus animais? Somente ragdo O Carne crua O

Comida enlatada o Resto de comida o
Guarda a comida dos animais em recipientes [ Sim O Nao
fechados?
Vocé guarda as coisas do (s) seu (s) animal (is) em O Sim O Nao

local separado das suas coisas ou das pessoas que

moram com vocé?

Quantas vezes por semana vocé limpa o localonde 0o 1o 2o 30 4o Soumaiso
seu cdo ou gato fica?

Vocé usa luvas para fazer a limpeza dos objetos ou O Sim O Nao

locais onde seu (s) animal (is) fica (m)?

Vocé costuma cagar animais? O Sim O Nao Quais?

Vocé mata ou captura roedores? O Sim O Nao



Se sim, como (ratoeira, arma)?

Ja observou se ha ratos proximos da sua casa? O Sim
J4 observou a presenca de sinais visiveis de [ Sim
roedores na sua residéncia ou seu no trabalho?

Se sim, quais? [0 Fezes [ Materiais roidos [ Pegadas

O Odor caracteristico [ Presenga propria

Vocé ja matou algum roedor em casa? O Sim
Vocé ja matou algum roedor na area de trabalho? O Sim
Ja foi mordido por um roedor ou outro animal? O Sim
Vocé ja comeu carne de roedores? O Sim
Vocé cria cobras? O Sim
Costuma alimenté-las com animais vivos? O Sim

Seu (s) animal (is) de estimacio ja teve (tiveram) verminose? Sim O

Levou ao veterinario? Simo  ndo O vocé tratou? Sim O

Vocé acha que criancas podem morar em casas onde tem animais? Sim O

Vocé se preocupa com as doengas que os animais transmitem para os

Sabe o que sao zoonoses? Simo ndonO

25. Informagio sobre contato com drea de floresta

Vocé visitou ou teve contato com floresta?

Quando?

Costuma visitar fazenda ou xacara?
Costuma tomar banho em locais abertos ou tem o habito de ir a
areas de banhos em rios?

Costuma fazer passeios ou acampamentos em areas de floresta?

Ha hortas, plantagdes ou arvores frutiferas em volta da casa?
Qual a distancia? (< 400m)
Mora perto da floresta ou fragmentos de floresta?

A que distancia?

Mora ou trabalha perto de areas de criagdo de animais (aviarios,

[0 Nio

[0 Nio

[ Tocas

do animal

O Nio

O Nio

[0 Nio

[0 Nio

[0 Nio

O Nio

nao o

nao O

humanos?

O Sim

O Sim

O Sim

O Sim

O Sim

O Sim

O Sim

O Sim

nao O

Quais?

Simo ndoo

[0 Nio

[0 Nio

[0 Nio

[0 Nio

[0 Nio

O Nio

[0 Nio

[0 Nio
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suinos, bovinos, caprinos, etc.)?

Vocé ja participou de algum desmatamento na floresta? O Sim O Nao Quando?
Vocé ja trabalhou com agricultura? O Sim O Nao Quando?
Vocé possui depdsito ou galpdo para armazenamento de grdos ou O Sim O Nao

produtos da colheita em casa?

26. Informagio sobre limpeza
Usa luvas para limpeza da casa e quintal? O Sim O Nao
Acumula entulho/lixo ao redor ou fora da casa? O Sim O Nao
Lixo aberto ou mal acondicionado? O Sim O Nao
Usa sabio para lavar as maos? O Sim O Nao
Caso tenha, limpa a churrasqueira apés o uso? O Sim O Nao
27. A sua casa possui agua encanada e tratada? O Sim O Nio
28. A sua casa possui esgoto? O Sim O Nao
29. Qual a estrutura da sua casa?

30.
31.

32.
33.

34.

35.
36.

Tipo de parede: [J Blocos de cimento [ Argila ou blocos de barro O Tijolo

O Pedra e cimento O Pedra e lama [0 Madeira e lama O
Tipo de telhado: O Capim /0O Telha O Zinco O Lona/toldo
Tem muito mosquito (carapani) onde vocé mora? O Sim O Nao

Informagdes das caracteristicas do mosquito

Qual o criadouro mais comum?

O Agua parada limpa O Agua corrente limpa O Plantas/vegetagdes O Nao sabe
O Agua parada tarde O Agua corrente suja O Lixo O Outros

Qual o horario mais frequente?

