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RESUMO

A dengue € uma doenca febril aguda causada pelo DENV, o qual agrupa quatro
sorotipos distintos. Sua transmissao se da pela picada de fémeas de mosquitos do
género Aedes, sendo o Aedes aegypti o principal vetor de importancia epidemioldgica.
O controle do vetor e a vigilancia epidemiolédgica sao as principais ferramentas para a
contencdo de novas epidemias. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
correlacdo entre densidade de vetores e presenca de A. aegypti infectados com a
ocorréncia de dengue em Vitéria, durante a epidemia de 2011. Para isso, foram
analisados casos confirmados laboratorialmente e notificados no SINAN, bem como
os dados fornecidos pelo programa Ml — DENGUE. Para a identificacdo dos sorotipos
circulantes, foram realizados ensaios de RT — PCR. Foi também realizado o
geoprocessamento, por bairro, dos casos humanos, da densidade de vetores e das
armadilhas contendo A. aegypti infectados. Os resultados mostraram uma ligeira
predominéancia do sexo feminino na amostra analisada e que 64,18% dos casos
ocorreram em pessoas acima de 18 anos. A maioria dos casos de dengue observados
foi classificada como dengue classica, enquanto cerca 10% foram classificados como
as formas mais graves de dengue, como “dengue com complicacdes” ou “febre
hemorragica da dengue”. Em 8,23% dos casos houve a ocorréncia de internacéo e
dois 6bitos foram contabilizados durante o periodo. Por meio da analise temporal, foi
visto que o aumento da densidade de vetores ocorreu nas épocas mais quentes e
chuvosas, e precedia 0 aumento do numero de casos humanos. Nao foi encontrada
correlacdo entre a densidade de vetores e a incidéncia de dengue nos bairros
(p=0.848) porém foi visto que os bairros onde foram encontrados mosquitos infectados
possuiam maior incidéncia de dengue que os bairros sem mosquitos infectados
(p=0.009). O principal sorotipo circulante em Vitoria, em 2011, foi o DENV-1 seguido
pelo o DENV-2. Portanto, este estudo demonstra que, tdo importante quanto monitorar
a densidade de vetores, € investigar a presenca de vetores infectados nas cidades
com o objetivo de predizer possiveis epidemias de dengue.

Palavras chave: Dengue. Aedes aegypti. Sorotipos. Caracteristicas epidemioldgicas.
Geoprocessamento. Vitdria.



ABSTRACT

Dengue is an acute febrile disease caused by dengue virus (DENV), which groups four
serotypes. It is transmitted by the bite of female mosquitoes of the gender Aedes, being
the Aedes aegypti the principal vector with epidemiologic importance. Vector control
and epimiological surveillance are the principal tools for epidemic’s contention. So,
the objective of this study was to observe the relationship between vector density or
infection of the vectors by DENV with the cases of dengue in Vitéria. Confirmed and
notified cases on SINAN and data from the programme MI —Dengue were analised.
For the identification of virus serotypes, it was made RT-PCR. Also, it was described
the spatial distribution of human cases of dengue, as well the spatial distribution of
vector’s density and the traps where infected mosquitoes were found. As a result, it
was found a small predominance of women in the sample analised (54,27%) and
64,18% of the cases occurred in people with more than 18 years old. 90,74% were
classified as dengue fever, while 6,60% were classified as “dengue with complications”
and 2,66% as “dengue haemorrhagic fever”. In 8,23% of the cases, there was the
necessity of hospitalization and 2 deaths were contabilized during the period. Trough
the temporal analysis, it was observed that the increase in vector’s density occurred in
the warm and rainy times, and it preceeded the increase in human cases. During all
the year of 2011, A. aegypti’s density in the city was considered as “moderate” or
“critical”. It was not observed a correlation between vector’s density and incidence of
dengue in the neighborhoods (p = 0.848), but the neighborhoods where it was found
infected mosquitoes had greater incidence of dengue than the neighborhoods without
infected vectors (0.009). By the RT-PCR assay, it was observed that the major
serotype found in human samples and in vector samples was DENV-1 (96,56% e

82,35%, respectively). DENV-2 was also found in circulation, but in smaller rates.

Key words: Dengue. Aedes aegypti. Serotypes. Epidemiological features. Spatial

Distribution. Vitoria.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

A dengue é uma doenca febril aguda causada pelo virus Dengue (DENV), tendo sido
descritos quatro sorotipos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. O
DENV pertence a familia Flaviviridae, e esta agrupado no género Flavivirus,
juntamente com outros virus patogénicos, tais como o virus do Oeste do Nilo, o virus
da Encefalite Japonesa e o virus da Febre Amarela (Kuhn et al., 2002). Devido ao fato
de sua transmisséo se dar pela picada de artrépodes vetores, o DENV é considerado

um arbovirus (“arthropod borne virus”).

O genoma do DENV consiste em um RNA de polaridade positiva com
aproximadamente 11kb. A particula viral madura consiste de trés proteinas estruturais
(C, prM e E), as quais integram o core, a membrana e o envelope, respectivamente,
e sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2 A e B, NS3, NS4 A e B, NS5) envolvidas
na replicacéo viral (Perera & Kuhn 2009). A infeccdo por um sorotipo confere ao
individuo imunidade duradoura contra uma infeccdo subsequente contra o mesmo
sorotipo, porém somente temporaria contra os demais, sendo possivel, assim, a

ocorréncia de infec¢des secundarias (Rothman, 2003).

A dengue é uma doenca de amplo espectro clinico, o qual abrange desde uma
infeccdo assintomatica ou oligossintomatica, bem como uma infeccdo sintomatica
conhecida como febre da dengue (FD) ou dengue classica até formas mais graves, a
febre hemorragica da dengue (FHD), podendo evoluir para a sindrome do choque da
dengue (SCD) (WHO,2009). Estudos populacionais sugerem que infecgcbes
assintomaticas sao o principal desfecho da exposi¢do ao DENV (Teixeira et al., 2002;
Siqueira Jr. et al., 2005). Apds o periodo de incubagdo, a doenca se inicia
abruptamente e cursa em trés diferentes fases: febril, critica e de restabelecimento
(WHO,2009).

A fase febril se caracteriza por um inicio subito de febre, com duracdo normalmente
de dois a sete dias, em combinag&o com sinais e sintomas tais como cefaleia intensa,
dor retro-orbital, mialgia, artralgia, desconforto gastrintestinal e, comumente, rash
cutaneo. Pequenas manifestacdes hemorragicas podem ocorrer na forma de

petéquias, epistaxe ou sangramento gengival. A fase critica ocorre durante o periodo
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Introducéo

de defervescéncia, que acontece de trés a sete dias apds o inicio da doenca, e cursa
com aumento da permeabilidade vascular e dos niveis de hematdcrito. Durante esta
fase, nota-se progressiva leucopenia e uma diminuicdo rapida na contagem de
plaquetas, a qual precede um possivel extravasamento plasmatico. Assim, caso nao
haja um significativo aumento na permeabilidade vascular, o paciente se restabelece.
Caso contrario, sinais clinicos como ascite e efusdo pleural podem aparecer. A
magnitude e a gravidade do quadro clinico dependem do grau de extravasamento
plasmatico, bem como do manejo clinico adotado e ocorréncia de reposicéo de fluidos.
O choque ocorre quando um volume significativo de plasma é perdido, e ha
manifestagbes tais como hipotermia, hipotenséo e, se prolongado, coagulacao
intravascular disseminada, acidose metabdlica e hipoperfusdo organica. Sinais como
hepatite, miocardite, encefalite e sangramentos graves podem estar presentes,
podendo o quadro evoluir para 6ébito. A fase de restabelecimento inicia-se 48 a 72
horas apdés a fase critica, e € o0 periodo no qual ha a reabsor¢cdo gradual do
extravasamento plasmatico. Nesta fase, ocorre melhora do bem—estar geral do
paciente, e sinais como rash, prurido generalizado e bradicardia podem estar
presentes (WHO, 2009). As caracteristicas clinicas e laboratoriais de cada fase estédo
representadas na Figura 1, a sequir:

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

-40°

Temperatura - /\—/\
Manifestacdes Desidratagéo- Reabsorcéo de
possiveis fluidos

Distarbios organicos

Plaguetas
Mudancas
hematologicas o
Hematdcrito
s gl N o
lghl / 1gG
Sorologia e Viremia
Viralogia R
Fases Febril Critica Restabelecimento

Figura 1: Curso da infeccédo pelo virus DENV e suas diferentes fases. Adaptado de WHO, 2009.
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Introducéo

A patogénese dos casos graves de dengue parece ser multifatorial, envolvendo
interagcBes entre as caracteristicas virais, status imune do individuo e seu repertério
genético. Sao varios os fatores que podem influenciar na gravidade da infec¢ao pelo
DENV. Dentre eles, pode-se destacar a diferenca na viruléncia entre os diferentes
sorotipos (Ocazionez et al., 2007), a idade dos pacientes (Guzman et al., 2002), araca
(Sierra et al., 2007) e a sequéncia de infec¢des por diferentes sorotipos, 0 que pode
levar ao fendmeno conhecido como Facilitacdo Dependente de Anticorpo (“Antibody
Dependent Enhacement — ADE”). De acordo com esta teoria, uma infecgéo
subsequente em individuos ja sensibilizados por um diferente sorotipo pode levar a
um quadro clinico mais grave, devido ao fato de anticorpos neutralizantes para o
sorotipo homaélogo, e ndo neutralizantes para os demais sorotipos, facilitar a entrada
dos virus nas células, resultando em um maior niumero de células infectadas e,
consequentemente, na exacerbacao da resposta imunoldgica (Halstead & O’Rourke,
1977).

Em relac&o a diferenca de viruléncia entre os sorotipos, varios estudos ja foram feitos
a fim de se confirmar esta hipétese, tendo sido encontrados resultados contraditérios.
Alguns trabalhos demonstraram que ha manifestacfes clinicas mais associadas com
um determinado sorotipo do que com outro, porém nao encontraram relacéo entre um
desfecho clinico mais grave e um determinado sorotipo (Chan et al., 2009; Thomas et
al., 2008). Esta relacao, entretanto, ja foi demonstrada em outros estudos. Em alguns
deles, o sorotipo 2 mostrou-se mais relacionado com quadros hemorragicos que
outros sorotipos (Fried et al., 2010; Vaughn et al., 2000; Ocazionez et al., 2007). Um
outro estudo, entretanto, ao comparar os sorotipos 1 e 2, observou que epidemias
causadas majoritariamente pelo DENV-1 eram mais graves que as causadas pelo
DENV-2 (Balmaseda et al., 2006). Apesar das diferencas de gravidade encontradas
entre 0s sorotipos, como muitas vezes ha mais de uma variavel influenciando no
prognoéstico do quadro clinico, como por exemplo, a ocorréncia de infeccao prévia,
torna-se dificil afirmar que o sorotipo seja o determinante das formas mais graves da

doenca.

