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RESUMO

A dengue é uma doenca de grande importancia nas Américas, sendo endémico por décadas e
tendo ja apresentado quatro sorotipos no pais. Sua disseminag¢do por mosquitos vetores torna
dificil seu controle. O municipio de Feira de Santana, localizado no estado da Bahia, apresenta
um numero significativo de casos todos 0s anos, ndo somente para dengue como também para
outras arboviroses, demostrando ser uma regido endémica. Dessa forma, se faz importante
realizar uma vigilancia periddica da doenca, utilizando os diagnosticos sorologico e molecular.
Esse estudo objetivou descrever a epidemia de dengue ocorrida no ano de 2019 no municipio
de Feira de Santana. Foram coletadas amostras biologicas de pacientes de Feira de Santana e
enviadas a Fiocruz-BA para diagnostico. Nos testes soroldgicos foram realizados a deteccdo do
anticorpo IgM e do antigeno NS1. Nos testes moleculares a procura foi pela presenca do RNA
do virus da dengue. Foram incluidos 977 participantes nesse estudo, todas as amostras foram
testadas por métodos soroldgicos, tanto utilizando o anticorpo IgM, sendo 253 (25,90%)
positivas para dengue, ou o antigeno NS1 sendo 392 (40,12%) positivas. Para o diagnéstico
molecular 873 amostras foram testadas, sendo detectado a presencas de DENV em 102
(11,68%). Para o sequenciamento foram escolhidas 19 amostras, nelas foi encontrado a
presenca do DENV-1 gen6tipo V e DENV-2 gendtipo 111 mostrando persisténcia do virus na
regido, assim como, a introducdo de um novo clado. Também foram descobertas mutagdes em
alguns genes de proteinas estruturais e ndo estruturais. Assim, mostrando a importancia da
vigilancia epidemioldgica e genbmica para investigacdo de epidemias ou surtos, auxiliando os
6rgdos de saude a tomarem medidas para resolucao dos atuais e futuros problemas de saude
publica.

Palavras-chave: DENV. Sorologia. Biologia molecular. Sequenciamento. Epidemiologia.
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ABSTRACT

Dengue is a disease of great importance in the Americas, being endemic for decades and having
already presented four serotypes in the country. Its spread by vector mosquitoes makes its
control difficult. The municipality of Feira de Santana, located in the state of Bahia, has a
significant number of cases every year, not only for dengue but also for other arboviruses,
demonstrating that it is an endemic region. Thus, it is important to carry out periodic
surveillance of the disease, using serological and molecular diagnoses. This study aimed to
describe the dengue epidemic that occurred in 2019 in the municipality of Feira de Santana.
Biological samples were collected from patients in Feira de Santana and sent to Fiocruz-BA for
diagnosis. In the serological tests, the detection of the IgM antibody and the NS1 antigen were
performed. In molecular tests, the search was for the presence of RNA from the dengue virus.
977 participants were included in this study, all samples were tested by serological methods,
either using the IgM antibody, with 253 (25.90%) positive for dengue, or the NS1 antigen, with
392 (40.12%) positive. For the molecular diagnosis 873 samples were tested, being detected
the presence of DENV in 102 (11.68%). For sequencing, 19 samples were chosen, in which the
presence of DENV-1 genotype V and DENV-2 genotype |11 was found, showing persistence of
the virus in the region, as well as the introduction of a new clade. Mutations have also been
discovered in some structural and non-structural protein genes. Thus, showing the importance
of epidemiological and genomic surveillance for the investigation of epidemics or outbreaks,
helping health agencies to take measures to solve current and future public health problems.

Keywords: DENV. Serology. Molecular biology. Sequencing. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO / JUSTIFICATIVA

A dengue € uma doenca viral transmitida por artropodes, tendo o Aedes aegypti como o
de maior importancia nas américas, sendo ocasionada pelo virus da dengue (DENV) que
compreende quatro sorotipos diferentes, sdo eles DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4
(DENV1-4) (GUZMAN; HARRIS, 2014). O Aedes aegypti costuma se alimentar de néctar,
porém, os mosquitos feméas passam a consumir sangue de animais vertebrados quando
necessitam amadurecer seus ovos, fazendo dela a responsavel pela transmissdo do DENV. Para
que consiga infectar os hospedeiros, 0 mosquito se contamina através da alimentacdo do sangue
de algum vertebrado que ja possua copias virais suficientes do DENV. O virus adentra o sistema
do vetor até chegar no intestino médio, onde possuem células com receptores que reconhecem
as copias virais, dessa forma conseguem penetrar e comegar a replicacdo. O DENV entdo passa
para a hemocele onde consegue acesso aos demais 6rgao do vetor. Apartir disso as clpias
infectantes também se apresentam nas glandulas salivares do mosquito tonando-o capaz de
infectar os demais vertebrados assim que for se alimentar novamente (CHOUIN-CARNEIRO;
SANTOS, 2017). O virus da dengue apresenta acido ribonucleico (RNA) de fita simples com
polaridade positiva, pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus (VASILAKIS;
WEAVER, 2008).

A principal forma de transmissdo da dengue ocorre através das interagBes entre

artropodes, pessoas e virus (GUZMAN; HARRIS, 2014). No entanto, também pode ocorrer
através da transmissdo vertical onde os pais acabam transmitindo para seus filhos. Embora mais
rara € um importante forma de manutencédo do virus no hospedeiro e ndo deve ser subestimada
pois através dessa forma o DENV consegue se manter presente mesmo que haja épocas com
pouca quantidade de vetores (LEQUIME; PAUL; LAMBRECHTS, 2016).
Alguns dos sintomas da dengue sdo febre alta stbita, cefaleia, artralgia, eritema, mialgia e dor
retro-orbital. Pacientes com dengue podem se encaixar em trés niveis de gravidade, dengue sem
sinais de alerta (DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e dengue grave (DG) (WHO,
2009).

Os diferentes sorotipos DENV1-4 foram isolados de humanos em localidades e anos
diferentes, sendo as cepas DENV-1 e DENV-2 no ano de 1944, no Havai e na Nova Guing,
respectivamente, enquanto as cepas DENV-3 e DENV-4 nas Filipinas em 1957 (GOULD;
SOLOMON, 2008). No Brasil houve as introdugdes dos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-
3 nos anos de 1981, 1990 e 2000, respectivamente, o0 primeiro sendo isolado no estado de

Roraima onde pode ter se espalhado para outros estados incluindo o Rio de Janeiro onde
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ocorreram os isolamento das cepas DENV-2 e DENV-3 (SIQUEIRA et al, 2005; NOGUEIRA
et al, 2001; TEIXEIRA et al, 2005). O sorotipo DENV-4 foi introduzido no Brasil em 1982 no
municipio de Boa Vista, posteriormente reintroduzido no ano de 2010 nas cidades Boa Vista e
Canta localizadas no estado de Roraima (TEMPORAO et al, 2011).

A dengue é um problema de satde publica no Brasil desde 1986, ocorrendo epidemias
anualmente desde entdo (NOGUEIRA et al, 2001). O municipio de Feira de Santana apresenta
um historico de epidemias por arboviroses, ja tendo ocorrido surtos de Zika, Dengue e
Chikungunya em anos anteriores (CERQUEIRA et al, 2003; MALTA et al, 2017).

Com os diversos surtos por arboviroses ocorridos em Feira de Santana, mostrando que
essa é uma regido favoravel para disseminacado de arboviroses, devido ao seu clima ou por conta
de fatores humanos como a urbanizacdo, estudos epidemiolégicos com foco molecular sdo
importantes. Através do sequenciamento do genoma viral e de andlises evolutivas podemos
estudar a persisténcia de cepas ja existentes ou introducdo de novas cepas e assim delinear

estratégias para lidar com as provaveis emergéncias de novos surtos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DENGUE VIRUS

O DENV é um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus e
apresenta RNA de fita simples sentido positivo. Esse acido nucleico é traduzido em trés
proteinas estruturais (capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E)) e sete ndo estruturais,
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 1) (OHAINLE et al, 2011; VASILAKIS;
WEAVER, 2008).

Cada uma dessas proteinas virais possui um papel importante, desde a fixagao e entrada
do virus nas células do hospedeiro, até suas funcdes de replicacdo e evasdo. A proteina do
envelope € a responsavel pela formatacdo externa do virus, reconhecimento dos receptores
presentes nas células alvo, assim como sua adeséo e liberacdo do RNA viral ao citosol dessas
mesmas células (CAMPOS et al, 2017; MODIS et al, 2004).

A prM esta envolvida com o processo de maturacdo do virus antes da sua introducéo e
adesdo do virus maduro a célula hospedeira (YU, | et al, 2009; YU, I. et al, 2008; ZHANG et
al, 2012). A proteina C € essencial para o desenvolvimento do nucleocapsideo, envolvido no
empacotamento do RNA viral (IVANYI-NAGY et al, 2008; SAMSA et al, 2009).