O Por do sol/escurecer O Manha O Meio-dia

[ Nascer do sol/amanhecer [ Noite O Outros [ Nao sabe

Conhece alguém perto da sua casa que teve dengue? Simo ndonO

Vocé realiza as medidas preventivas contra o mosquito da dengue conforme as Campanhas em Satide
divulgam? O Sim O Nio

Se sim, algumas informac¢des das medidas preventivas contra o mosquito.

Qual tipo de prevencao utilizada contra a picada do mosquito?

O Spray O Tela de janela e porta O Cremes e repelentes O Ventilador

O Liquido vaporizador O Mosquiteiro (cama) O Fumaga para dispersar [ Janela fechada
O Casa limpa O Limpeza lixo [ Higiene pessoal O Cobertura do corpo com roupas
O Evitar agua parada O Educagéo continua O Outros [ Nao sabe

Erradicagao/extin¢io do criadouro do mosquito?

O Prevengdo de 4gua parada O Cobertura dos recipientes O Outros
O Agua em tanques de armazenamento O Corte de arvores/vegetais [0 Néo sabe
Vocé ja teve Malaria? O Sim O Nao quando?

Vocé ja teve Dengue? O Sim O Nao quando?
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37. Vocé ja tomou vacina contra Febre Amarela? O Sim O Nao

Mais informacées:

OBRIGADO PELA COLABORACAO!



121

APENDICE F — Questionario aplicado aos militares

Universidade Federal do Amazonas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

et Questionario
UFAM

1. Nome:

2. Qual a suaidade?

3. Sexo: O Masculino O Feminino

4. Municipio:

5. Comunidade:

6. Zona rural:

7. Ha quanto tempo vocé mora nesta area?

8. Como vocé classifica a cor de sua pele/raga?

0O Branco O Pardo O Preto O Amarelo O negro x indio O branco x indio O branco x negro

9. Qual o seu grau de escolaridade?

0 Analfabeto O 1a a 3a série do ensino fundamental
0 4a a 7a serie do ensino fundamental 0O Ensino fundamental complete

0 1a ou 2a série do ensino médio 0O Ensino medio complete

O Superior incompleto O Superior complete

10. Renda Familiar: O até 1 salario O 2 salarios O 3 salarios O 4 salarios O 5 ou mais salaries

11. Nos ultimos 12 meses, qual foi sua principal ocupagao? [Entrevistador: com a ajuda do
entrevistado, classifique a ocupagdo no grupo ocupacional mais adequado]

0 Altos funcionarios do governo, dirigentes, gerentes ou altos funcionarios de empresa
0O Profissionais de nivel superior

0O Profissionais das artes

0 Profissionais ou técnicos de nivel médio

0 Trabalhadores de servicos administrativos

0O Trabalhadores da prestacdo de servicos e comerciarios

0 Trabalhadores de servicos domésticos

0O Trabalhadores agropecuarios, florestais de caca e pesca

0O Trabalhadores manuais (producdo de bens e servigos industriais)

0O Trabalhadores manuais da construcao civil

O Trabalhadores manuais de reparagdo e manutencéo

0O Membros das forcas armadas, policiais e bombeiros militares

O Ocupacdes mal especificadas do trabalho informal (ambulante, manobrista, guardador de carro,
etc.)
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12. Quais e quantos dos itens abaixo existem na casa onde vocé mora?

Banheiro O Néo tem
Automovel O Nao tem
TV 0O Néao tem
DVD O Néo tem
Computador (internet) O Nao tem
Celular O N&o tem
Fogao 0O Né&o tem
Geladeira O Nao tem
Freezer 0O Néao tem
Microondas 0 N&o tem
Maquina de lavar 0 N&o tem

a1
a1
o1
i
i
o1
a1
a1
o1
01
i

02
02
o2
02
02
02
02
02
o2
02
02

o3
03
o3
03
03
03
o3
03
o3
03
03
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O4ou+
O4ou+
OJ4ou+
O4ou+
O4ou+
O4ou+
O4ou+
O4ou+
OJ4ou+
O4ou+
O4ou+

13. Vocé tem algum problema de satlde que lhe impede de trabalhar ou fazer exercicios?

0O Sim 0O Nao

14. Vocé tem: Diabetes, Hipertensao, Lupus, Cancer ou outro doenga? O Sim O Néo

Qutro:

15. Vocé é usuario do SUS? O Sim

16. Ja ouviu falar sobre hantavirus? O Sim

Fontes de informagao:
oTv

0 Radio

O Amigos/familia

0O Servigo de saude

O Palestra

0O Outros

17. Como se pega Hantavirus?

O Doencas transmitidas por roedores

O Doenca transmitida pelo c&o

O Doenca transmitida por mosquito
0 Doenca transmitida por agua

O Néo sabe

O Qutros

18. Informacgdo sobre animais
Vocé tem animais?
Gatos (quantos, idade)

cdes (quantos, idade)

O Nao

Seu animar costuma capturar ou comer ratos?