Estima-se que ocorra, anualmente, a hospitalizacdo de aproximadamente 500.000
individuos com as formas mais graves de dengue, FHD ou SCD, em todo o0 mundo, e

gue a mortalidade entre esses casos mais graves gire em torno de 2.5% (WHO, 2012).
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Devido & possibilidade de evolucdo da infec¢do pelo DENV para formas mais graves,
o diagndstico precoce pode ajudar na triagem dos pacientes e no manejo clinico, para
a prevencao das possiveis complicagcbes. Como a dengue cursa com um quadro
clinico semelhante ao de outras doencas febris, tais como a leptospirose, somente o0
diagndstico clinico é insuficiente, sendo necesséria a confirmacédo laboratorial dos

casos (Sergio et al., 2012).

Um dos métodos de diagndstico mais freqlientemente utilizados na rotina € a deteccao
de anticorpos IgM por meio da técnica de ELISA de captura, MAC-ELISA. Porém, este
teste tem como desvantagem a baixa sensibilidade nos primeiros dias de doenca,
sendo utilizado, assim, na fase de convalescéncia. Outros métodos de diagnostico
disponiveis, os quais podem ser utilizados na fase aguda, sdo os que se baseiam na
pesquisa do virus ou antigenos virais, tais como a pesquisa da proteina NS1 por
métodos imunocromatograficos ou ELISA, a pesquisa do virus por meio de isolamento
viral em cultura de células ou a pesquisa do material genético viral por meio de
técnicas de biologia molecular, como a transcricdo reversa seguida de reacdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR) (Guzman & Kouri, 2004).

Uma grande vantagem dos métodos que se baseiam na detec¢ao do virus ou de seu
material genético, tais como o isolamento viral e a RT-PCR, € a possibilidade do
conhecimento do sorotipo do virus. Porém, como o isolamento viral leva varios dias
Ou semanas para se tornar positivo e nem sempre é bem sucedido, pois pode ser
influenciado por fatores como baixas cargas virais no inéculo, complexos virus —
anticorpos e manipulacao inadequada da amostra, o desenvolvimento da RT-PCR na
deteccdo do DENV permitiu com que os sorotipos fossem identificados de maneira
mais rapida e sensivel (Lanciotti et al., 1992). A utilizacdo da RT-PCR na deteccao
precoce dos casos suspeitos e no monitoramento da circulacdo viral tem se
demonstrado uma importante ferramenta diagndstica, com a vantagem de nao
apresentar variacdo na sensibilidade entre casos primarios e secundarios, além de
nao sofrer interferéncia da presenca ou ndo de anticorpos IgM nos soros a serem
testados (Cordeiro et al., 2007).

Estima-se que mais de 2,5 bilhdes de pessoas, ou seja, mais que 40% da populagéo
mundial, estejam em risco de adquirir dengue. A Organizacdo Mundial de Saude
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estima que o numero de casos anuais da doenca deva ser de 50 a 100 milhdes em
todo o mundo. Antes de 1970, apenas nove paises haviam registrado epidemias
graves de dengue. Porém, atualmente, a doenca é endémica em mais de 100 paises
da Africa, Américas, oeste do MediterrAneo, sudeste asiatico e Pacifico ocidental,

sendo estas duas ultimas as regides mais seriamente afetadas (WHO, 2012).

Figura 2: Distribuicdo da dengue no mundo. Em verde, paises que ja reportaram casos ou
estdo em risco para epidemias de dengue. Em vermelho, delimitacdo da area de
distribuicdo do vetor Aedes aegypti. Extraido de WHO, 2012.

As primeiras grandes epidemias de dengue bem documentadas datam de 1779
(Jacarta, na Indonésia e Cairo, no Egito) e 1780 (Filadélfia, EUA). Porém, episodios
clinicos sugestivos de dengue ja haviam sido registrados na China, entre os anos 265
e 420 d.C. Nestes registros, a dengue era referida como “veneno d'agua’,
evidentemente associando a doenca com insetos que se reproduziam em ambientes
aguaticos (Leung, 1993). Apesar de o virus ser conhecido desde a Antiguidade, seu
isolamento s6 ocorreu na década de 1940, por Kimura e Hotta (Kimura & Hotta, 1944).
Logo apds o seu isolamento, Sabin observou que cepas que circulavam no Havai e
na Nova Guiné possuiam caracteristicas antigénicas diferentes, o que o levou a
pensar que haveria diferentes sorotipos para um mesmo virus. Assim, denominou-se
sorotipo DENV-1 as cepas isoladas no Havai e, sorotipo DENV-2, as cepas isoladas
na Nova Guiné (Sabin, 1952). Os sorotipos DENV-3 e DEN-4 foram identificados na
década de 1950, durante uma epidemia ocorrida no sudeste asiatico (Hammon et al.,
1960).
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A disseminacado mundial dos quatro sorotipos do virus Dengue provavelmente se deu
apos a Segunda Guerra Mundial, devido a fatores tais como urbanizagédo
descontrolada, facilitacdo de movimentos migratérios por viagens aéreas e gestao
inadequada dos servigos sanitarios, bem como programas ineficientes de controle do
vetor. Esta disseminacdo contribuiu para que diferentes sorotipos do virus, que
anteriormente circulavam isolados em diferentes territorios, passassem a ser
encontrados cocirculando em uma mesma regido geografica. Foi justamente no
periodo pos-guerra que houve as primeiras epidemias com grande niamero de casos

graves da doenca, que até entdo era considerada benigna (Gubler, 1998).

No Brasil, ha evidéncias de casos de dengue desde o Segundo Reinado, entre os
anos de 1846 e 1853 (Barreto & Texeira, 2008). Porém, os primeiros trabalhos
cientificos mostrando a ocorréncia de dengue em territério nacional sdo do inicio do
século XX. Um destes trabalhos descreve o quadro clinico de doze pacientes de
Niter6i, Rio de Janeiro, diagnosticados clinicamente como portadores de dengue
(Pedro, 1923).

A primeira epidemia de dengue bem documentada no Brasil é de 1982, quando foram
isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4, em Boa Vista, Roraima. Essa epidemia foi
rapidamente debelada (Osanai et al., 1983). Em 1986, o DENV-1 foi reintroduzido em
territorio nacional, tendo sido detectado no Rio de Janeiro e, desde esta reintroducao,
0 Brasil se tornou o pais com o maior numero de notificacdes da doenca para a
Organizacdo Mundial de Saude, contabilizando, de 2001 a 2007, aproximadamente
98,5% dos casos reportados pelo cone sul americano (Argentina, Brasil, Paraguai e
Uruguai). Além disso, o Brasil é também o pais com as mais altas taxas de casos
fatais desta subregiao (WHO, 2009).

Apos a entrada do DENV-1, os outros sorotipos também foram encontrados em
circulacao no Brasil: o DENV-2 comecou a circular em 1990 (Nogueira et al., 1990) e
o DENV-3, em 2000 (Nogueira et al., 2001). Mais recentemente, em 2010, o DENV-4
foi detectado em Roraima (Temporéao et al., 2011) e, desde entéo, este sorotipo ja foi
detectado em outros estados, como no Amazonas, Para, Piaui, Pernambuco, Babhia,
Ceara, Rio de Janeiro e S&do Paulo (Nogueira & Eppinghaus, 2011) e, mais
recentemente, no Espirito Santo (Comunicagéo pessoal).
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As primeiras notificacdes de dengue no Espirito Santo ocorreram em 1995 e, até 2011,
291.292 casos foram notificados, sendo 52 fatais. No ano de 2011, o Espirito Santo
foi 0 estado com maior incidéncia de casos notificados de dengue na Regido Sudeste
(MSa , 2012). Em Vitoria, capital do estado, a presenca do Aedes aegypti foi
primeiramente detectada em 1992 (Funasa, 1999) e, desde o aparecimento dos
primeiros casos humanos da doenca, em 1995, ocorreram no municipio varias
epidemias, provavelmente causadas pela introducdo sequencial dos sorotipos DENV-
2 (1995), DENV-1 (1996), DENV-3 (2003) (MSa, 2012; Cardoso et al., 2011). Em
2012, o DENV-4 foi encontrado tanto em amostras de pacientes atendidos em Vitoria

guanto em amostras de Aedes aegypti capturados na cidade (Comunicacgao pessoal).

A transmissdo do DENV por artropodes foi primeiramente sugerida por Graham em
1903, o qual pensava que o vetor poderia ser o Culex fatigans. A transmissédo da
doenca pelo Aedes aegypti foi descrita pela primeira vez por Bancroft, em 1906, e foi
confirmada posteriormente por Clealand e colaboradores (Cox, 1996). Além do A.
aegypti, o A. albopictus ja foi responsavel por algumas epidemias de dengue, as quais
aconteceram principalmente em territério asiatico. Estas poucas epidemias
relacionadas a transmissdo pelo A. albopictus foram essencialmente de dengue
classico, tendo sido observados poucos casos graves (Lambrechts et al., 2010). A
despeito dessas epidemias, o A. albopictus é considerado um vetor ineficiente do
DENV, pois ndo é tdo bem adaptado ao ambiente doméstico urbano e tdo antropofilico
quanto A. Aegypti (Rodhain & Rosen, 1997).

Outras espécies do género Aedes, tais como A. polynesiensis e A. scutellaris ja foram
especulados como possiveis transmissores do DENV, porém somente o A. aegypti
possui importancia epidemiolégica e é o Unico relacionado como transmissor nas
Ameéricas (Cox, 1996; Consoli & Lourenco — de — Oliveira, 1994). Este vetor encontra
nas areas residenciais, urbanas e periurbanas, todas as condicbes ambientais
favoraveis para seu desenvolvimento e proliferacdo. Suas fémeas realizam a
oviposicdo em locais com agua parada e limpa e picam o0s humanos
predominantemente durante o periodo diurno. Existem dois picos de atividade do A.
aegypti: no comec¢o da manha, duas a trés horas apds o nascer do sol, e ao entardecer
(Gubler,1998). Aumentos significativos na populagcédo de larvas dos mosquitos sao

observados durante os periodos chuvosos. Talvez seja esta a razdo pela qual as
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epidemias de dengue tendem a coincidir com esta¢des umidas (Thavara et al., 2001).
Além disso, trabalhos demonstram que a carga viral presente em mosquitos esta
diretamente associada as condicdes ambientais, sendo estas maiores em periodos
guentes e umidos (Thu et al., 1998). Como as fémeas geralmente picam varias
pessoas até completar seu ciclo gonotrofico, podem transmitir o virus diversas vezes
em um curto periodo de tempo. Devido as caracteristicas de seu vetor, a dengue é

uma doenca predominantemente de areas tropicais e subtropicais (Gubler, 1998).