A proteina NS1 desempenha uma funcdo muito importante dificultando a neutralizacdo
do DENV pelos anticorpos do sistema imunologico, além disso pode ser envolvida na
replicacdo do virus. Essa proteina pode ser encontrada tanto na superficie da célula ou mesmo
em meio extracelular (FLAMAND et al, 1999; GUTSCHE et al, 2011). Como ela também esta
presente no plasma, pode ser utilizada como forma de diagndstico no inicio da infeccdo
(DATTA; WATTAL, 2010; FAUZIAH MD KASSIM et al, 2011).

A proteina NS2a possui diversas fungdes distintas, esta envolvida na replicacao viral,
montagem do virus, patogénese e em formas de evadir o sistema imunoldgico do hospedeiro.
(BHARGAVI et al., 2018). Ja a proteina NS2b consegue inibir a sintese de interferon do tipo |
(IFN-0) pelo hospedeiro e assim, evadir uma provavel resposta do sistema imune, porém seu
papel principal é como cofator da protedlise de proteinas virais(AGUIRRE et al, 2017,
FALGOUT et al, 1991).

Além de possuir o sitio de ligagdo sSRNA, a proteina NS3 atua de varias formas,
podendo operar como uma protease, ATPase, RTPase ou RNA helicase nas diversas etapas da
replicacéo e splicing viral. (LUO et al, 2008; SINGLETON; WIGLEY, 2002; SWARBRICK
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et al, 2017; TEO; CHU, 2014; XU et al, 2005). As proteinas NS4a e NS4b participam do
complexo de replicagdo do DENV (ZOU et al, 2015).

A proteina NS5 funciona realizando as catalises necessarias para a replicacdo do
genoma do virus, em concordancia com NS3, essas reacoes sdo otimizadas. Uma dessas reacoes
€ pré-requisito para o capeamento da extremidade 5° do RNA (LIU et al, 2010). A extremidade
Cap-5’ possui um papel de garantir RNA viral ndo seja danificado, sendo mais uma forma de
evasdo do sistema imune (CHANG et al, 2016). NS5 também e responsavel pela estimulagéo
das NTPases e RTPases ja que trabalha junto com a proteina NS3 (YON et al, 2005). NS5 pode
ser encontrado no nucleo da célula do hospedeiro onde se utiliza dos recursos necessarios para
realizar o splicing (MAIO et al, 2016).

Estrutural Ndo Estrutural
N528 NS4A
5'NCR[ ' [ ] ; =1 - 3'NCR
C peM £ NS1 NS2A NS4 NS4B NS5
Encapsidacao de Inibicdo da .Inipigéo da RNA polimerase
RNA sinalizacdo de 5"_13"25930 de Metiltransferase
interferon interferon Inducdo de interleucina-8

Serina protease {com NS28) Atividade de localizacao nuciear

Helicase
RNA trifosfatase

Fixacao e fusdo celular
Principais epitopos imunologicos

Figura 1 - Estrutura proteica do DENV.
Fonte: (Adaptado de VASILAKIS et al, 2011)

O DENV possui quatro sorotipos conhecidos atualmente, todos isolados a partir de
amostras de seres humanos. Os sorotipos sdo cepas virais que se diferenciam quanto a forma
da resposta imunolégica gerada pelo hospedeiro, ou seja, eles sdo tao diferentes entre si que o
sistema imune produz anticorpos especificos para cada sorotipo, apesar de existir reacéo
cruzada entre eles (FERGUSON; ANDERSON; GUPTA, 1999; GOULD; SOLOMON, 2008).

Os sorotipos surgiram a partir da evolucdo independente e separada de diferentes
linhagens do DENV, provavelmente a partir de cepas silvaticas circulando em primatas néo
humanos (WEAVER; VASILAKIS, 2009). Devido a alta taxa mutacional do virus, causada
pela falta de funcdo de correcdo de erros da enzima de replicagdo do RNA (RpRd), essas

mutac¢des foram sendo acumuladas ao longo de milhares de anos (HOLMES; TWIDDY, 2003).
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2.1.1 Impacto mundial

O surgimento da dengue é estimado em aproximadamente 1000 anos atras,
correspondendo aos primeiros relatos de doencas com sintomas semelhantes aos que a dengue
apresenta hoje. Muito provavelmente a dengue possuia apenas um ciclo silvatico envolvendo
macacos dos continentes africano e asiatico, estudos sugerem que a dengue pode ter sido
originada na Africa devido a dois fatores principais, a varios outro flavivirus terem nascido la
e a provavel origem do Aedes aegypti ter sido nesse continente. Outros estudos revelam que ha
uma presenga de quatro sorotipo da dengue tanto em humanos quanto macaco em regides da
Asia e por conta dessa provavel ligagao ¢ sugerido que o virus possa ter vindo desse continente
(HOLMES; TWIDDY, 2003). A cada 10 anos, no nimero médio anual de casos notificados de
DENV no mundo aumenta. De 1990 a 1999 esse numero foi de 479.848 casos, em
contrapartida, de 2000 a 2008 foi de 1.656.870 casos. No ano de 2008, 69 paises do Sudeste
Asidtico, Pacifico Ocidental e das Américas registraram atividade da dengue (WHO, 2011).

Do total da populacdo global que corre risco de adquirir dengue, 1,8 bilhdo vive
nas regides Sudeste Asiatica e Pacifico Ocidental, correspondendo a quase 75% dos casos que
ocorrem no mundo (WHO, 2009).

Nas Américas ap0s 0s anos 70, as campanhas de vigilancia e controle de vetores
ndo foram mantidas como em anos anteriores ocasionando em reintrodugdo de mosquitos nas
regides e posteriormente diversos surtos. Com essa auséncia no controle, a doenca se espalhou
cada vez mais no continente se tornando endémica em varios paises. Atualmente os quatro
sorotipos do DENV (DENV 1-4) circulam no continente (WHO, 2009).

2.1.2 Transmissao

A transmissdo do DENV ocorre principalmente através de dois ciclos, um silvatico e
outro urbano. No ciclo silvatico os vetores infectados interagem com outros animais tornando-
0s animais reservatorios. Posteriormente 0s mosquitos ndo infectados se alimentam do sangue
desses animais e adquirem o virus se tornando infectados. Outro participante desse ciclo sdo o0s
humanos, os vetores infectados, ao picar um individuo saudavel, infectam-no, esse individuo
agora pode acabar se deslocando para outros lugares e dessa forma espalhar localmente a
doenca através de mosquitos ndo infectados desse novo local. Por vezes, individuos infectados

viajam para centro urbanos onde outro mosquitos ndo infectados interagem com o infectado
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adquirindo o virus e transmitindo a outras pessoas, resultando no ciclo urbano (Figura 2)
(VASILAKIS et al, 2011).

Aedes luteocephelus (Oeste da Africa)

Aedes oegypt subsp. aegypti {Trogicos)
Aedes furcifer {Oeste da Africa) Aedes olbopictus {Trépicos)

Aedes niveus spp. (Sudests da Africa) Aedes polynesiensis (Palinésia)

Aedes furcifer [Oeste da Africa)

Asdes atbopictus (Sudeste da Africa)

Nisicar Mf WiA—

Ciclo Silvestre Zona Rural Ciclo Humano

Figura 2 - Ciclos de transmisséo da dengue.
Fonte: (Adaptado de VASILAKIS et al, 2011)

A principal espécie responsavel pela transmissdo nas américas o Aedes aegypti
(GUZMAN; HARRIS, 2014). Porém outros vetores também séo capazes de disseminar o virus,
Aedes albopictus presente também nas Américas além da Europa, Africa e ilhas do Pacifico,
Aedes scutellaris localizado nas ilhas ao leste da Indonésia e Aedes katherinensis ao norte da
Australia (Figura 3) (FENG; VELASCO-HERNANDEZ, 1997).
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Figura 3 - Vetores Ae. aegypt (a esqueda) e Ae. albopictus (a direita).
Fonte: (LWANDE et al., 2020)

O Aedes aegypti ndo apresenta uma caracteristica de se distanciar mais que 100 metros

de onde vivem, quando ha presenca de humanos, entdo as pessoas possuem um papel importante
para a disseminacdo da doenca para locais mais distantes. Os individuos infectados vao a outros
locais onde pode-se haver vetores ainda nédo infectados e a partir da interagdo entre eles, o
mosquito agora consegue espalhar a doenca naquela regido (STODDARD et al, 2013).
Fatores ambientais também podem colaborar para 0 aumento de casos de infeccGes por DENV.
Ambientes urbanos onde ha grande niumero de pessoas e moradias muito proximas umas das
outras favorecem o ciclo de reproducéo do virus (STODDARD et al, 2013; YOON et al, 2012).
Além disso, fatores climaticos como alta taxa de precipitacdo, umidade e temperatura elevada
colaboram diretamente para a reproducdo do Aedes aegypti (HALES et al, 2002; GLASSER,;
GOMES, 2002).