Seus animais sdo vacinados?

O Nao

0 Sim
0 Sim
0 Sim
0 Sim
0 Sim

0 Nao
0 Néo
0 Nao
0O Nao
0 Néo

O Nao sabe
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19. Informacgao

Vocé visitou ou teve contato com floresta 0O Sim 0O Nae
Quando?

Costuma visitar fazenda ou xacara? O Sim 0O Néo
Vocé mata ou captura roedores? 0O Sim O Nao
Tem gramado em volta de sua casa? 0 Sim 0O Nao
Ha hortas e planta¢Ses em volta da casa? 0O Sim 0O Nao
Qual a disténcia? (< 400m) O Sim 0O Néo
Entulho/lixo ao redor da casa 0O Sim 0O Nae
Lixo aberto ou mal acondicionado 0O Sim O Nao

Fezes ou urina de roedores visiveis na residéncia [0 Sim [0 N&o
ou no trabalho?

Costuma limpar a mesa apos as refeicdes? O Sim [0 Nao
Guarda a comida dos animais em recipientes 0O Sim O Nao
fechados?

Usa luvas para limpeza da casa e quintal? O Sim 0O Nao
Usa sabao para lavar as maos? 0 Sim 0O Nao
Usa ratoeira para capturar roedores? O Sim 0O Nao
Acumula lixo fora da casa? 0O Sim 0O Nao
Limpa a churrasqueira apds o uso? 0O Sim 0O Néo
Mantém em casa muitos alimentos da colheita 0O Sim O Nao
Ha ratos proximos da sua casa? O Sim 0O Nao
\océ ver ratos nas areas de agricultura? O Sim 0O Nao
Vocé ja matou algum roedores em casa? O Sim 0O Nao
Vocé ja matou algum roedores na area de 0O Sim 0O Nao
trabalho?

Ja foi mordido por roedores? O Sim 0O Nao
Vocé usa ratos como isca para a pesca? 0O Sim O Nao
Vocé ja comeu carne de roedores? O Sim 0O Nao
Vocé tem cobra em casa? 0O Sim O Nao
Vocé costuma alimentar esta cobra com animais [ Sim O Nao
vivos?

Mora préximo area de agricultura? O Sim 0O Nao
Ha arvores frutiferas perto da casa? 0O Sim 0O Nao
Mora perto da floresta? 0 Sim 0O Néo
A que distancia? 0O Sim 0O Nae
Costuma tomar banho em locais abertos? 0O Sim 0O Néao
Ha arvores frutiferas perto da casa? O Sim 0O Nao
E fumante? O Sim O Néo
Vocé ja teve Malaria? O Sim O N&o Quando?
Vocé ja teve Dengue? O Sim 0O Na&o Quando?
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Vocé ja foi mordido por um roedor?

Vocé ja trabalhou com agricultura?

Vocé costuma cacar?

Vocé ja participou de algum desmatamento na 0O Sim 0O Néo Quando?

floresta?

20. Informagdo sobre limpeza

0O Sim 0O Nao Quando?
O Sim O Nao Quando?

O Sim O Nao Quais?
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Diariamente

Dias
alternados

1/semana | 2/semana

3/semana | A cada 15 Outro
dias

Ignorado

limpeza da casa

limpeza da area externa

descarte do lixo

Informagdes adicionais
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APENDICE G - Preparacio de células eletrocompetentes