Devido a falta de tratamento especifico e de vacinas disponiveis comercialmente, o
controle do mosquito vetor é a primeira op¢do para a prevencdo e contencao de
epidemias de dengue (Garcia-Rejon et al., 2008). O A. aegypti foi introduzido no Brasil
durante o periodo colonial, provavelmente na época do trafego de escravos. Devido a
sua importancia como vetor da febre amarela, foi intensamente combatido em nosso
territorio (Consoli & Lourenco — de — Oliveira, 1994). Uma das primeiras campanhas
realizadas no pais ocorreu no Rio de Janeiro, entre 1902 e 1907, e foi idealizada por
Oswaldo Cruz, o qual instituiu brigadas sanitarias para eliminar os focos de A. aegypti
e diminuir a transmissao da febre amarela urbana. Desde entdo, ocorreram inUmeras
outras campanhas em prol do combate e eliminagdo do mosquito, tendo sido, este,
considerado erradicado do territorio nacional diversas vezes até a década de 1970.
Em 1976, entretanto, o A. aegypti retornou ao Brasil, devido as falhas na vigilancia
epidemiologica e as mudancas sociais e ambientais decorrentes da urbanizacéo

acelerada dessa época (Braga & Valle, 2007).

Atualmente, as medidas de controle da doenca no Brasil sdo ditadas pelo Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD), implantado pelo Ministério da Saude em
2002. Segundo o PNCD, a vigilancia epidemiolégica da dengue esta baseada em

quatro subcomponentes:

1. Vigilancia de casos, 0 que consiste na deteccdo em momento oportuno dos
casos e orientacédo para medidas de controle apropriadas;

2. Vigilancia laboratorial, que consiste na capacidade de diagndstico laboratorial
dos casos;

3. Vigilancia em areas de fronteira, cujo objetivo € a deteccdo precoce da

introducéo de novos virus/cepas nas regioes de fronteiras;
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4. Vigilancia entomoldgica, tendo como objetivo principal o monitoramento dos
indices de infestacéo por Aedes aegypti para subsidiar a execucao das acbes

apropriadas de eliminacéo dos criadouros de mosquitos (MS, 2002).

A vigilancia entomoldgica baseia-se principalmente na pesquisa de formas imaturas
do vetor, como larvas e ovos. Atualmente, diferentes metodologias tem sido
empregadas, como a vigilancia de pontos estratégicos, realizada quinzenalmente e o
Levantamento Rapido de indice de Infestacdo por Aedes aegypti (LIRAaQ), realizado
bimestralmente. O LIRAa trata-se, fundamentalmente, de um método de amostragem
para a obtencao de indicadores entomoldgicos, tais como indices de infestacao predial
(IIP), o qual é a porcentagem de edificios positivos para larva, o e indice de Breteau
(IB), que consiste no indice de porcentagem de recipientes positivos com larvas por
casa (MS, 2009; Gomes,1998). Além destas metodologias, pode ser utilizada também
a pesquisa de ovos de A. aegypti por meio de armadilhas conhecidas como Ovitraps®.
A pesquisa de ovos, entretanto, € mais indicada para periodos em que ha baixa
densidade de mosquitos, e somente permite a quantificacdo de ovos depositados,
sem ser possivel estimar a densidade populacional de vetores em determinada area
(Focks, 2003).

Recentemente, uma nova metodologia, denominada MI — Dengue (Sistema
Computadorizado para o Monitoramento Inteligente da Dengue), tem se mostrado util
para o monitoramento em larga escala do mosquito vetor. Neste sistema, armadilhas
(Mosquitrap®) localizadas em varios pontos da cidade atraem mosquitos adultos,
especialmente fémeas gravidas de Aedes aegypti, por meio de um atrativo sintético
(AtrAedes, Ecovec Ltda., Belo Horizonte, Brasil). Os vetores, entdo, ficam presos em
cartbes adesivos contidos nas armadilhas, o que possibilita a sua captura e
identificacdo. Em relacéo ao sistema computadorizado do MI-Dengue, este consiste
em gravar os dados de campo da Mosquitrap® com uma planilha eletrénica e um
software especifico (Geo-Dengue, Ecovec Ltda, Belo Horizonte, Brasil). Esse sistema
permite enviar e tornar disponiveis on-line, para 0os gestores municipais de saude, 0s
dados obtidos, afim de que possam acessar, de acordo com a semana
epidemioldgica, a densidade de fémeas do vetor. Assim, o MI-Dengue possibilita o
conhecimento rapido das regides infestadas pelo mosquito na cidade, o que implica

no direcionamento das medidas de controle em areas urbanas (Eiras & Resende
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2009; Melo et al., 2012). Desde sua criagdo, em 2002, o sistema tem sido adotado em

35 cidades brasileiras, incluindo Vitéria (Ecovec, 2012).

O controle da densidade do vetor, em suas formas imaturas tais como larvas e ovos
ou nas formas adultas, tem sido objeto de varios estudos, 0s quais se propdéem a
entender a interacdo temporal e / ou espacial entre mosquitos e individuos portadores
de dengue. A despeito da associacao teodrica entre abundancia de vetores e risco de
transmissdo de dengue, a natureza quantitativa desta relacdo ainda € pobremente
entendida (Thammapalo et al., 2008). Portanto, o0 conhecimento da epidemiologia da
dengue ainda requer estudos que integrem dados epidemiolégicos e entomoldgicos
(Hondrio et al., 2009).

Nesse contexto, varios foram os estudos feitos para se conhecer melhor a relacéo
vetor — individuos com dengue. Em se tratando da distribuicdo de vetores e pacientes
no ambiente, em alguns estudos, ndo foi encontrada associacdo entre ocorréncia
espacial de larvas ou mosquitos adultos e casos humanos da doenca (Barbosa &
Lourenco 2010; Hondrio et al., 2009), enquanto em outros, altas densidades larvarias

estavam espacialmente associadas com casos de dengue (Cordeiro et al., 2011).

Um trabalho realizado em vilarejos da Tailandia, ao comparar indices entomoldgicos
de clusters de criancas com dengue e clusters de criancas com outras doencas febris,
verificou que, em média, o numero de pupas de A. aegypti por pessoa era maior onde
havia individuos com dengue (Mammen Jr., 2008). Outro estudo, realizado na cidade
do Rio de Janeiro, demonstrou que areas mais ricas possuem indices menores de
infestacdo e menor sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti, sugerindo um menor risco
de transmissdo de dengue em comparagdo com areas suburbanas e favelas (David
et al., 2009).

Em se tratando da relacdo temporal entre vetores e epidemias de dengue, ja foi
demonstrado que aumentos nos indices larvarios precedem, em aproximadamente
dois meses, 0 aumento do numero de casos humanos da doenca (Barbosa &
Lourengo, 2010). Outro trabalho, realizado na cidade de Porto Sudéo, as margens do
Mar Vermelho, mostrou que os dois picos de confirmacéo de casos de dengue por

IgM estudados foram precedidos por picos nos indices vetoriais (Seidahmedet al.,

28



Introducéo

2012). Entretanto, um estudo realizado de trés diferentes regides do Rio de Janeiro
ndo observou uma relacédo temporal entre os indices entomoldgicos e 0 numero de

casos de dengue (Hondrio et al., 2009).

Em Vitdria, um estudo realizado a partir de dados entomoldgicos e epidemioldgicos
de 2000 a 2009, encontrou correlagéo positiva significativa entre o indice de infestagédo
predial (IIP) produzido pelo Levantamento de indice de um determinado més e a
incidéncia de dengue entre um e quatro meses seguintes. Entretanto, 0 mesmo estudo
ndo encontrou correlacdo entre o IIP gerado através do LIRAa e a incidéncia de
dengue (Cardoso et al., 2010).

No sentido de avaliar diferentes metodologias de capturas de vetores para calculos
de indices entomoldgicos e sua correlacdo com a ocorréncia de dengue, um estudo
realizado em Belo Horizonte, Minas Gerais, demonstrou que a captura de formas
adultas de A. aegypti, por meio das Mosquitraps®, demonstrou resultados superiores
para a sinalizacéo de risco de transmissao de dengue, tanto espacial quanto temporal,
guando comparada com metodologias que fazem uso de captura de outras formas

evolutivas, como larvas e ovos (Melo et al., 2012).

Apesar de o monitoramento espacial e temporal dos focos de mosquitos ser uma
importante ferramenta para a vigilancia epidemiologica, ainda mais importante € o
conhecimento da infeccdo dos mosquitos pelo DENV. Conhecer os sorotipos do virus
que circulam nos mosquitos vetores € importante, pois estes atuam como
mantenedores do virus no ambiente, sendo pelo ciclo mosquito — homem — mosquito
ou pela transmisséo transovariana (Guedes et al., 2010). A deteccdo precoce de
mosquitos infectados pode intensificar as medidas de controle ao vetor, objetivando,
assim, a reducdo da transmissdo da doenca. A identificacdo dos sorotipos tem se
mostrado importante na determinacdo da magnitude das epidemias, visto que
mudancgas no sorotipo circulante foram associadas a um maior numero de casos da
doenca, sendo, por este motivo, de grande relevancia epidemioldgica (Gubler, 1998).
No Brasil, poucos foram os estudos feitos visando a deteccdo dos sorotipos
circulantes em mosquitos (Lourenco-de-Oliveira et al., 2002; Pinheiro et al., 2005;
Pessanha et al., 2011; Zeidler et al., 2008; Martins et al. 2012), e essa pratica, apesar

de importante, ndo faz parte da rotina de vigilancia na grande maioria das cidades.
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Como o entendimento da epidemiologia da dengue baseia-se tanto em estudos
epidemioldgicos quanto em estudos entomoldgicos, conhecer somente a localizagéo
dos focos de infestacdo de mosquitos € insuficiente, sendo necessario também
conhecer a distribuicdo dos casos humanos de dengue. Isso deve ao fato do risco
para epidemias de dengue ser influenciado ndo somente pela abundancia de fémeas
de A. aegypti, mas também pela imunidade sorotipo — especifica entre a populacéo

local (Eisen & Lozano-Fuentes, 2009).

Devido as suas caracteristicas geogréficas, Vitdria apresenta condicfes altamente
favoraveis para a transmissdo da doenca e, portanto, encontra - se na lista dos 657
municipios brasileiros prioritarios para o controle da dengue do Programa Nacional de
Controle da Dengue do Ministério da Saude (MS, 2002).