Com tudo, também existem outras formas de contagio que nao seja por picada do vetor
infectado, a exemplo a transfusdo sanguinea (LANTERI; BUSCH, 2012). H& também a
transmisséo vertical, acontece quando gravidas adquirem o virus e transmite para o bebe por
via transplacentaria, ocorre mesmo que a gestante ndo desenvolva sintomas. O diagnéstico é
realizado com a detecc¢do de anticorpos IgM ja que ndo atravessam a placenta (PERRET et al,
2005).
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2.1.3 Manifestac6es clinicas

Entre os sintomas causados pela dengue estdo febre, cefaleia, nduseas, vomitos, dor
abdominal, dor retro-orbital, mialgia, artralgia, eritema, manchas pelo corpo podendo ser
petequeais ou semelhante a placas (GONZALEZ et al, 2005; WHO, 2009).

Manifestagdes neuroldgicas podem acometer pacientes infectados, principalmente
quando o paciente apresenta um quadro hemorragico (GULATI; MAHESHWARI, 2007).
Dentre essas manifestacOes estdo meningite, encefalopatias e encefalites. As encefalopatias séo
as mais comuns dentre as trés, podem ser causadas por edema cerebral, hemorragias cerebrais
ou sistémicas, insuficiéncia renal ou hepética, choque prolongado, entre outros. (CAROD-
ARTAL et al, 2013; SOLOMON et al, 2000).

A sindrome de Guillain-Barré também pode surgir como uma rara consequéncia da
infecgdo por DENV, essa sindrome acomete 0s neurdnios do sistema nervoso periférico através
de uma reacdo inflamatdria autoimune que aos poucos os desmieliniza, dentre os sintomas
decorrentes podem surgir arreflexia, paralisia motora, parestesia distal e disestesias (QURESHI
etal, 2012; MALTA et al, 2017).

Em uma antiga classificacdo dos niveis de gravidade da dengue podia-se ordenar em
dengue classica ou febre da dengue e dengue hemorragica (DH) ou sindrome da dengue (SCD).
A cléssica é caracterizada por febre aguda concomitante a cefaleia, dores retro-orbitais,
musculares e nas articulac@es, entre outros sintomas mais brandos (CASALI et al, 2004). A
dengue hemorragica apresenta, além dos sintomas presentes na classica, febre ainda mais alta,
hepatoesplenomegalia, hemorragia advinda de extravasamento capilar ou das mucosas. A SCD
poderia vir como uma consequéncia da DH e apresentava alguns sinais e sintomas a mais como
insuficiéncia circulatoria, pele fria, hipotensdo, ascite e derrame pleural (LIBRATY et al, 2002;
SINGHI; KISSOON; BANSAL, 2007).

A partir de 2009 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) fez alteracbes nessas
classificacfes que passaram a ter trés niveis de gravidade. Dengue sem sinais de alarme (DSSA)
sendo bem semelhante a antiga dengue classica. Dengue com sinais de alarme (DCSA)
apresentando alguns sintomas como dor no abdémen de forma continua e intensas, nauseas,
émese, letargia ou inquietacdo, sangramento por mucosas, alem de alguns sinais como acumulo
de liquidos, aumento do hematocrito e diminuigdo das plaquetas. E dengue grave (DG) onde
nessa fase o paciente pode apresentar insuficiéncia respiratdria, hemorragia importante por
perda de plasma, podendo levar a choque hipovolémico (Figura 4) (VERDEAL et al, 2011;
WHO, 2009).
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Figura 4 - Nova classificagdo dos niveis de gravidade da dengue.
Fonte: (Adaptado de WHO, 2009)

2.1.4 Resposta imune

Para iniciar o processo de resposta imune contra o virus da dengue, primeiramente esse
virus precisa adentrar algum tipo celular como macr6fagos, mondcitos, células dendriticas,
linfécitos B ou células endoteliais. Essa resposta pode ser dada de algumas formas distintas
através da resposta imune inata e adaptativa (LOBO et al, 2014).

Na resposta inata as células infectadas sinalizam para as adjacentes sobre seu estado,
para que essas deem inicio a medidas de precaugdao como producao de Interferon (INF) a e B.
O INF pode ser secretado para o meio extracelular, servindo de sinalizacdo sobre a invaséo e
utilizado dentro das préprias células quando as ainda saudaveis forem infectadas, impedindo o
maximo possivel que o virus se replique (SILVA; GIL; OLIVEIRA, 2013). As células
dendriticas, responsaveis por grande parte da producao de INF-o, também produzem citocinas
e quimocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a), Interleucina (IL) 1 e CCL4. A ultima
responsavel pelo recrutamento de células Natural Killer (NK) que participam da resposta imune
destruindo células infectadas (MCKENNA; BEIGNON; BHARDWAJ, 2005; SILVA; GIL;
OLIVEIRA, 2013).

Na resposta adaptativa as células dendriticas apresentam um antigeno do DENV para

linfocitos T, a partir desse ponto sdo iniciadas producdes de diversas citocinas como INF-y,
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TNF-B e IL-2 respeitando o perfil de linfocitos T helper 1 (Thl). Essas citocinas causam
resposta pro-inflamatéria. J& o perfil Th2 estimula a producdo de anticorpos pelos linfocitos B
(LOBO et al, 2014).

Quando um paciente ja teve um dos sorotipos do DENV e acaba por ser infectado
por um sorotipo diferente o sistema imunologico entende que j& ha anticorpos produzidos para
aquele agente e envia para opsonizacao, pés neutralizacdo o virus é entdo fagocitado por um
macrofago. Porém por se tratar de um sorotipo distinto, a neutralizacdo ndo funciona
corretamente e a invasdo a um tipo celular ideal e bem sucedida pelo virus, com isso, 0 DENV
continua sua replicacdo aumentando a viremia cada vez mais. Os macrofagos também liberam
mediadores capazes de aumentar a permeabilidade dos vasos sanguineos, nesse cenario onde
cada vez mais macrofagos sdo recrutados para responder ao aumento da viremia, existe um
ciclo no recrutamento de cada vez maior de macrofagos tonando essa permeabilidade

exacerbada causando, no fim, uma hemorragia (LUPI et al, 2007; LOBO et al, 2014).

2.2 Epidemiologia da dengue nas Américas

E relatado por Dick e colaboradores que o histérico da dengue nas Américas ocorreu
em periodos diferentes sendo dividido em quatro fases: Introducdo da Dengue nas Américas;
Plano Continental de Erradicacdo do Aedes aegypti; Reinfestacdo do Aedes aegypti e Maior
Dispersdo de Aedes aegypti e Circulacdo do Virus da Dengue (DICK et al, 2012).

2.2.1 Introducdo da Dengue nas Américas

Nos anos de 1635 e 1699 surgiram duas epidemias no Panama ao qual suspeitou-se que
0 agente seria 0 DENV, mas como ndo ha registros de quadros clinicos mais detalhados, ndo se
pdde atribuir a ele. Anos depois, em 1780 nos Estados Unidos, foi descrevido um surto que se
identificou como sendo de dengue. A partir do século XI1X houveram mais casos relacionados,
em 1818 no Peru, 1827 no Caribe, em 1828 outras regifes do Golfo do México e com o passar
dos anos seguiu para Cuba, Jamaica, Coldmbia e Venezuela. Entre 1845 e 1849 houveram
novos surtos de dengue nos Estanos Unidos e Cuba novamente e no Brasil. Apds esse surto
novos casos foram identidicados novamente nos paises ja afetados além de novos, o que mostra
uma epidemia na América como um todo na época. Muitos desses casos podem ter sido
diagnosticados de forma equivocadas devido aos sintomas semelhantes do Chikungunya que,

assim como a dengue, pode ter vindo através do trafico negreiro de escravos (DICK et al, 2012).
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2.2.2 Plano continental de erradicacio do Aedes aegypti

William Gosgas foi 0 pioneiro na tentativa de erradicar o Aedes aegypti em 1907 em
Cuba. A iniciativa dele foi reproduzida no Brasil no mesmo ano por Oswaldo Cruz. A técnica
empregada era a fumigagdo de Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) conjuntamente com
eliminacdo dos focos de larvas do mosquito. Anos depois houve uma colaboragédo da Fundacéo
Rockfeller com o Governo Brasileiro para eliminar o Aedes aegypti em varios locais do pais.
Paises vizinhos como Bolivia, Colémbia, Equador, Paraguai e Peru também seguiram a tatica,
obtendo resultado semelhante. Em 1940, a Conferéncia Pan-Americana de Saude tomou
medidas de prevencdo para controle do mosquito. O DDT foi um sucesso, erradicando o
mosquito em grande parte do continente. Dezoito paises e diversas ilhas do Caribe erradicaram
0 mosquito. Alguns paises como Cuba, Estados Unidos, Venezuela e em paises do Caribe 0s
esforgos foram em véo, e anos depois esses paises sofreram duas epidemias. A primeira de
DENV-3, genotipo V na Jamaica entre 1963 e 1964 que afetou Porto Rico, Pequenas Antilhas
e Venezuela. A segunda ocorreu entre 1968 e 1969 que se iniciou também na Jamaica atingindo
Porto Rico, Haiti, Pequenas Antilhas e Venezuela dessas vez os sorotipos encontrados foram o
DENV-3 e 0 DENV-2. Entre 1962 e 1972 houveram poucos avangos, somente trés paises
erradicaram e com o passar dos anos 0 Aedes aegypti ganhou for¢ca novamente o que levou a
préxima fase (DICK et al, 2012).