1. Plaquear as células de interesse em meio LB agar;

2. Encubar a 37°C por 16 horas ou overnight;

3. Inocular uma coldnia em 3 ou 5 ml de meio LB sem antibiotico;

4. Encubar a 37°C por 16 horas ou overnight;

5. Transferir 2 ml da cultura em 50 ml de LB sem antibi6tico;

6. Encubar a 30 °C, 250 rpm, até a oD% 0,5 -07;

7. Encubar em gelo por 15 minutos;

8. Centrifugar a 3000 rpm, por 10 minutos a 4°C. Ao final, descartar o sobrenadante ;

9. Ressuspender com cuidado o pellet formado em 50 ml de Glicerol 10% gelado;

10. Encubar em gelo por 15 minutos;

11. Centrifugar novamente e descartar o sobrenadante;

12. Repetir a lavagem com glicerol 10% gelado mais 3 vezes, ressuspendendo com os
volumes de 10 ml, 4 ml e 1 ml;

13. Preparar aliquotas de 80 pL em microtubos;

14. Armazenar imediatamente na temperatura de 80°C negativo.
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APENDICE H - TAMPOES

1. Tampdes da extracdo e da purificagdo

Extracao Extracio e purificacido Purificacao
Tampio A Tampao B Tampao C
Tris HCL 10 mM Tris HCL 10 mM Tris HCL 10 mM
NaH,P04 100 mM NaH,PO4 100 mM NaH,PO4 100 mM

pH 8,0 Uréia 8§ M Uréia 8§ M
pH 8,0 Imidazol 500Mm
Glicerol
pH 8,0

2. Tampdes de Didlise

Solugao I Solugao 11
Tris HCL 10 mM Tampao B
NaH2P0O4 100 mM Tris HCL 10 mM
Uréia4 M NaH2PO4 100 mM
pH 7,0 Uréia 0,5 M
pH 7,0

Tabela 17. 1) Tampdes utilizados nas fases de extragdo e purificacdo; 2) tampdes da didlise para redugdo da
concentracio da uréia, reduzindo das condi¢cdes desnaturantes da proteina recombinante.
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APENDICE I - SOLUCOES

Lista de reagentes para elisa

1. PBS1X

2,32 g NaHPO4 10mM
0,2 g KCI 2,7 mM

0,2 g K3PO4 1,8 mM
8,0 g NaCl 137 mM
q.s.p. 1L agua MilliQ
pH 7.4

obs.: preparacao prévia de PBS 10X com pH 7,4, em seguida diluir a partir desse para PBS
1X

2. Solucio de lavagem (PBS-T 0,05%)

PBS 1X + 0,05% de Tween 20 (PBS-T)

3. Solucio diluicao do antigeno (bicarbonato/carbonato) 0,05M

2,65 g Na2CO3

2,1g NaHCO3

gsp 500 ml agua MilliQ
pH 9,6

obs.: manter a 4°C

4. Solucio de bloqueio (LD10%)

10% leite desnatado (LD 10%) em PBS pH 7,4

obs.: sempre preparar no dia do procedimento e durante procedimento, manter esse
reagente a 4°C para prevenir contaminagdo do leite

5. Solucio de diluicdo de anticorpo (PBS-T + LD10%)

PBS pH 7.4
+0,05% de Tween 20 (PBS-T)
+ leite desnatado 10% (LD 10%)

obs.: sempre preparar no dia do procedimento e durante procedimento, manter esse
reagente a 4°C para prevenir contaminagdo do leite




APENDICE J - REACOES
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Componente Reacdo 10pL
Tampio NEBuffer 3 10x * 1 uL
BSA 10x* (1 ng/nL) 1 uL

pBSKN_AM _ Hanta

2 uL (160ng)

pGS21a modificado 5 uL (150ng)
Ndel* 0,5uL (20 U)
NotI* 0,5 uL (10 U)
H20 q.s.p Para 10uL

Tabela 18. Componentes da reagdo de digestdo analitica realizada em dois microtubos, um para cada plasmideo.

*new england Biolabs® iy

Componente Reacdo S50pL
Tampio NEBuffer 3 10x * SuL
BSA 10x* (1 pg/pL) S5uL

pBSKN_AM _ Hanta

10 uL (800ng)

pGS21a modificado 25 uL (750ng)
NdeI* 2,5uL (100 U)
NotI* 2,5 uL (50 U)
H20 q.s.p Para 50uL

Tabela 19. Componentes da reacio de digestio de maior volume realizada em dois microtubos, um para cada

plasmideo
*new england Biolabs® ;..

Componente Reacdo 10pL
Tampao ligase T4 ligase 10x * s

pGS21a modificado 3 uL (150ng)
Inserto N H Hanta 1,8 uL (80 ng)
T4 ligase 1 uL

H20 q.s.p Para 10uL

Tabela 20. Sistema de ligacao