Desde 2008, o controle entomolégico do vetor da dengue na cidade de Vitéria tem
utilizado como ferramenta adicional ao PNCD, o MI-Dengue e a deteccdo de
mosquitos infectados capturados pelas armadilhas (Mosquitrap®) distribuidas em
toda a cidade, bem como a identificagdo dos sorotipos circulantes. Entretanto, até o
momento nenhum estudo foi desenvolvido no sentido de avaliar a correlacdo entre a
densidade de formas adultas do vetor, bem como a presenca de mosquitos infectados
e a incidéncia da doenca na cidade. Desta forma, este estudo teve como objetivo
avaliar essa correlacdo e os sorotipos circulantes durante a epidemia de dengue
ocorrida no ano de 2011, em Vitéria, Espirito Santo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a correlacdo entre densidade de vetores e presenca de mosquitos infectados

com a ocorréncia de dengue em Vitoria durante a epidemia de 2011.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever o perfil sociodemografico e as caracteristicas clinicas dos individuos
acometidos pela doenca;

- Avaliar a correlacdo temporal e espacial entre densidade de fémeas de A.
aegypti e o nimero de casos de dengue;

- Avaliar a correlacao entre a presenca de mosquitos infectados e a incidéncia
de dengue;

- Identificar os sorotipos circulantes do DENV em individuos portadores da

doenca e em A. aegypti capturados na cidade.
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3. METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo obteve aprovagio do Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Satde
da Universidade Federal do Espirito Santo em dezembro de 2009 (Processo 103/09).
Além disso, este projeto também obteve a autorizacdo da Prefeitura Municipal de
Vitoria para o acesso as informacdes de notificacdo e dos dados do MI-Dengue, por

meio do protocolo niumero 17091/2012.

3.2 DESENHO DO ESTUDO

Este estudo foi um estudo ecoldgico envolvendo o geoprocessamento dos casos de
dengue, da densidade de vetores e da ocorréncia de A. aegyptiinfectados por DENV
no municipio de Vitoria, além da descricdo dos sorotipos virais circulantes na cidade

e dos aspectos demograficos e clinicos dos individuos diagnosticados com dengue.

3.3 LOCAL DE ESTUDO

Vitoria, capital do Espirito Santo, esta situada na latitude 20°19’15” sul e longitude
40°20'10" oeste, e possui uma area territorial de 98,50km?, estando a apenas 3 metros
acima do nivel do mar. Seu territorio, dividido em 79 bairros e oito regides, é
constituido de uma ilha principal e uma area continental, situada ao norte, além de
ilhas menores ao seu entorno. Suas regides sao: Regido | — Centro; Regido Il — Santo
Antonio; Regido Il — Bento Ferreira; Regido IV — Maruipe; Regido V — Praia do Canto;
Regido VI — Continente, Regido VII — Sdo Pedro e Regido VIII — Jardim Camburi. Seu
clima é tropical imido, com pluviosidade média de 1.153 mm/ano. As temperaturas
médias na cidade sé@o de 34.4 °C e 24.4 °C, no verdo e no inverno, respectivamente.
De acordo com o Censo de 2010, sua populacdo € de 327.801 habitantes, com
densidade demogréfica de 3.327 habitantes / km? (IBGE, 2012; PMV, 2012). O indice
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de desenvolvimento humano (IDH) da cidade é o terceiro maior entre as capitais
brasileiras, sendo de 0,856 (IBGE, 2000).
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Figura 3: Divisao das geréncias regionais de Vitéria, Espirito Santo. Extraido de PMV, 2012.

3.4 PERIODO DE ESTUDO

Foram analisados os casos confirmados de dengue, ocorridos entre 01/01/2011 e
31/12/2011, com diagnostico laboratorial realizado pelo Laboratério Central da PMV,
bem como os dados referentes a ocorréncia de A. aegypti, fornecidos pelo programa

MI-DENGUE, durante o mesmo periodo.
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3.5 POPULACAO DE ESTUDO
3.5.1 POPULAGCAO HUMANA

Em 2011, foram notificados 8.713 casos de dengue em Vitéria. No Brasil séo
notificados todos 0s casos suspeitos de dengue que se enquadram nos critérios
preconizados pelo Ministério da Saude (febre aguda acompanhada de pelo menos
dois sintomas como cefaleia, dor retro - orbitaria, mialgia, artralgia, prostracdo ou

exantema) (MS, 2006) independente da confirmacéo laboratorial.

Dos 8.713 casos notificados no periodo em questéo, 2.876 foram confirmados pelo
Laboratério Central da PMV, por meio da pesquisa de IgM ou NS1. Dos 2.876 casos
confirmados, foram resgatados os dados de 2.333 (81,11%) no Sistema Nacional de
Agravos de Notificacdo - SINAN (Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da

Saude) os quais constituiram a populacéo final deste estudo.

3.5.2 POPULACAO DE MOSQUITOS

Para analisar as questfes referentes a densidade semanal de A. aegypti em Vitdria,
bem como a ocorréncia da infecgcdo dos mosquitos vetores pelo virus DENV, foram
analisados os dados fornecidos pelo programa MI — DENGUE. Em Vitoria, ha 1.410
armadilhas do Ml — DENGUE distribuidas estrategicamente por todo o territério da

cidade.

As armadilhas utilizadas, Mosquitraps, capturam mosquitos adultos, especialmente
fémeas gravidas (e, raramente, espécimes nuliparas), devido ao uso de um atraente
sintético estimulador de ovoposicao (AtrAedes), desenvolvido a partir de infusfes de
grama. Os mosquitos sdo capturados por um cartdo adesivo, onde ficam inicialmente

presos e podem ser facilmente identificados (Eiras & Rezende, 2009).

Estas armadilhas consistem em um container preto (33 centimetros de altura por 15
centimetros de largura), preenchido por aproximadamente 300mL de agua e um

cartdo adesivo, embebido com o AtrAedes, que apreende 0s mosquitos capturados.
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As Mosquitraps sdo posicionadas a uma altura maxima de 1,5m a partir do chéo,
protegidas de sol e chuva, e fora do alcance de animais domésticos e criancas. (Melo
et al., 2012).

Estas armadilhas séo vistoriadas semanalmente pelos agentes de saude, e o nimero
de fémeas de A. aegypti capturadas € enviado para o sistema online do Ml —
DENGUE. Quinzenalmente, as fémeas capturadas na semana séo preservadas em
solucéo de guanidina e enviadas para o Nucleo de Doencas Infecciosas para a analise

da presenca de virus Dengue.

3.6 ANALISE DOS DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS DOS PACIENTES

A fonte de dados epidemiolégicos utilizada foi 0 SINAN. As seguintes variaveis foram
analisadas: sexo, idade (estratificada em: até 5 anos, de 6 a 17 anos, de 18 a 39 anos
de 40 a 59 anos e acima de 60 anos), cor da pele (branca, preta, parda e outras, onde
foram alocados os individuos que se consideraram indigenas ou amarelos), nivel de
escolaridade (estratificado em: baixa escolaridade — quando o individuo n&do havia
estudado ou ndo havia completado o ensino fundamental, Ensino Fundamental (EF)
completo, Ensino Médio (EM) completo e Ensino Superior (ES) completo),
classificacdo da forma clinica da doenca em Dengue Classica, Dengue com
Complicacdes, Febre Hemorragica da Dengue e Sindrome do Choque da Dengue (de
acordo com os critérios estabelecidos pelo MS, 2007), ocorréncia de hospitalizacédo e
desfecho do quadro (cura, 6bito por dengue ou Obito por outras causas). Para se
conhecer o perfil da populagcdo acometida por dengue em Vitoria, em 2011, foram
calculadas as frequiéncias de cada variavel sociodemografica ou clinica, com auxilio

do programa Stata, versao 12.0.

3.7 ANALISE TEMPORAL DOS CASOS DE DENGUE E DENSIDADE DE A. aegypti

Para avaliar a relacdo temporal entre o numero de casos de dengue e a densidade de

fémeas de A. aegypti capturadas, contabilizou-se o numero de casos de dengue
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confirmados laboratorialmente por semana e calculou-se indice médio de fémeas de

A. aegyti semanal (IMFA). O célculo do IFMA foi realizado da seguinte forma:

nimero de fémeas de A. aegypti capturadas na semana

IMFA = ~ - - :
semanal numero de armadilhas vistoriadas na semana

De acordo com o MI-dengue, IMFA de até 0,15 é considerado “satisfatorio”; valores
entre 0,15 e 0,3 sdo considerados como “moderado”; valores entre 0,3 e 0,6 séao
considerados “alerta” e valores acima de 0,6 séo considerados como “critico” (Ecovec,
2012).

Com o objetivo de se avaliar se o0 aumento no nimero de casos de dengue era
precedido de um aumento na densidade de A. aegypti, indicada pelo IMFA, foi

realizado o teste de Correlacédo Cruzada, utilizando-se o Programa R, versao 2.13.2.

Para se avaliar a relacdo entre a densidade de vetores e varidveis climaticas, foram
calculadas as temperaturas médias e umidade relativa do ar mensais, bem como a
precipitacdo pluviométrica total de cada més. Estes céalculos foram feitos a partir dos
dados cedidos pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao

Rural (Incaper).

3.8 GEOPROCESSAMENTO DOS CASOS HUMANOS, DA DENSIDADE DE
VETORES E DA LOCALIZACAO DAS ARMADILHAS CONTENDO A.
aegyptiINFECTADOS

Para se conhecer a distribuicdo espacial dos casos de dengue em Vitoria, realizou-se
0 geoprocessamento, por bairro, dos casos humanos e da densidade de fémeas de
A. aegypti. A confeccdo dos mapas tematicos foi realizada a partir da malha digital do
municipio de Vitoria fornecido pela Geréncia de Geoprocessamento da Subsecretaria
de Tecnologia da Informacédo da Secretaria Municipal de Fazenda do Municipio de

Vitoria (SEMFA). Seguiu-se entdo o georreferenciamento dos dados utilizando o
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Programa TerraView (versdo 4.2.0). Uma vez obtido os enderecos residenciais dos
pacientes, foram calculadas as incidéncias acumuladas para cada bairro, dividindo-se
o somatorio de casos de dengue confirmados ocorridos em cada bairro pela sua
respectiva populacao residente, multiplicando-se entédo o resultado por 100.000. Este

calculo esté discriminado a seguir:

e numero de casos confirmados de dengue no bairro
Incidéncia anual acumulada = — - - x 100.000
populagdo residente no bairro

Os valores de incidéncias foram entdo divididos em 5 estratos: 0, 1 a 100 (incidéncia
baixa), 100 a 300 (incidéncia média), 300 a 1000 e acima de 1000 ( estes dois ultimos
indicam uma incidéncia alta). A escolha destes valores baseou-se nos valores
preconizados pelo Ministério da Saude para os célculos com populacdo de 100.000
habitantes (MSb, 2012).

O geoprocessamento da densidade de fémeas de A. aegypti foi realizado utilizando-
se 0 IMFA médio semanal de cada bairro, o qual foi calculado dividindo-se a somatoria
de todos os IMFA semanais de cada bairro pelo nimero de semanas epidemiolégicas

no ano, como demonstrado na formula a seguir:

> IMFA semanal de cada bairro

IMFA (. irro = y
bairro Numero de semanas no ano

Para avaliar se havia relacdo entre a incidéncia de dengue nos bairros e IMFA médio
de cada bairro, foi realizado o Teste de Correlagéo de Pearson, no programa R (versao
2.13.2).