2.2.3 Reinfestacdo do Aedes aegypti

Com a degradacdo dos programas de controle do Aedes aegypti 0 mesmo ganhou forca
e comecdes a se disseminar novamente transmitindo as varias doengas que era capaz. No
comeco de 1980, houve um aumento descontrolado do mosquito resultando nas epidemias dos
anos seguintes. Em 1981, 344.203 casos foram relatados em Cuba o que resultaram em 158
Obitos, quase dois tercos das mortos eram criangas, causados pelo DENV-2, gendtipo 111. No
mesmo anos 0 DENV-4 , gendtipo | foi introduzida em parte do Caribe e se disseminou para
todo ele e demais paises da América Central, alem de México, e paises da América do Sul. Nos
anos seguintes diversos paises das Américas registraram sorotipos diferentes presentes. Em
1994, o DENV-3, gendtipo Il foi reintroduzido nas Ameéricas em paises como Nicaragua e
Panama, diversos casos foramnitificados como dengue hemorrégica. Em 1996, a OPAS
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aprovou outro plano a nivel continental para tantar controlar a disseminagdo do mosquito, mas

néo obteve sucesso na implentacdo (DICK et al, 2012).

2.2.4 Maior Dispersao de Aedes aegypti e Circulacao do Virus da Dengue

De 2000 a 2010 ocorriam cada vez mais casos de doengas transitidas pelo Aedes aegypti
em diversos paises americanos e cada vez mais surtos de todos os sorotipos do DENV eram
notificados, mas dois ocorreram em grande quantidade dos paises que compde o continente. O
primeiro ocorreu em 2002, com 1.015.420 casos relatados, com o Brasil sendo responsavel por
mais de 75% dos casos. O DENV-3 foi 0 mais presentes dentre os casos, mas também houveram
a preca do DENV-1 e DENV-2. O paise com maior incidéncia foi Honduras com 490 a cada
100.000 habitante, seguido de Trinidad e Tobago com 480 a cada 100.000 hab., Brasil com 452
a cada 100.000 hab., Costa Rica com 314 a cada 100.000 hab. e El Salvador com 286 a cada
100.000 hab. Diversos paises da América do Sul e Central diveram casos recordes registrados.
O segundo surto aconteceu em 2010 onde foram registrado mais de 1,7 milhdo de casos a
incidéncia de obitos dentro dos paises afetados foi maior que 200 por 100.000 hab e novamente

0s casos bateram recordes de casos em diversos paises (DICK et al, 2012).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DA DENGUE NO BRASIL

Depois do surto de dengue ocorrido no Rio de Janeiro em 1986 e em capitais da regido
nordeste do Brasil, essa doenca passou a ser considerada endémica no pais, se espalhando por
diversos estados, alternando entre os sorotipos 1-4 (MENDONCA; SOUZA; DUTRA, 2009;
ZAGO, 2004).

A situacdo epidemioldgica do Brasil até a Semana Epidemioldgica (SE) 51 do ano de
2022 foi de 1.423.614 casos provaveis de dengue, sendo a taxa de incidéncia de 667,4 casos
por 100 mil habitantes. Foram confirmados 17.831 casos de DCSA e 1.441 casos de DG. O
namero de dbitos registrado foi de 992 (BRASIL, 2021).

A regido Nordeste apresentou uma taxa de incidéncia de 426,8 casos para cada 100 mil
habitantes, sendo a quarta regido com a maior taxa de casos do Brasil, atras das regides Centro-
Oeste com 2.043,7 casos/100 mil habitante, Sul com 1.047,5 casos/100 mil habitantes e Sudeste
com 521,5 casos/100 mil habitantes (BRASIL, 2021).

Na Bahia até a SE 50 de 2022 foram notificados 35.644 casos provaveis de dengue e uma taxa

de 240,6 casos/100 mil habitantes. Em comparacdo com o mesmo periodo no ano de 2021,
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houve um aumento de 44% nos casos provaveis. Nesse periodo 19.943 dos casos foram de
pacientes com DSSA, 261 classificados como DCSA e 22 casos de DG. Foram confirmados 24
Obitos (SESAB, 2022).

No municipio de Feira de Santana (FS), até a SE 51 no ano de 2020, ocorreram 6.160
casos suspeitos. Desses, 2.997 foram confirmados como DSSA, 57 como DCSA e 2 como DG.
Dados mostram que 0s trés bairros mais atingidos foram Brasilia com 499 (8,10%) casos,
Tomba com 391 (6,35%) casos e Conj. Feira X com 248 (4,02%) casos (PMFS, 2020).

Em 2014 houve a introducdo do CHIKV no Brasil, onde foram detectados 682 casos
autoctones até a data 18 de outubro do mesmo ano. Os primeiros casos autoctones registrados
foram na cidade de Oiapoque no estado do Amapéa e em Feira de Santana no estado da Babhia.
Os casos do Oiapoque pertenciam ao genotipo Asiatico e se agruparam com trés isolados
identificados em um surto no Caribe, sendo essa a origem provavel da introducéo na regido
norte do pais. Enquanto isso, 0s casos ocorridos em Feira de Santana pertenciam ao genotipo
ECSA, na época esse genotipo ainda ndo havia sido identificado nas Américas. Analises
filogenéticas revelaram que as sequéncias isoladas em Feira de Santana estavam relacionadas
com uma linhagem de Angola, sugerindo uma nova introducdo direta do continente africano
no Brasil (NUNES et al, 2015). Posteriormente, o genétipo ECSA do CHIKYV se espalhou por
todo o Brasil (A. F. VASCONCELLOS et al, 2019; FRITSCH et al, 2022; NAVECA et al,
2019; PEREIRA GUSMAO MAIA et al, 2020), prevalencendo sobre o gen6tipo asiatico e

demonstrando o potencial de Feira de Santana como um polo disseminador de arboviroses.

2.3.1 Hospitalizages

Desde de 1986 o numero de casos de dengue assim como hospitalizacbes e 0bitos
advindos de complicacdes da doenga vem crescendo no Brasil. Surtos se tornaram mais
frequentes e com intervalos de tempo menores. (COELHO; JUNIOR, 2014).

Em 2002 houve um surto de DENV-3 com 708 mil casos provaveis o que levou a um
namero de hospitalizados de 53 mil. As hospitaliza¢Ges diminuiram até 2008, onde um surto
de DENV-2 hospitalizou 77 mil individuos. Dois anos depois foi a vez do DENV-1, deixando
91 mil pessoas hospitalizadas. (COELHO; JUNIOR, 2014)
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Figura 5 - Gréafico de hospitalizagGes por dengue no Brasil ocorridas de 1986 a 2014.
Fonte: (Adaptado de COELHO; JUNIOR, 2014)

Em 2012 embora o nimero de casos provaveis tenham sido a maior até entdo, 588 mil
enfermos, o nimero de hospitalizagdes foi menor se comparado com o0s dois ultimos surtos
ocorridos, com apenas 54 mil hospitalizagbes (Figura 5 e Tabela 1) (COELHO; JUNIOR,
2014).