Além disso, foi realizado o greoprocessamento das armadilhas contendo A. aegypti
infectados, por meio da confec¢gdo de um mapa de pontos. Para isso, obtiveram-se 0s
enderecos de cada armadilha. Com a ajuda do programa Google Earth (versao

6.2.2.6613 para Windows), foram pesquisadas as latitudes e longitudes
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correspondentes a cada endereco e estas, por sua vez, foram convertidas em
coordenadas UTM (Universal Transverse Mercator). Assim, 0 sistema de
coordenadas utilizado foi o UTM, zona 24, SAD 69. A confeccdo do mapa de ponto

também foi realizada no programa Terraview (Verséao 4.2.0).

Para se comparar a taxa de incidéncia entre bairros com e sem presenca de mosquito
infectado, foi utilizado o Teste T de Médias. Para isso, foi realizado primeiramente o
Teste de Kolmogorov-Smirnov, a fim de se verificar a normalidade dos dados. Apos
esta etapa, realizou-se o Teste F para verificar a igualdade de variancias. A partir dos
resultados destes dois testes preliminares, fez-se o Teste T para verificar a igualdade
de taxas de incidéncia nos dois grupos de bairros, supondo variancias desiguais.

Estes testes foram feitos no programa R (versao 2.13.2).

3.9IDENTIFICACAO DOS SOROTIPOS VIRAIS CIRCULANTES
3.9.1 IDENTIFICAGAO DOS SOROTIPOS EM AMOSTRAS HUMANAS

Para a deteccao dos sorotipos do DENV, foram utilizados soros de 261 pacientes com
suspeita clinica de dengue com até cinco dias do inicio dos sintomas, atendidos nos
Postos de Pronto Atendimento da Prefeitura Municipal de Vitéria. No momento da
consulta médica, o sangue foi coletado em tubo a vacuo, sem anticoagulante, enviado
para o Laboratério Central da PMV e centrifugado para a obtencéo do soro. Os soros
foram aliquotados, sendo uma aliquota utilizada para a pesquisa da proteina NS1 e a
outra, armazenada em freezer -70° C e, posteriormente, enviadas em gelo para o
Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI), na Universidade Federal do Espirito Santo,
onde permaneceram armazenados em freezer -70° C, até 0 momento da extracao do
RNA.

3.9.1.1 PESQUISA DA PROTEINA NS1 EM SORO

Para a otimizacéo dos ensaios de deteccdo dos sorotipos virais, 0s soros foram triados
para a presenca de NS1, indicativo de dengue aguda, antes de serem enviados ao
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NDI. Essa triagem foi feita utilizando-se o kit Dengue Early Teste R4pido PanBio®
(Brisbane, Australia), o qual consiste em um ensaio imunocromatogréfico para a

deteccado qualitativa do antigeno NS1.

3.9.1.2 EXTRACAO DO RNA VIRAL

O RNA viral foi extraido a partir de 140uL de soro utilizando o Kit QlAamp viral RNA
(Qiagen, Hilden, Germany) de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNA obtido
foi entdo eluido em 60uL de tampdo AVE (pertencente ao kit) e imediatamente
submetido a reacdo de RT-PCR para a obtencdo do cDNA. O RNA restante foi

armazenado em freezer (-70°C).

3.9.1.3 SINTESE DO CDNA

A transcricao reversa do RNA para cDNA foi feita utilizando-se a enzima Cloned AMV
Reverse Transcriptase (Invitrogen®). O cDNA foi sintetizado a partir de 5uL do RNA
extraido e 15uL de um mix contendo 20 mM de nucleotideos, 20 pmol do iniciador D2
, 0,AM DTT, 40U de inibidor de RNAses, 1,5U da enzima RT-AMV, 4,0uL de tampéao
de hibridizacao, 8,0mM de Mge 2,9uL de agua ultrapura. A mistura entdo foi aquecida

a 42°C por 60 minutos.

3.9.1.4 AMPLIFICACAO DO cDNA POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A amplificacdo do cDNA foi feita de acordo com o protocolo proposto por Lanciotti et
al. (1992), com algumas modificagoes. 1,0pL do cDNA obtido na reagcao anterior foi
adicionado a um mix de volume 19,0uL, contendo: 2,0uL de tampéo 10X, 30mM de
MgClz2, 4mM de nucleotideos,10 picomol de cada iniciador D1 e D2, 1,25 U da enzima
Tag Polimerase (Invitrogen) e 13,75uL de agua ultrapura. A mistura, entdo, foi
submetida a ciclos de variacdo de temperatura, como a seguir: 1 ciclo de 3 minutos a

94°C para desnaturacado, 30 ciclos de 94°C por 35 segundos, 56°C por 1 minuto e
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72°C por 2 minutos para desnaturacdo, anelamento e extensao, respectivamente, e 1
ciclo de 72°C por 10 minutos para extensdo. Na tabela 1, estdo demonstradas as
sequencias de bases de cada iniciador, bem como o tamanho, em pares de bases,

dos produtos amplificados.

3.9.1.5 SEMI — NESTED PCR

Para a detecg&o dos sorotipos virais presentes em cada amostra, o produto de PCR
foi diluido na proporcéao 1:100 em agua milli-Q autoclavada. 4,0uL do produto diluido
foram entdo adicionados ao meio de reacdo com composi¢ao semelhante ao utilizado
na PCR, exceto em relagdo aos iniciadores: O iniciador D1 foi mantido, porém o
iniciador D2 foi substituido por iniciadores sorotipo-especificos, TS1, TS2, TS3 e TS4.
O programa utilizado para a reacéo foi: 1 ciclo de 3 minutos a 94°C para desnaturacao,
18 ciclos de 94°C por 35 segundos, 56°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos para
desnaturacdo, anelamento e extenséao, respectivamente, e 1 ciclo de 72°C por 10
minutos para extensdo. Os produtos da reacdo de Semi-Nested PCR foram
detectados por meio de eletroforese em gel de agarose 2% e corado com brometo de

etideo.

Tabela 1: Sequénciados iniciadores utilizados e tamanho, em pares de bases (bp), dos produtos
amplificados.

Tamanho do segmento

Iniciador Sequéncia amplificado (bp)
D1 5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3' 511
D2 5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3' 511
TS1 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3' 482
TS2 5-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3' 119
TS3 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3' 290
TS4 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3' 392
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3.9.2 IDENTIFICACAO DOS SOROTIPOS VIRAIS EM AMOSTRAS DE MOSQUITOS

Quinzenalmente, os agentes de saude da PMV enviavam ao Laboratério de Dengue
do NDI os mosquitos capturados em armadilhas Mosquitrap®, distribuidas por todo o
territdrio da cidade de Vitoria, armazenados em solucdo de guanidina. Cada tubo
possuia um numero de registro e correspondia a uma Unica armadilha. Os tubos
recebidos foram cadastrados no site do MI-Dengue e, de acordo com a localizagao
das armadilhas, foram agrupados em lotes. Cada lote continha até 20 mosquitos

pertencentes a armadilhas proximas geograficamente.

ApOs o registro dos tubos, os mosquitos foram agrupados em um mesmo microtubo
de 1,5 mL, de acordo com o lote aos quais pertenciam. Cada tubo continha 250uL de
solucéo de lise (Guanidina, Trizol, Tris). Apds o agrupamento dos lotes, 0s mosquitos
foram macerados com auxilio de micropistilos, até que a solucdo se tornasse

homogénea. A partir desta solucao, foi feita a extracdo do RNA.

3.9.2.1 EXTRACAO DE RNA A PARTIR DE AMOSTRAS DE MOSQUITOS

A extracdo do RNA foi feita de acordo com o0 método proposto por Boom et al. (1990).
Para isso, adicionou-se 650uL de solucdo de lise as amostras de mosquitos
previamente maceradas. A solucéo foi entdo homogeneizada por 10 segundos, e

deixada em repouso por pelo menos 1 hora.

Apds o repouso, a solucéo foi centrifugada a 16.000 rpm por 6 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi entdo transferido para novos microtubos de 1,5mL, nos
quais foram adicionados 40uL de solucédo de silica. A solucdo foi homogeneizada por
10 segundos, colocada por 20 minutos em homogeneizador basculante e centrifugada
a 5.000 rpm por 3 minutos. Posteriormente, foram realizadas trés etapas sucessivas
de lavagem, sendo a primeira com 750uL de solucdo de lavagem, a segunda com
750uL de etanol 70% gelado e, a terceira, com 500uL de acetona gelada. Apos cada
uma dessas lavagens, a solugdo era homogeneizada manualmente, centrifugada a
5.000 rpm por 3 minutos e fazia-se o descarte do sobrenadante. Os microtubos foram

aguecidos a 56°C por 10 minutos, para a evapora¢ao do solvente. Apos a evaporacao
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completa, adicionou-se a cada microtubo 50 pL de agua Milli-Q (pré-aquecida a 56°C),
e a solugéo foi homogeneizada manualmente. Foi feita entdo uma incubagéo de 15
minutos a 56°C em termobloco. Apos a incubacéao, foi realizada uma centrifugacéo a
16.000 rpm por 6 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante contendo o RNA
foi entdo aliguotado em microtubo de 0,5mL. O RNA extraido foi imediatamente
utilizado para a confeccédo do cDNA e, o restante, foi armazenado em freezer -70°C.

3.9.2.2 TRANSCRICAO REVERSA DO RNA EM cDNA

A transcricédo reversa do RNA em cDNA foi feita utilizando-se a enzima High Capacity
(Applied Biosystems®). Para isso, 10,0uL de RNA foram adicionados a 10,0uL de uma
mistura contendo 2,0uL de tampao 10x, 50pmol de iniciador D2, 8,0 mM de dNTPs,
1,0U de transcriptase reversa High Capacity e 1,2uL de agua DEPC. O meio de
reacao foi entdo submetido um ciclo de 25°C por 10 minutos, seguido por um ciclo de
37°C por 120 minutos e um ciclo de 85°C por 5 minutos. O cDNA obtido foi entdo
submetido a amplificacdo e tipagem, por meio dos ensaios de PCR e Semi-Nested

PCR, de forma semelhante ao realizado para as amostras humanas.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PACIENTES

Dos 8.713 casos notificados no periodo do estudo, 2.876 foram confirmados pelo
Laboratério Central da PMV, por meio da pesquisa de IgM. Dos 2.876 casos
confirmados, foram resgatados os dados de 2.333 (81,11%) no Sistema Nacional de
Agravos de Notificacdo - SINAN (Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da

Saude) os quais constituiram a populacéo final deste estudo.