Tabela 1 - Tabela das hospitalizac@es por dengue no Brasil de 2002 a 2014.
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Temporada de | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014
dengue

Casos 708,4 | 288,5 | 73,8 | 147,1 | 259,1 | 481,8 | 651,0 | 357,1 | 1025,7 | 771,4 | 588,3 | 1474,5 | 573,5
provaveis (em

milhares)

Hospitalizagdes | 53,8 | 55,9 | 21,7 | 316 |315 |21,2 |772 50,7 | 91,9 533 | 542 |645 28,0
(em milhares)

Mulheres (%) 56,4 | 56,9 |557 | 56,7 |559 |558 |550 55,1 | 553 53,8 | 55,7 | 57,0 54,3
Confirmacéo 14,4 | 30,1 |372 |36,7 |406 |354 |24 27,0 | 335 334 | 247 | 297 38,6
laboratorial (%)

Casos em| 17,0 | 162 | 16,3 | 170 | 170 |176 | 275 22,7 | 18,7 228 (183 | 143 14,5
criangas < 15

anos (%)

Dengue com | 4,778 | 2,577 | 647 | 1,375 | 2,079 | 4,103 | 20,443 | 8,051 | 13,909 | 8,764 | 3,710 | 5,820 | -
complicacdes

(DwC)

Morte devido a | 31 35 11 38 66 142 | 309 175 | 370 166 | 224 | 435 -
DwC

Dengue 2,608 | 913 | 159 |530 |910 | 1,907 | 4502 |2,679 | 3,807 |2975| 1,094 1,385 |-
Hemorragica

(DHF)

Morte devido a | 121 | 54 8 40 81 150 | 266 178 | 308 224 | 125 | 242 -
DHF

Dengue Severa | - - - - - - - - - - - - 702
(SD)

Morte devido a | - - - - - - - - - - - - 311
SD

Sorotipo 1/3 3 3 3 3 3/2 2 2 2/1 1 1 1/4 1

predominante

Fonte: (Adaptado de COELHO; JUNIOR, 2014)

Outro estudo mostra uma avaliacdo do aumento das hospitalizacdes no Brasil entre 2014
e 2019, nesse trabalho, para dengue, foram avaliados 27 estados e 2.366 municipios relatando
um pequeno aumento do risco relativo (RR) de 1,0029 para dengue; 1,0029 para dengue nao
hemorragica e 1,0027 para dengue hemorragica, outras variaveis foram avaliadas como idade
e incidéncia das arboviroses (Tabela 2). Infelizmente o artigo utiliza a nomenclatura antiga,

mas como jé foi retratado nesse trabalho sobre a alteracdo da nomenclatura, ndo se faz dificil a

interpretacdo. (PESCARINI et al, 2022)
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Tabela 2 - Tabela das hospitalizacBes por dengue no brasil de 2014 a 2019.

Hospitalizagdes relacionadas a arbovirus Incidencia de DENV RR (95%Cfrl)
Nivel Municipal (N=2.366 municipios)
Dengue (A90-A91) 1.0029 (1.0027-1.003)
Dengue ndo hemerragica (A90) 1.0029 (1.0027-1.003)
Dengue hemerragica (A91) 1.0027 (1.0019-1.0034)
Nivel Estadual (N=27 estados)
Dengue (A90-A91) 1.0053 (1.0047-1.0059)
Dengue ndo hemerragica (A90) 1.0052 (1.0048-1.0066)
Dengue hemerragica (A91) 1.0021 (1.0012-1.003)

Fonte: (Adaptado de PESCARINI et al, 2022)

2.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico da dengue leva em consideracdo o relato do paciente e 0s sinais e
sintomas presentes durante a consulta médica. Se ha febre e pelo menos mais dois sintomas
caracteristicos da dengue, considera-se 0 um caso suspeito de dengue (DE TOLEDO et al.,
2006).

Os diagnosticos laboratoriais se utilizam de amostras bioldgicas do paciente, sendo
geralmente sangue total, soro ou plasma (WHO, 2009). Porém para estabelecer qual a melhor
abordagem diagnostica, deve-se avaliar o periodo de infeccdo dos pacientes. Entre os dias 0 e
5 pos infecgdo, a viremia se torna alta o suficiente para a detec¢do do virus por métodos
moleculares. A partir do 6° dia, o nivel da viremia se torna muito baixa, ndo sendo mais
confidvel a deteccdo do DENV (SANTIAGO et al, 2013; WHO, 2009). Porém, nesse ponto
pode-se utilizar métodos soroldgicos que detectam anticorpos IgM, pois seus niveis se tonam

suficientes para a confiabilidade do diagnostico (Figura 6) (WHO, 2009).
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Figura 6 - Questdes decorrentes da infecg¢do por dengue.
Fonte: (Adaptado de PAHO, 2016)

Embora os custos do diagnostico molecular sejam alto quando comparado a outras
formas, € o meio mais eficaz de detectar a infeccdo logo na fase aguda. Nesse método podem
ser utilizados RNA ou antigenos virais, a exemplo da proteina NS1 presente no DENV que é
usada no RT-PCR (Figura 7) (SANTIAGO et al, 2013; WHO, 2009).

O diagnostico soroldgico é bastaste utilizado devido ao seu baixo custo e facilidade na
execucdo. Através da determinacdo de anticorpos IgM ou IgG produzidos pelo paciente é
possivel descobrir se houve uma infecgdo recente ou mais antiga causada pelo virus alvo
(Figura 8) (MUNOZ-JORDAN et al, 2009; SANTIAGO et al, 2013; WHO, 2009).

Quando realiza-se um teste soroldgico pode ocorrer uma reagdo cruzada com 0s Varios
tipos de Flavivirus. Esses possuem uma composicao proteica semelhantes e é justamente as
proteinas que os envolvem que sdo reconhecidas nesses testes, por muitas vezes essas prinas
ndo sdo sé semelhantes, como sdo as mesmas. Isso dificulta o diagnostico correto, uma vez que,
se 0 paciente tiver um Flavivirus diferente como o virus da zika (ZIKV), o teste ainda pode
acusar como o virus da dengue DENV (CHAN et al, 2022).



Quadro 1 - Quadros dos métodos diagndsticos
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Método Diagnostico | Tempo Prazo de
Diagnostico para de Tipo de coleta apos Instalacdes Custo
infeccdo espera Amostra inicio dos
aguda do sintomas
resultado
Instalacdes
para cultura
de mosquitos
Isolamento ou células,
viral e 1-2 Sangue total, laboratério
identificacdo | Confirmado | semanas | soro, tecidos | 1-5 dias BSL-2/BSL- | $$$
do sorotipo 3,
Microscopio
de
fluorescéncia
ou
equipamentos
de biologia
molecular
Laboratorio
Deteccdo de | Confirmado | 1 ou 2 | Tecidos, 1-5 dias BSL-2, $3$
acido dias sangue total, equipamentos
nucleico soro e plasma para biologia
molecular
Ainda ndo | 1dia Soro 1-6 dias Instalagdes $$
Deteccdo de | determinado para ELISA
antigeno
Confirmado | > 1 dia Tecidos para | NA InstalacGes $$$
imunoquimica para
histologia
ELISA IgM 1-2 dias | Soro, plasma, | Depois de 5 | Instalagdes
Provavel sangue total dias para ELISA
Teste rapido 30 Sem $
para IgM minutos suprimentos
adicionais
Resposta Instalacdes
IgG por aguda 1-5 | para ELISA,
ELISA, HI | Confirmado | 7 dias ou | Soro, plasma, | dias; laboratdrio $
ou teste de mais sangue total Convalescente | BSL-2 para
neutralizacéo apos 15 dias | ensaio de

neutralizacdo

Fonte: (Adaptado de WHO, 2009).

O isolamento viral e a deteccdo do RNA do DENV sdo métodos mais caros, porém sua

especificidade e sensibilidade sdo bem mais altas quando comparado com metodos sorologicos.

Além de permitirem a identificacdo do sorotipo presente na infeccdo. Contudo, a grande
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desvantagem esta em seu periodo de detecgdo, conseguindo detectar somente até no maximo 5
dias apo6s a indroducdo viral no individuo (WHO, 2009).

2.5 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE DENV NO BRASIL

O DENV além de deter uma diviséo por sorotipos (DENV 1-4), possui também uma
subdivisdo dentro dos sorotipos, os gendtipos. Diferentes genotipos sdo caracterizados por
possuirem uma divergéncia genética de mais de 6% dos nucleotideos na regido E/NS1 (STICA
et al., 2022). Ainda pouco se sabe sobre o potencial dessas mutacbes em aumentar ou diminuir
sua capacidade de viruléncia, transmissibilidade ou outros inimero fatores. O DENV-1 pode
ser classificado em cinco gendtipos distintos nomeados como 1, 11, 1, IV e V. O DENV-2
dispde de seis, Asiatico I, Asiatico Il, Cosmopolita, Americano, Asiatico/Americano e
Silvético. O DENV-3 possui quatro, I, I1, Il e IV. Por fim, o DENV-4 apresenta tambeém quatro
gendtipos, I, 11, 1l e IV. Cada um desses genotipos pode ser ainda dividido em diversas
linhagens distintas que ndo possuem uma padronizacdo de nomenclatura e critérios
(HARAPAN et al, 2020).