Nesta populagédo, foi observada uma ligeira predominancia do sexo feminino em
relacdo ao masculino (54,27% e 45,73%, respectivamente). Em se tratando da cor da
pele, a cor parda foi observada com maior freqiéncia na populacdo estudada
(41,15%), seguida da cor branca (30,34%). Individuos que se declararam negros
contabilizaram 8,40% da amostra e 2,05% se autodeclararam indigenas ou amarelos
(aqui agrupado como “outros”). Em 419 casos (18,06%), a classificagdo quanto a cor

da pele foi ignorada no momento da notificacao.

A idade dos individuos variou de 3 meses a 92 anos, sendo a média de 29,6 anos
(DP: 18,49) e a mediana de 27 anos. Foi observada que a maioria da populagao
acometida por dengue em Vitoria, em 2011, era constituida de individuos acima de 18

anos (64,18%). As frequiéncias de cada faixa etaria estao discriminadas na tabela 2.

No que diz respeito a escolaridade, 654 individuos (28,03%) foram classificados como
tendo baixa escolaridade; 298 individuos (12,77%) haviam completado o Ensino
Fundamental; 406 individuos (17,40%) possuiam Ensino Médio completo e 155
(6,64%) possuiam curso superior concluido. Em 820 casos (35,52%) as informacdes

referentes ao grau de escolaridade ndo foram preenchidas na notificacao (Tabela 2).
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Tabela 2: Caracteristicas sociodemogréaficas dos pacientes portadores de dengue residentes em

Vitoria, ES, no ano de 2011.

Caracteristicas sociodemograficas

N (%)

Sexo
Feminino
Masculino
Cor da pele

Branca
Preta
Parda
Outras

Ignorado
Idade

Até 5 anos

6 al7 anos
18 a 39 anos
40 a 59 anos

60 ou mais
Escolaridade

Baixa

Ensino Fundamental completo

Ensino Médio completo
Ensino Superior completo

Ignorado

1.266 (54,27%)
1.067 (45,73%)

710 (30,34%)
196 (8,40%)
960 (41,15%)
48 (2,05%)
419 (18,06%)

111 (4,75%)
725 (31,07%)
772 (33,09%)
563 (24,13%)
162 (6,96%)

654 (28,03%)
298 (12,77%)
406 (17,40%)
155 (6,64%)

820 (35,52%)

Com relacdo a forma clinica apresentada pelos pacientes avaliados, os dados

mostraram que a grande maioria dos casos confirmados (90,74%) foram classificados

como Dengue Classica, enquanto 6,60% foram classificados como Dengue com

Complicacdes e 2,66% foram classificados como Febre Hemorragica da Dengue.

Nenhum caso de Sindrome do Choque da Dengue foi documentado. A ocorréncia de

hospitalizagéo foi observada em 8,23% dos individuos, sendo que apenas dois casos

de 6bito foram descritos. Estes dados estao descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Aspectos clinicos da dengue ocorrida em Vitéria em 2011.

Aspectos clinicos

N (%)

Classificacdo da Forma Clinica
Dengue Classica

Dengue com Complicacdes
Febre Hemorragica da Dengue
Sindrome do Choque da Dengue
Ocorréncia de Hospitalizac&o
Sim

N&o

N&o informado

Desfecho

Cura
Obito por dengue
Obito por outras causas

Informacédo néo preenchida

2117 (90,74%)
154 (6,60%)
62 (2,66%)

0 (0)

192 (8,23%)
1811 (76,62%)
330 (15,15%)

2186 (93,69%)
2 (0,08%)

0 (0)

145 (6,23%)

4.2 ANALISE DA CORRELACAO ENTRE DENSIDADE DE VETORES E CASOS DE
DENGUE

4.2.1 CORRELACAO TEMPORAL

Com o objetivo de descrever o comportamento da densidade de fémeas de A. aegypti
e 0 numero de casos humanos de dengue, durante o ano de 2011, foi feita a

distribuicdo mensal do niumero de casos e do IFMA (Figura 4).

Considerando os valores de IMFA até 0,15 como satisfatorios, entre 0,15 e 0,30 como
moderados, de 0,30 a 0,60 como alerta e acima deste como criticos pode-se perceber
que durante todo o ano a densidade de mosquito em Vitoria manteve-se acima dos
niveis satisfatérios. Nos meses de janeiro, fevereiro e abril, foram detectados niveis
criticos de IMFA. De junho a outubro, a densidade média de vetores mensal foi
considerada como moderada, retornando ao nivel de alerta nos meses de novembro

e dezembro.
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Com relagéo aos casos de dengue, o periodo de deteccdo compreendeu 0s meses
de janeiro a julho, com o pico do nimero de casos ocorrendo no més de maio, e foi
precedido por aumento na densidade de vetores. A partir de julho, houve deteccéo
esporadica de casos até o final do ano, coincidindo com a queda na densidade de

vetores.

1000 r 15

900 F 1.35
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Figura 4: Namero de casos de dengue e indice Médio de Fémeas de A. aegypti (IMFA),
por més, detectados durante o ano de 2011 em Vitoria.

Para avaliar a correlagaotemporal entre o aumento da densidade de vetores e o
aumento do numero de casos foi realizada a analise de correlacdo cruzada (Figura
5). Os resultados mostraram que a correlacéo entre o IMFA e 0 numero de casos
humanosé observada a partir de um intervalo de 2 semanas entre as 2 variaveis, e 0
valor desta correlagdo atinge um pico maximo por volta de 4 semanas de intervalo.
Ou seja, o aumento na densidade de vetores precede, em aproximadamente um més,

0 aumento do numero de casos.
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Figura 5: Correlagéo cruzada entre o IMFA semanal e o nUmero de casos de dengue por
semana.

Uma vez observada a relacdo entre a densidade de vetores e o numero de casos de
dengue, analisou-se também a relacdo entre a densidade de vetores e as variaveis
climaticas. Em Vitoria, em 2011, observa-se que o periodos de maior precipitacao
pluviométrica corresponderam aos meses de marco e abril e entre outubro e
dezembro, sendo o maior valor encontrado em abril (419,4 mm). Em relacdo a
temperatura, os maiores valores foram observados entre 0os meses de janeiro e abril
e, em relacdo a umidade relativa do ar, foi observado um periodo de maior umidade

do ar entre os meses de fevereiro e abril e entre outubro e dezembro.

Com base nestes dados, nota-se que os maiores valores de IMFA foram observados
nos meses quentes e chuvosos. A representacdo grafica das variaveis climaticas e do

IMFA durante os meses de 2011 esta demonstrada na Figura 6.
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Figura 6: Variaveis climéaticas e densidade de vetores em Vitdria, 2011.

4.2.2 CORRELACAO ESPACIAL

Para avaliar a distribuicdo dos casos de dengue por bairro, foi calculada a incidéncia
anual da doencga por 100.000 habitantes para cada bairro da cidade. Como observado
na figura 6, 24 bairros da cidade apresentaram valores anuais de incidéncia de dengue
acima de 1.000 casos / 100.000 habitantes. Destes, 18 pertencem as geréncias
regionais de Sao Pedro, Santo Antdnio e Maruipe. Vinte e sete bairros apresentaram

valores de incidéncia para dengue entre 300 e 1.000 casos/ 100.000 habitantes. Vale
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ressaltar que, de acordo com o Ministério da Saude, valores de incidéncia acima de
300 / 100.000 habitantes séo considerados altos. Portanto, em Vitoria, em 2011, dos
79 bairros, 51 apresentaram alta incidéncia de dengue. Valores de incidéncia média
(entre 101 e 300 casos / 100.000 habitantes) foram encontrados em 16 bairros da
cidade e apenas 12 apresentaram incidéncia baixa de dengue. Dentre estes bairros
com baixa incidéncia da doenca, encontram-se os bairros Praia do Canto, Mata da
Praia, Ilha do Boi, llha do Frade e Pontal de Camburi. Estes resultados estédo

demonstrados na Figura 7.
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Figura 7: Incidéncia anual de dengue por 100.000 habitantes em cada bairro de Vitoria, em 2011.

Para se conhecer o padrédo de infestacdo por A. aegypti nos bairros de Vitoria, em
2011 foi calculado a média dos IMFA semanais de cada bairro. Para isso, 0 nimero
de fémeas de A. aegypti capturadas por semana, em cada bairro, foi dividido pelo
namero de inspecdes nas armadilhas feitas no mesmo bairro, durante a dada semana.
A média foi entéo calculada por meio do somatério dos IMFA semanais dividido por52
(numero de semanas epidemioldgicas em um ano). Por meio deste célculo, péde-se

perceber que, em 2011, foram observados valores de IFMA considerados como
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“satisfatorio” ou “moderado” em apenas 20 bairros, enquanto 47 (60%) bairros
apresentaram IMFA semanais médios considerados “alerta”. Os valores tidos como
criticos foram observados em 12 bairros. Estes dados estdo demonstrados na Figura
8.

IMFA médio semanal

B - oco crico
|:| Outro municipio (Serra)

G000

Metros

Figura 8: IMFA semanais médios distribuidos por bairro, em Vitoria, 2011.

Por meio da Correlacao de Pearson, néo foi encontrada relacdo entre o IMFA médio
semanal de cada bairro e a incidéncia anual de dengue no bairro (p= 0.848, Figura 9).
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Figura 9: Grafico de dispersao entre incidéncia anual de dengue nos bairros e IMFA.

4.3 CORRELACAO ENTRE PRESENCA DE A. aegypti INFECTADOS POR DENV
E INCIDENCIA DA DOENCA

Para se conhecer a localizacdo das armadilhas as quais possuiam A. aegypti
infectados pelo DENV, o endereco dos lotes positivos foram geoprocessados. Este
geoprocessamento encontra-se demonstrado na Figura 10.

Presenca de mosquitos infectados nos bairras
|:| Presenga de mosquita infectada

[ ] Auséncia de mosquita infectado

I:l Outro municipio (Serra)

* Armadilhas contendo mosquitos infectados

Figura 10: Distribuicdo das armadilhas contendo A. aegypti infectados pelo DENV em Vitoria.
Em amarelo, bairros nos quais foi detectada a presenca de mosquitos infectados. Em bege,
bairros nos quais a presenca de mosquitos infectados néo foi observada.
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Devido ao fato de as analises de infeccdo dos mosquitos terem se iniciado somente
em maio de 2011 e, a positividade de lotes ter sido detectada no periodo
compreendido entre maio e agosto, a correlagcdo entre presenca de mosquitos
infectados no bairro e incidéncia de dengue foi analisada utilizando-se apenas a
incidéncia contabilizada neste periodo. Para isso, os bairros foram divididos em 2
grupos: bairros com a presenca de A. aegypti infectados e bairro sem A. aegypti
infectados. Para a comparacao entre os dois grupos, foi aplicado o Teste T de Médias,
0 qual rejeitou a hipotese de igualdade das médias, ou seja, bairros com presenca de
mosquito infectado possuem maior média de incidéncia de dengue que bairros aonde
nao foi detectada a presenca de vetores infectados (p=0.009). Deve-se ressaltar que
o bairro Jardim Camburi foi excluido da confeccéao do grafico por se tratar de um dado

extremo.

Incidéncia de dengue

A B

Figura 11: Média de incidéncia de dengue em bairros com e sem a presenca de A. aegypti
infectados. Em (A), bairros aonde foi observada a presenca de mosquitos infectados. Em (B),
bairros nos quais nédo foi detectada a presenca de vetores infectados. O bairro Jardim Camburi
foi excluido da analise por ser um dado extremo.

4.3 IDENTIFICACAO DOS SOROTIPOS CIRCULANTES
4.3.1 IDENTIFICAGAO DOS SOROTIPOS EM AMOSTRAS HUMANAS

Para se conhecer os sorotipos do DENV circulantes em Vitoria, foi feita uma

amostragem de soros humanos previamente triados por NS1, os quais foram
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submetidos a técnica de RT-PCR. Estes soros foram coletados nos meses de maio e
junho de 2011. Das 261 amostras de soro humano analisadas, 204 (78,16%) foram
positivas para o virus DENV. Dentre as amostras positivas, 96,65% correspondiam ao
sorotipo DENV-1, enquanto 2,94% foram positivas para o DENV-2. O DENV-3 foi
encontrado em apenas uma amostra e nao foi detectado nenhum caso de infeccao

por DENV-4. Estes resultados encontram-se resumidos na Tabela 4.

Tabela 4: Sorotipos de DENV encontrados em amostras humanas.

Sorotipo NUmero de amostras
DENV -1 197/ 204 (96,56%)
DENV -2 6 /204 (2,94%)
DENV -3 1/204 (0,50%)
DENV -4 0/ 204 (0%)

A Figura 12 corresponde a um gel de agarose 2% feito para a deteccdo dos

fragmentos amplificados na Semi — Nested PCR:

Figura 12: Gel de agarose da etapa de Semi — Nested PCR. Coluna 1: Controle negativo; Coluna
2: Controle positivo DENV-1; Coluna 3: Controle positivo DENV — 2; Coluna 4: Controle positivo
DENV - 3; Coluna5: Branco; Colunas 6 a11: Amostras de pacientes; Coluna 12: Padrao de peso
molecular; Colunas 13 a 16: Amostras de pacientes.
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4.3.2 IDENTIFICACAO DOS SOROTIPOS EM AMOSTRAS DE A. aegypti

A analise da infeccao dos vetores pelo DENV foi realizada entre maio e dezembro de
2011. Durante este periodo, foram analisados 1592 lotes de mosquitos capturados
nas armadilhas distribuidas por Vitéria. Destes, 17 lotes foram positivos para o DENV.
O sorotipo DENV-1 foi encontrado em 82, 35% dos lotes positivos, enquanto 0 sorotipo
DENV-2 foi encontrado em 17,65%. Os sorotipos 3 e 4 ndo foram detectados nos lotes
analisados. A positividade do virus nos mosquitos foi detectada entre os meses de
maio a agosto. A partir da semana 33 (14/08/2011), todos os lotes analisados tiveram

resultado negativo para DENV.

Tabela 5: Sorotipos de DENV encontrados em lotes de A. aegypti.

Sorotipo Nimero de lotes de A. aegypti
DENV -1 14 /17 (82,35%)

DENV -2 3/17 (17,65%)

DENV -3 0/17 (0%)

DENV -4 0/17 (0%)
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5. DISCUSSAO

Na epidemia de dengue ocorrida em Vitoria, em 2011, dos 2.333 casos analisados,
90,74% foram classificados como dengue classica, enquanto 6,60% foram
classificados como dengue com complicacdes e 2,66% como febre hemorragica da
dengue, ou seja, a forma mais grave da doenca. Agrupando os casos de dengue com
complicacbes e febre hemorragica da dengue, observa-se que a 9,26% da amostra
analisada apresentou dengue grave. De acordo com o Ministério da Saude, foi
observada uma tendéncia de aumento no nimero de casos graves de dengue no
Brasil durante a década de 2000, e essa tendéncia foi acompanhada com o aumento
no numero de internacdes por dengue no pais. Em 2010, a taxa de hospitalizacdo por
dengue, no pais, era em torno de 10% (MS, 2010). Na amostra analisada, foi
observada uma ocorréncia de hospitalizacdo em 8,23% dos individuos acometidos
por dengue. Porém, como em 15,15% das notificacdes esta informacao foi ignorada,

nao se pode afirmar a taxa exata de internacdo na amostra estudada.

Foram observados, no estudo, dois casos de 6bito por dengue em Vitdria, no ano de
2011. No Brasil, o niumero de 6bitos por dengue tem mostrado um aumento crescente.
Na década de 90, por exemplo, 0 ano no qual houve o maior nimero de 6bitos por
dengue foi 0 ano de 1999, com 42 mortes contabilizadas. Ja nos anos 2000, esses
nameros chegaram a 656 em 2010, e 482 em 2011 e, desde 2002, os 6bitos por
dengue superam os 6bitos por malaria no pais (MS, 2010). Estes dois casos de 0Obito
na amostra analisada ocorreram em mulheres adultas (43 e 56 anos), que tiveram seu
quadro clinico classificado como “dengue com complica¢des”. De acordo com Moraes
e colaboradores (2013), idade acima de 50 anos, baixa escolaridade, ocorréncia de
hospitalizacdo, aumento dos niveis de hematocrito e residir em zonas rurais Sao
fatores que estdo independentemente associados com 0Obitos por dengue. Apesar de
a mortalidade por dengue estar associada com quadros hemorragicos e choque, as
duas mortes observadas néo foram decorrentes de febre hemorragica da dengue ou
da sindrome do choque da dengue. Sabe-se que a mortalidade em individuos nao
classificados como dengue hemorragica ou como sindrome do choque da dengue
pode ser devida tanto a apresentacao de manifestacées ndo usuais quanto a presenca
de comorbidades. De acordo com Figueiredo (2012), nos ultimos anos, as epidemias
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de dengue em territorio nacional incluiram varios casos atipicos, nos quais houve
manifestagcbes como miocardite, hepatite, meningoencefalite, entre outras, o que pode
explicar o fato de 6,60% de a amostra analisada ter sido classificada como dengue

com complicacoes.

Foi também observado que uma grande proporcado do numero de casos de dengue
confirmados em 2011 em Vitdria, ES, ocorreu entre pessoas com idade igual ou
superior a 18 anos (64,18%). Este dado corrobora os dados de outros estudos
brasileiros, os quais demonstram que a maioria dos casos de dengue reportados
ocorre principalmente entre adultos jovens (Siqueira — Junior et al., 2005, Flauzino et
al., 2009; Cardoso et al. 2011;). De acordo com Halstead (2006), as epidemias de
dengue nas Américas sdo caracterizadas por uma alta incidéncia de casos na
populacdo adulta, e este € um padréo distinto do que é observado no sudeste asiético,
onde tanto formas classicas quanto formas mais graves ocorrem majoritariamente em
criancas. Apesar da maior incidéncia na populacdo adulta, alguns trabalhos
demonstram que, nos ultimos anos, no Brasil, formas mais graves da doenca tém
acometido principalmente criancas (Teixeira et al., 2008; Siqueira — Junior et al., 2004,
Figueiredo, 2012).

No que diz respeito ao sexo, foi detectada uma ligeira predominancia do sexo feminino
(54,27%) na amostra analisada. A maior ocorréncia de dengue entre as mulheres ja
foi demonstrada em outros trabalhos realizados em algumas cidades brasileiras (Alves
et al., 2011; Cardoso et al., 2011; Martelli et al., 2011; Montenegro et al., 2006). Um
maior numero de casos de dengue ocorrendo entre mulheres, no presente estudo,
pode ser explicado por diversos fatores: dentre eles, pode-se citar o fato de, em
Vitoria, haver uma maior proporcéo de individuos do sexo feminino que de individuos
do sexo masculino (53,04% e 46,96%, respectivamente, IBGE, 2012). Além disso,
outras duas hipoteses que poderiam ser levantadas sdo o fato de as mulheres
procurarem mais 0s servicos de salde que os homens, o que levaria a uma maior
frequéncia de notificacdes por dengue entre elas, e o fato de as mulheres
permanecerem mais tempo em ambientes residenciais, locais tidos como principais
habitats do A. aegypti, tornando-as, assim, mais expostas a doenga (Cardoso et al.,
2011).
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No presente estudo, a cor de pele mais freqientemente observada nos individuos
avaliados foi “parda”, seguida da cor “branca”, e estas sdo as cores de pele mais
prevalentes na populacdo residente na capital capixaba. De acordo com o Censo
2010, 47,39% da populacédo residente em Vitoria se consideram “branca” e 42,33%
se considera “parda” (IBGE, 2012).

Com relacdo ao numero de casos de dengue detectados ao longo do ano, observou-
se que o periodo no qual houve um maior numero de casos da doenca foi entre os
meses de janeiro a julho, atingindo um pico no més de maio. De fato, Camara e
colaboradores (2007) descreveram que, durante os anos de 1986 e 2003, em todas
as cinco regides brasileiras, a maior taxa de notificacdes por dengue ocorreu no
primeiro semestre do ano. Segundo 0s mesmos autores, n0s meses em que a
temperatura cai, na segunda metade do ano, a incidéncia de casos da doenca diminui
significativamente. Contudo, isto ndo concorre para interromper a transmissao.
Corroborando este achado, estudos mais recentes, realizados em diferentes cidades
brasileiras, também descreveram um maior nimero de casos no primeiro semestre
(Pessanha et al., 2012; Eiras & Rezende, 2009; Sousa, 2012).

Em relacdo a densidade de vetores, é importante destacar que os maiores valores
encontrados foram nos meses de janeiro, fevereiro e abril, ou seja, os maiores indices
vetoriais precederam o0 pico de casos de dengue em aproximadamente quatro
semanas. Esta relacao temporal foi também demonstrada em trabalhos anteriores. No
estudo de Barbosa & Lourenco (2010), por exemplo, foi observado que em 2006 e em
2007, o pico da epidemia de dengue da cidade de Tupa (SP) ocorreu dois meses apos
0 pico dos indices larvarios. JA Melo e colaboradores (2012), ao avaliarem trés
diferentes metodologias de pesquisa de vetores, reportaram que maiores densidades
de ovos de A. aegypti ocorreram ha mais de 200 dias antes do aparecimento de
clusters de dengue, enquanto maiores densidades de formas adultas precederam os
casos de dengue em aproximadamente 80 dias, sugerindo que a pesquisa de formas
adultas de A. aegypti seja a uma forma mais precisa de se prever o aparecimento de
casos. Entretanto, Hondrio e colaboradores (2009), ndo observaram relacdo temporal
entre os indices entomolégicos e o nimero de casos de dengue, quando avaliadas
trés diferentes regides da cidade do Rio de Janeiro. Da mesma forma, Mendez e

colaboradores (2006), ndo observaram relacdo entre aumento de indices
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entomoldgicos e aumento da incidéncia da doenga. Por outro lado, estes mesmos
autores demonstraram que aumento nas taxas de infeccdo de mosquitos estava

associado com aumento nas taxas de infec¢cdo de humanos no trimestre seguinte.