No Brasil, 0 genétipo circulante do DENV-1 é o genétipo V. Ja foram introduzidas pelo
menos quatro linhagens desse gendtipo ao longo dos anos, porém atualmente apenas duas ainda
estdo em circulagdo. Dados filogenéticos indicam que as linhagens de DENV-1 presentes no
Brasil, foram provavelmente introduzidas a partir de paises no Caribe e da Venezuela (DUTRA
et al, 2017). Nos anos de 2015 e 2016 o DENV-1 era predominante nas regides brasileiras,
Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste, porém em 2017 esse cenario mudou, 0 DENV-2 passou a
ser mais presente nas regides Sudeste e Centro-Oeste e a persisténcia do DENV-1 continuou
somente a regido Nordeste. Junto com DENV-2, DENV-1 é o sorotipo mais circulante no Brasil
atualmente (ADELINO et al, 2021).

Até recentemente o Gnico gendtipo circulante no Brasil, para 0 DENV-2, era o asiatico
americano, também conhecido como gendtipo I11. J& foram detectados pelo menos 4 clados,
sendo que sO dois estdo em circulagdo baseado em amostras de oitos estados diferentes
coletadas até 2019 (ADELINO et al, 2021). Também foi revelado que as regides Sudeste e
Norte do pais foram as mais importantes para a disperséo do virus (ADELINO et al, 2021). No
final de 2021 foi identificada a primeira amostra de DENV-2 gendtipo cosmopolita, ou genotipo
I1, na cidade de Aparecida de Goiania, no estado de Goias. Esse estudo mostrou que o isolado
presente no Brasil agrupava-se proximamente a sequencias do Peru, o que mostrou uma
provavel transmissao vinda desse pais (GIOVANETTI et al, 2022).
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J& para 0 DENV-3, o gendtipo predominante € o Ill, apesar de que também ja foram
detectadas sequencias de outros gendtipos no Brasil, muito provavelmente casos ndo autoctones
ou com baixo sucesso de disseminacao local (VILLABONA-ARENAS et al, 2013). Pelo menos
quatro introducdes do gendtipo 111 ja foram detectadas (todas com origem no Caribe, Colémbia
e/ou Venezuela) mas apenas duas introducdes foram bem-sucedidas formando clados
circulantes no pais (ARAUJO et al, 2012). Os padrdes de introducdo de DENV-3 no Brasil
exemplificam a importancia de locais como Caribe, Colémbia e Venezuela como fonte de
dispersdo de novas linhagens de dengue para o Brasil. No inicio dos anos 2000 foi 0 momento
de maior circulagdo de DENV-3 no Brasil, levando a grandes surtos de dengue no pais.

Para 0 DENV-4 o gendtipo Il é o mais presente no Brasil, tendo reemergido com for¢a
em 2010 no estado de Roraima, mesmo estado da sua primeira introducdo. Desde entdo o virus
tem se espalhado pela regido causando diversos surto (SUSANA ORTIZ-BAEZ et al, 2019).
DENV-4 teve grande importancia nas epidemias de 2012-2013, circulando de forma simultanea
com os outros trés sorotipos. Ja foi introduzido no Brasil pelo menos em trés ocasides diferentes
(VILLABONA-ARENAS et al, 2014).

Com o que foi abordado até aqui, fica claro que o estudo das arboviroses, como a
dengue, € de suma importancia no Brasil. A cidade de Feira de Santana, com 619.609 mil
habitantes é uma das maiores do estado da Bahia e seu clima e localizagdo como um centro de
interconexdo de transporte rodovidrio no Nordeste, favorecem a réapida disseminacdo de
arboviroses. Como exemplo, podemos citar a introducdo do genétipo ECSA de chikungunya
em Feira de Santana em 2014 e sua rapida dispersdo pelo territério nacional, se tornando o
genotipo dominante do virus no Brasil (NUNES et al., 2015). Sendo assim, Feira de Santana é
um importante ponto estratégico para se fazer a vigilancia genémica de arboviroses no Brasil,
podendo revelar a introducdo de novas linhagens virais e informar sistemas de vigilancia
epidemioldgica sobre a possivel expansdo da circulacdo destas variantes e sobre o impacto nos

surtos de arboviroses.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os casos de Dengue durante a epidemia na cidade de Feira de Santana

ocorrida no ano de 2019.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Descrever a distribuicdo temporal e geografica dos casos de dengue da cidade de Feira
de Santana em 2019;
Il.  Descrever caracteristicas sociodemogréaficas e clinicas dos casos de dengue;
I1l.  Descrever a diversidade molecular do virus da dengue durante a epidemia de 2019 em

Feira de Santana e inferir sua origem.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da FIOCRUZ/IGM
(45279715.8.0000.0040). Todos os participantes foram incluidos ap6s o consentimento e

assinatura do TCLE pelo participante ou representante legal.

4.2 POPULACAO DE ESTUDO, CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Esse projeto se trata de um estudo de corte transversal.

Periodo do estudo: no periodo de 2019 a 2021

Populacdo: com uma populacdo diversa em relacéo a idade, alcangando desde 0 até 85
anos, tanto de zona urbana quanto periurbana e rural, no municipio de Feira de Santana.
Critérios de inclusdo: Foram inclusos casos notificados como dengue pela vigilancia
epidemioldgica de Feira de Santana, no ano de 2019 e que concordaram em participar do estudo.
Critérios de exclusdo: Foram exclusos casos que possuiam somente a ficha de investigacao de
dengue, zika e chikungunya ou somente a amosta bioldgica.

4.3 COLETA E GERENCIAMENTO DE DADOS

Os dados clinicos e epidemioldgicos foram coletados por profissionais da vigilancia
epidemioldgica de Feira de Santana utilizando a ficha de investigacdo de dengue, zika e
chikungunya do Sistema de Informagéo de Agravos de Notificacdo (SINAN) para investigacao
de caso. Uma coOpia desses questionarios foi recebida no Laboratdrio de Patologia Experimental
(LAPEX) e inseridos na plataforma de gerenciamento de dados REDCap 9.3.1 - © 2021
Vanderbilt University.

4.4 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras de soro dos pacientes foram coletadas em laboratorio da vigilancia
epidemioldgica de Feira de Santana, por pun¢do na veia cubital mediana. Os tubos utilizados
para a coleta foram tubos com gel separador com ativador de coagulo (tampa amarela) ou

siliconado sem anticoagulante (tampa vermelha).
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ApoGs a coleta as amostras foram centrifugadas a 5000 RPM por 10 minutos para
aquisicdo do soro e armazenadas em temperatura inferior a -20°C. Posteriormente foram
enviadas, em ambiente refrigerado, dentro de caixas de transporte e recebidas no Laboratério
de Patologia Experimental (LAPEX), localizado no Instituto Gongalo Moniz (IGM), onde
foram feitas aliquotas de 200pL e 1mL para melhor logistica e estocadas em temperatura -80°C.

4.5 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Inicialmente, para as amostras com diferenca > 6 dias entre a data de primeiros sintomas
e a data de coleta, foi realizado o diagnostico soroldgico pelo método de ELISA indireto
utilizando-se o kit comercial Anti-Dengue Virus ELISA (IgM) (EUROIMMUN), COD: EI
266b-9601 M e numero do registro no ministério da saude: 10338930134, obedecendo as
instrucOes dos fabricantes.

Posteriormente todas as amostras foram dignosticadas para IgM e NS1 independente
dos dias de sintomas. O Kit utilizado para NS1 foi o Dengue NS1 ELISA (EUROIMMUN),
COD: EQ 266a-1.

4.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Para maximizar as chances de encontrar material genético do virus na corrente
sanguinea, o diagndstico molecular foi realizado nas mostras com diferenca < 5 dias entre a
data de primeiros sintomas e a data de coleta das amostras.

Para a extracdo do RNA viral o kit utilizado foi 0 PureLink™ Viral RNA/DNA Mini
Kit (INVITROGEN), utilizando um volume de 200uL de soro e sendo seguido de acordo com
as instrucoes do fabricante. Nesse kit 0 método de separacéo do acido nucleico ocorre devido a
um filtro de silica presente no tubo vindo no kit onde o RNA/DNA fica retido apds lise viral e
eluido somente ao final quando se adiciona agua.

O RNA isolado foi utilizado para as reagcdes de RT-PCR qualitativo em tempo real (RT-
PCR). Para isso o kit comercial utilizado foi o Kit Molecular ZDC Bio-Manguinhos (Instituto
de Tecnologia em Imunobioldgicos), LOT: 202RA002Z e numero de registro na ANVISA:
80142170032. Esse kit € multiplex e capaz de detectar os virus DENV, ZIKV e CHIKV com
15 pL de RNA. Para a utilizacdo dele se faz necessario realizar duas reacdes diferentes
simultaneas, onde metade da placa amplifica e detecta ZIKV e CHIKV em uma reagédo

multiplex, e a outra metade detecta DENV. Assim um méaximo de 48 amostras podem ser
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analisadas em cada corrida. Esse kit ndo distingui 0s sorotipos presentes nas amostras com
DENV detectado.

As corridas foram realizadas através do equipamento 7500 Real Time PCR System e
programa 7500 Software v2.0.6 usando um template fornecido por Biomanginhos. Além dos
controles do proprio kit e o controle da extracdo, foram adicionados controles virais de DENV,
ZIKV e CHIKYV que foram obtidos a partir de cultura celular, fornecidos gentilmente por Dr.
Ricardo Khouri, do laboratorio LEITV, Instituto Gongalo Moniz- Fiocruz.

Para a interpretacdo dos resultados o software BIOLAUDOS v1.3.4 foi utilizado. O
programa I€ e interpreta os arquivos das corridas de PCR aplicando a chave de diagndstico do
kit.

4.7 SEQUENCIAMENTO

Apos realizado 0 RT-PCR, algumas amostras com resultado positivo para dengue foram
encaminhadas para a etapa de sequenciamento. As amostras foram selecionadas de acordo com
as maiores cargas virais evidenciada pelo Cycle Threshold (Ct) baixo e enviadas para o
Laboratdrio Central de Saude Publica (LACEN-BA) para realizagdo do sequenciamento
gendmico. O DNA complementar (cDNA) foi gerado utilizando o kit SuperScript IV Reverse
Transcriptase (Invitrogen) e em seguida feito um PCR multiplex para amplificar o genoma
inteiro de DENV, como descrito por (ADELINO et al, 2021). Para a elaboracao da biblioteca
de DNA os kits Ligation Sequencing (Oxford Nanopore Technologies) e Native Barcoding
Expansion 1-96 (Oxford Nanopore Technologies) foram utilizados conforme instrugdes do
fabricante.

O sequenciamento de genoma completo foi feito através do aparelho MinlON (Oxford
Nanopore Technologies) e a montagem do genoma e geragéo das sequencias consenso foi feita
com o software Genome Detective (VILSKER et al, 2019). A atribuicdo do genotipo foi
realizada aplicando a ferramenta de subtipagem filogenética de arbovirus, disponivel em

http://genomedetective.com/app/typingtool/dengue.

4.8 ANALISES FILOGENETICAS

Para investigar a evolucdo das sequéncias de DENV geradas nesse estudo, criamos um
dataset contendo todas sequéncias com pelo menos 50% de cobertura e data e local de coleta,

disponiveis na plataforma GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) até o final de
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dezembro de 2022. Todas as sequéncias foram alinhadas usando o software MAFFT (KATOH,;
STANDLEY, 2013) e editadas manualmente para remover artefatos de alinhamento usando o
software Aliview (LARSSON, 2014). As arvores filogenéticas de méxima verossimilhanca
(ML) foram estimadas usando o software IQ-TREE2 (MINH et al, 2020), onde o melhor
modelo de substituicdo foi estimado pelo programa ModelFinder (integrado ao IQ-TREE) e 0
suporte dos ramos foi estimado pela metodologia de bootstrap com 1000 pseudo-réplicas. As
arvores filogenéticas foram visualizadas e editadas no programa FigTree (disponivel em:

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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5 RESULTADOS
5.1 ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS
Nesse estudo foram incluidos 977 participantes, em seguida, essas respectivas amostras

foram separadas quanto a diferenca entre a data de primeiros sintomas e a data de coleta

conforme fluxograma abaixo (Figura 8).

Excluidos por falta
Casos recrutados
(n=1447) — > de amostra
- biclégica (n=470)
Casos incluidos
(n=977)
Casos = 5 dias Casos = 6 dias
(n=873) (n=104)

Figura 77- Esquema relatando o nimero de participantes do estudo.
Fonte: Elaborado pelo autor

5.2 DISTRIBUICAO TEMPORAL

Na ficha de cada um dos participantes, constava um campo onde informavam a data dos
seus primeiros sintomas. A figura abaixo mostra a quantidade de participantes, a cada més, que

relataram sintomas da dengue ao longo do ano de 2019 (Figura 9).



39

Distribuicdo Temporal

300
250
200
150
100
50
. N -nl o
Hﬁé:\:‘ éz"*é’f w'i@t? ';Eﬁ 'q!;'s'? '\e{wn \&#} ':;%:-ﬁ;& gf? g G&ﬁﬁg gﬁ‘&u ,bzé“ﬁ&
% o =X oF

Figura 8 - Distribuigdo temporal, més a més, dos primeiros sintomas de dengue em 977 participantes de Feira de
Santana no ano de 2019.
Fonte: Elaborado pelo autor

5.3 ASPECTOS SOCIODEMOGRAFICOS

Dos 977 participantes, a mediana de idade foi de 22 anos (IQR 12-35), a maioria deles
na faixa etaria de 11 a 20 anos com 263 casos (27,14%), seguidos pelo seguimento de 21 a 30
anos com 218 casos (22,50%) (Tabela 3). Quanto ao sexo, a populacdo feminina apresentou um
N de 516 (53,30%), enquanto que a masculina foi de 450 (46,49%). Relacionado a raca/cor
autodeclarada, a cor parda foi a mais citada, com 491 participantes (51,90%), acompanhados
da preta apresentando 176 participantes (18,60%) e branca com 107 participantes (11,31%)
(Tabela 3). Da populagdo recrutada, 133 possuiam 12 a 42 série incompleta do ensino
fundamental (EF) (16,26%), 112 tinham 5?2 a 82 série incompleta do EF (13,70%) e outras 112
detinham ensino médio completo (13,70%) (Tabela 3). De todos os participantes 181 eram
estudantes (26,77%), 27 se ocupavam com a manutencdo do seu lar (3.99%) e 13 trabalhavam
com vendas (1.92%) (Tabela 3).



Tabela 3 - InformagGes Sociodemograficas dos 977 participantes, Feira de Santana, Bahia - Brasil, 2019.

Caracteristicas N (%0)*
IDADE (Faixa Etéaria) N=969
0 a 10 anos 179 (18,47)
11 a 20 anos 263 (27,14)
21 a 30 anos 218 (22,50)
31 a 40 anos 140 (14,45)
41 a 60 anos 139 (14,34)
61 anos a 80 anos 28 (2,89)
81 anos ou mais 2 (0,21)
SEXO N=975
Feminino 521 (53,44)
Masculino 454 (46,56)
RACA/COR N=799
Parda 491 (51,90)
Preta 176 (18,60)
Branca 107 (11,31)
Amarela 21 (2,22)
Indigena 4(0,43)
ESCOLARIDADE N=606
Analfabeto 10 (1,22)
12 a 42 série incompleta do EF 133 (16,26)
2% a 4® série completa do EF 42 (5,13)
5% a 82 série incompleta do EF 112 (13,70)
Ensino fundamental completo 55 (6,72)
Ensino médio incompleto 59 (7,21)
Ensino médio completo 112 (13,70)
Educacéo Superior incompleta 17 (2,08)
Educacéo Superior completa 15 (1,83)
Né&o se aplica 51 (6,23)
OCUPACAO N=676
Aposentado 9(1,33)
Auténomo 10 (1,48)
Costureiro 6 (0,89)
Do Lar 27 (3,99)
Estudante 181 (26,77)
Pedreiro 11 (1,63)
Servicos Gerais 11 (1,63)
Trabalhador Rural 10 (1,48)
Vendedor 13 (1,92)
Outros 387 (57,25)
Sem Ocupacéo 11 (1,63)
ZONA N=965
Urbana 818 (84,76)
Rural 147 (15,23)

*0O N varia conforme a disponibilidade do dado

Fonte: Elaborado pelo autor
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A maioria dos participantes, 942, (98,02%) residem no municipio de Feira de Santana
(FS) e 19 participantes (1,98%) sdo residentes de outros municipios, distantes em uma média
de aproximadamente 53,4 Km de Feira de Santana (Figura 10). Quanto a distribuicdo de

moradia, a zona urbana se apresentou majoritaria nesse estudo com um N de 818 (84,76%) e a

zona rural com N igual a 147 (15,23%) (Tabela 3).
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Figura 9 - Mapa demonstrando os municipios de residéncia dos participantes do estudo.
Fonte: Elaborado pelo autor

5.4 CARACTERISTICAS CLINICAS

Os principais sintomas relatados foram febre (93,35%), cefaleia (84.44%), mialgia

(81,98%), dor retro-orbital (59,36%) e nauseas (38,89%) (Figura 11).
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Presenca de Sintomas Clinicos

Rk
I 575
I —— E01
I 520
I 20

[ 535

I - 75

I 36

I (2

I 21

M 26

0 100 200 300 400 300 200

M2 de Participante do Estudo

700 800 500 1000

Figura 10 - Presenca dos sintomas clinicos de 977 pacientes notificados como Dengue, Feira de Santana, 2019.
Fonte: Elaborado pelo autor

Com relagéo a classificagdo clinica para Dengue, os dados foram disponiveis apenas
para 232 participantes. Desses, 223 (96,12%) foram classificados com dengue classica, 7
(3,01%) com dengue com sinais de alarme e 1 (0,43%) com dengue grave. 31 casos foram

descartados (1,33%) (Figura 12). Ndo houveram 6bitos entre os 977 participantes do estudo.