Apesar de, neste trabalho, ndo ter sido aplicado um método estatistico para se avaliar
a relacdo entre condicdes climaticas e densidade de vetores, nota-se que o periodo
no qual houve maiores capturas de fémeas adultas de A. aegypti foi o periodo mais
quente e chuvoso de 2011. A influéncia dos fatores climéticos na biologia do A. aegypti
tem sido investigada em diferentes estudos. Schoof (1967), por exemplo, defende a
hipétese de que altas umidades aumentam a longevidade dos A. aegypti. Ribeiro e
colaboradores (2006) reportaram que a pluviosidade ndo sO6 aumenta
consideravelmente a quantidade de criadouros disponiveis para o desenvolvimento
das formas imaturas do vetor, mas também gera condigcbes ambientais mais

apropriadas para o desenvolvimento de adultos.

Além da influéncia do clima na proliferacdo e desenvolvimento dos vetores, Thu e
colaboradores (1998), demonstraram que as condigbes climéticas influenciam
também a infeccdo dos mosquitos pelo DENV. Segundo estes autores, as
temperaturas e umidades relativas de estacfes chuvosas favorecem a multiplicacéo
viral nos mosquitos. Somando-se a isso, Focks & Chadee (1997) relataram que, em
temperaturas mais altas, fémeas infectadas teriam mais chance de completar o
periodo de incubacdo extrinseco. De fato, em nosso estudo foi observado que,
maiores densidades de formas adultas do vetor foram encontradas nos periodos
guentes e chuvosos, sendo sucedidas por um aumento no numero de casos. Segundo
Halstead (2008), temperaturas mais altas, em conjunto com altas taxas de umidade
relativa, aumentam a freqiéncia de repasto sanguineo por parte das fémeas,
aumentando assim a probabilidade de transmissédo de dengue. Entretanto, como em
2011 o monitoramento da infeccdo dos mosquitos na cidade de Vitoria iniciou-se em
maio, no presente estudo ndo foi possivel investigara relacdo entre a presenca de
mosquitos infectados e condi¢des climaticas.

Ao se realizar o geoprocessamento do numero de casos de dengue da incidéncia de
dengue por bairro, foi observado que, a maioria dos bairros com alta incidéncia da

doencga encontravam-se em regides com menor poder socioeconémico e, dentre 0s
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bairros com baixa incidéncia de dengue, muitos estdo localizados em regides mais
nobres da cidade. Estudos realizados em diferentes cidades do Brasil tém reportado
a associacao entre ocorréncia de dengue e piores condicdes socioecondmicas. Braga
e colaboradores (2010) demonstraram que, em Recife, as taxas de soroprevaléncia
da doenca foram inversamente proporcionais as condigcdes econdémicas de cada
regido estudada. Os autores sugerem que esta diferenca possa ser devida a maior
proporcao de apartamentos nas areas mais nobres, visto que residir em casa, € nao
em apartamentos, foi considerado um fator de risco para se contrair a doenca. Essa
maior ocorréncia de dengue em regiées mais pobres também ja foi observada em
outros estudos, como o de Caiaffa e colaboradores (2005), em Belo Horizonte e o de
Siqueira — Junior (2001), em Goiania. Em outros trabalhos, no entanto, essa
associacao nao foi encontrada (Machado et al., 2009; Teixeira et al., 2002; Teixeira &
Cruz, 2011). Porém, € importante ressaltar que, como nosso estudo baseou-se na
incidéncia de casos de dengue confirmados pelo laboratério da Prefeitura Municipal
de Vitdria, a incidéncia da doenca nos bairros mais economicamente privilegiados
pode ter sido subestimada, provavelmente devido ao fato da maioria dos moradores

destes locais ndo fazerem uso do servigo publico de saude.

Embora, neste estudo, tenha sido encontrada correlacéo temporal entre densidade de
vetores e a ocorréncia de casos de dengue, 0 mesmo nao foi observado quando foi
avaliada a correlacdo espacial. De fato, a ndo relacao espacial entre a densidade de
vetores e uma maior ocorréncia de dengue ja havia sido descrita em outros trabalhos,
como o de Barbosa & Lourenco (2009) e o de Hondrio e colaboradores (2009). Neste
altimo estudo, os autores demonstram a ocorréncia de casos de dengue em
residéncias localizadas em areas com baixa densidade de mosquito. Diante deste
fato, os autores defendem que, provavelmente, a infeccdo € contraida em outros
locais que nédo as residéncias. Porém, os mesmos autores reforcam que a falta de
associacao entre presenca de vetores e casos de dengue deve ser mais bem avaliada,
levando em consideracdo ndo somente a densidade de mosquitos, mas também a
presenca de mosquitos infectados nos locais. A despeito destes fatos, Pessanha e
colaboradores (2012), encontraram associagdo significativa entre quantidade média
de ovos e indices larvarios e incidéncia de dengue, do ano seguinte,em diferentes

distritos sanitarios de Belo Horizonte.
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Apesar da associagao espacial entre densidade de vetores e incidéncia de dengue
nao ter sido observada, houve uma relagéo significativa entre a incidéncia da doenca
e a presenca de A. aegypti infectados pelo DENV, ou seja, bairros com presenca de
mosquito infectado tém maior incidéncia de casos de dengue. A relacao espacial entre
vetores infectados e individuos com dengue foi reportada por Yoon e colaboradores
(2012). Neste estudo, foi demonstrado que as taxas de A. aegypti infectados por
DENV eram significativamente maiores em locais com clusters de criancas portadoras

de dengue que em locais com clusters de criangas sem a doenca.

Além de analisar a relacdo espacial e temporal entre casos de dengue e densidade
de vetores, neste estudo foi também realizada a identificacdo dos sorotipos
circulantes, tanto em humanos quanto em A. aegypti. Os resultados mostraram que,
em 2011, o sorotipo mais prevalente em Vitéria, foi DENV-1 (encontrado em 82,35%
dos lotes positivos de A. aegypti e em 96,56% das amostras humanas positivas para
DENV). Este dado corrobora os dados do Ministério da Saude, os quais demonstram
que o DENV-1 foi o sorotipo de DENV mais encontrado em todas as cinco regides do
Brasil de janeiro a junho de 2011. Na regido sudeste, este sorotipo foi detectado em
89,8% das amostras humanas positivas analisadas (MS, 2011).

A transmissdo de dengue no Brasil vem apresentando um padrdo marcado por ciclos
de predominio de um determinado sorotipo do virus. Na década de 2000, cada ciclo
foi caracterizado por novos periodos de alta transmissdo da doenca apoOs cada
mudanca no sorotipo circulante. Além da ocorréncia de epidemias de grande
magnitude, a alternancia de sorotipos predominantes tem levado a importantes
alteracdes na epidemiologia da doenca (MS, 2010). No presente estudo, 0s sorotipos
encontrados em amostras de A. aegypti foram os mesmos encontrados em amostras
humanas (DENV-1 e DEN-2), com exce¢ao de um unico caso humano no qual foi
detectado o DENV-3, sorotipo o qual ndo foi detectado em nenhum lote de vetores, o
que pode sugerir uma infeccdo adquirida em outro municipio do estado do ES, visto
que o Ministério da Saude reportou a circulagdo dos sorotipos DENV-1, DENV-2 e
DEN-3 no Espirito Santo em 2011 (MS, 2011).

Apesar de o DENV-4 ter sido detectado no Brasil em 2010 (Temporao et al., 2011)e,

em 2011, sua presenca ter sido reportada em diversos estados brasileiros (Nogueira&
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Eppinghaus, 2011), sua entrada no Espirito Santo s6 ocorreu em 2012, ndo tendo
sido, portanto, detectado nem em humanos e nem em lotes de A. aegypti no estudo

em questao.

A concordancia entre os sorotipos encontrados em humanos e em vetores ja foi
observada em outros trabalhos, como o realizado por Garcia — Rejon e colaboradores
(2008) em Merida, México e o realizado por Guedes e colaboradores (2010) em
Recife, Pernambuco. Neste ultimo, foi observada a presenca dos mesmos trés
sorotipos em vetores e em humanos em 2005. Entretanto, em 2006, havia trés
sorotipos em circulacao nos vetores, mas apenas dois sorotipos foram detectados em
amostras humanas. No trabalho de Urdaneta e colaboradores (2004), o principal
sorotipo responsavel pela epidemia de dengue em Maracay, Venezuela, em 2001, foi
o DENV-3. Este mesmo sorotipo foi detectado em 84,6% dos lotes positivos de A.
aegypti coletados na vizinhanca onde residia pacientes com dengue. Ja Yoon e
colaboradores (2012) reportaram uma similaridade entre o sorotipo de DENV
encontrado em criangcas com dengue e o sorotipo do virus encontrado em amostras

de A. aegypti coletadas nas casas das mesmas criancas.

Em resumo, o presente estudo destaca a importancia da vigilancia entomoldgica
constate para a predicéo de possiveis epidemias de dengue. Além disso, este estudo
demonstra também que, tdo importante quanto monitorar a densidade de vetores, é
investigar a presenca de vetores infectados nas cidades. Por fim, € importante
ressaltar que estudos que combinam dados entomoldgicos e epidemiologicos sao

indispensaveis para um melhor entendimento da dengue.
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6. CONCLUSOES

Por meio do presente estudo, foi possivel concluir que:

- A epidemia de dengue ocorrida em Vitoria, em 2011, atingiu principalmente
individuos acima de 18 anos e houve uma ligeira predominancia de mulheres na

amostra analisada;

- No periodo estudado, aproximadamente 10% dos casos foram classificados como

formas mais graves de dengue e foram contabilizados dois 6bitos;

- Durante todo o ano de 2011 a cidade de Vitoria possuia indices médios de fémeas

de A. aegypti acima dos considerados satisfatorios;

- O aumento da densidade de vetores ocorreu em periodos de maior temperatura e

pluviosidade e precedia em quatros semanas 0 aumento do nimero de casos;
- N&o houve relacdo espacial entre casos de dengue e densidade de vetores;

- Bairros onde foram encontrados A. aegypti infectados possuiam maior incidéncia de

dengue;

- O sorotipo circulante em Vitéria, em 2011, foi predominantemente o DENV-1, tanto
em humanos quanto em mosquitos, seguido pelo DENV-2 encontrado em menor

proporgao.
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