43

Classificacao

250
200
150
100
50
C - |
Descartado Dengue Denguecom Sinaisde  Dengue Grave
Alarme

Figura 8 - Classificacdo clinica de 232 pacientes do estudo de dengue, Feira de Santana, 2019.
Fonte: Elaborado pelo autor

5.5 DIAGNOSTICO PARA DENGUE

Inicialmente foi feita uma diviséo das amostras recebidas em amostras de pacientes que
tivessem uma diferenca < 5 dias entre a data de primeiros sintomas e a data de coleta, sendo
essas, encaminhadas para o diagndstico molecular (n=873) foi realizada a sorologia, para NS1

e IgM, de todos os casos inclusos no estudo.

5.5.1 Sorologias

Foram realizadas sorologias anti-Dengue IgM nas 977 amostras. Dessas, 253 (25,90%)
foram reagentes, 664 (67,96%) apresentaram-se negativas e 60 (6,14%) se mostraram
indeterminadas. Também foram feitam sorologias envolvendo a deteccdo do antigeno NS1
onde 977 amostras foram testadas, sendo 392 (40,12%) positivas, 573 (58,65%) negativas e 12
(1,23%) inconclusivas.
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5.5.2 Biologia molecular

Foram realizadas reac6es de PCR em tempo real para deteccédo dos virus Dengue, Zika
e Chikungunya em 873 amostras. Para DENV, 102 (11,68%) apresentaram resultado detectavel
e 139 (15,92%) ficaram como inconclusivas. Para ZIKV 821 (94,04%) ndo foram detectaveis
e 51 (5,84%) foram inconclusivas. Para CHIKV 19 (2,18%) foram detectaveis e 47 (5,38%) se
mostraram inconclusivas (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados do diagnéstico molecular para dengue, zika e chikungunya de 873 amostras, Feira de
Santana 2019.

STATUS DENV N (%) ZIKV N (%) CHIKV N (%)
DETECTADO 102 (11,68%) 0 (0%) 19 (2,18%)
NAO DETECTADO 632 (72,39%) 821 (94,04%) 807 (92,44%)
INCLONCLUSIVO 139 (15,92%) 51 (5,84%) 47 (5,38%)

Fonte: Elaborado pelo autor

5.5.3 Intersecdo dos testes diagndsticos

Dentre as 102 (11,68%) amostras positivas no PCR, 45 (5,15%) também foram positivas
para NS1 e 23 (2,64%) para IgM. Das 977 amostras das sorologias 170 (17,40%) amostras se
mostraram positivas para NS1 e IgM.

Um total de 309 (31,63%) amostras foram negativas em todos os testes diagnosticos

utilizados nesse estudo.

5.5.4 Sequenciamento e analises filogenéticas

Dezenove amostras foram sequenciadas, sendo obtidos genomas DENV-1 (n=17) e
DENV-2 (n=2), com uma faixa de cobertura media de 98,0% e com uma profundidade média
de > 1.000 x para todas as amostras. Todas as amostras sequenciadas foram coletadas entre
marco e maio de 2019 e disponibilizadas online no GenBank (codigos de acesso: OQ078871 —
0QO078889). Foram identificados os gendtipos V para todas as sequencias de DENV-1 e o
gendtipo Il para as de DENV-2. (Tabela 5).

O seguimento de sequenciamento e andlise filogenética deste trabalho ja foi publicado

em revista cientifica. A capa do mesmo, assim como o doi, esta disponivel no apéndice.



45

Tabela 5 - Dados epidemiolégicos das 19 amostras de DENV 1-2 sequenciadas como parte deste estudo.

Variedade Sorotipo | Genotipo Pais Isolado | Tipo de Datade | Numero de
Amostra Coleta Acesso

NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 12-Abr- | 0Q078871

05_NB14_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 21-Mar- | 0Q078872

06_NB15 _BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 21-Mar- | 0Q078873

07_NB16_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | Gen6tipoV | Brasil: | Humano Soro 23-Mar- | 0Q078874

08_NB17_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 30-Mar- | 0OQ078875

13 NB18 BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 02-Abr- | OQ078876

14 NB19 BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 12-Abr- | 0Q078877

15 NB20_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 09-Abr- | OQ078878

16_NB21 BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | Gen6tipoV | Brasil: | Humano Soro 10-Abr- | 0OQ078879

18_NB22_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 09-Abr- | OQ078880

19 NB23_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 12-Abr- | 0Q078881

20_NB24_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 24-Mar- | 0Q078882

21 NB25 BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 21-Mar- | 0Q078883

22_NB26_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | Gen6tipoV | Brasil: | Humano Soro 16-Abr- | 0Q078884

23 NB27_BA Bahia 2019
NIH- DENV -1 | Gen6tipo V | Brasil: | Humano Soro 11-Abr- | 0Q078885

24 NB28_BA Bahia 2019
NIH- DENV-1 | Gen6tipoV | Brasil: | Humano Soro 30-Maio- | OQ078886

25 NB29 BA Bahia 2019
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NIH- DENV-1 | GenétipoV | Brasil: | Humano Soro 23-Maio- | 0Q078887
27_NB30_BA Bahia 2019

NIH- DENV-2 Genotipo Brasil: | Humano Soro 08-Maio- | OQ078888
26_NB39_BA i Bahia 2019

NIH- DENV-2 | Genotipo Brasil: | Humano Soro 08-Maio- | OQ078889
28_NB40_BA Il Bahia 2019

Fonte: Elaborado pelo autor

A reconstrucdo filogenética mostrou que as sequencias de DENV-1 gen6tipo V do

Brasil formam quatro clados independentes dentro da diversidade genética do virus encontrada

no continente americano (Figura 13). Os genomas de Feira de Santana, produzidas neste estudo,

agruparam-se em trés diferentes clados, sendo dois deles (clados Il e 1V) de origem nacional.

O clado V agrupa-se com sequéncias internacionais e representa uma nova introducdo do
DENV-1 gen6tipo V no Brasil.

0,004

Clade |

wwwﬁm

Clade lll

C1Asia mmAfrica mm Americas mm Brazil mm Northeast, Bahia state from this study

DENV-1 Genotype V

Novel
Clade V (2019)

Clade IV

Figura 12 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca de sequencias de DENV-1, gen6tipo V. Sequéncias
do Brasil estdo destacadas em azul e de Feira de Santana, geradas neste estudo, em vermelho. O suporte (bootstrap)
dos clados de interesse é informado.
Fonte: Elaborado pelo autor

J& as sequéncias reconstruidas de DENV-2 gendtipo Il agruparam-se no clado BR-4,

sub-clado BR4L1, conforme nomenclatura proposta por (ADELINO et al., 2021). Neste clado

também estdo sequéncias de outros estados do Nordeste, do Sudeste e Centro-Oeste do Brasil,

amostradas entre 2018 e 2019 (Figura 14).
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A . mm Americas mm Brazil mm Northeast, Bahia state from this study

T

Caribbean 1.0 10

' BR-4L1 : BR-4L2
BR-1 BR-2 BR-3 BR-4

Figura 13 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca de sequéncias de DENV-2, genétipo I11. Sequéncias
do Brasil estdo destacadas em azul e, em vermelho, estdo as sequéncias de Feira de Santana, geradas neste estudo.

O suporte (bootstrap) dos clados de interesse é informado.
Fonte: Elaborado pelo autor
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6 DISCUSSAO

A dengue esta presente no Brasil hd mais de 35 anos e representa um grande problema
de satde publica (NOGUEIRA et al, 2001). No pais ja foram identificados os 4 sorotipos do
DENYV, que se alternam como sorotipos dominantes ao longo dos anos. Devido o Brasil possuir
um clima ideal para disseminacdo dos vetores do DENV, estudos frequentes sobre a
epidemiologia da doenca e genética do virus sdo muito importantes (SIQUEIRA et al, 2005;
NOGUEIRA et al, 2001; TEIXEIRA et al, 2005; TEMPORAO et al, 2011).

Com a constante entrada de novas variantes de DENV no Brasil, a investigagdo e
diferenciacdo dessas, afim de descobrir de onde vieram e entender os padrfes de disseminagédo
no pais, podem ajudar na elaboracdo de melhores estratégias para lidar com os surtos.

Feira de Santana € uma cidade com fatores que favorecem o aumento e dispersdo dos
vetores do DENV, assim como de outras arboviroses. A exemplo temos fatores climéaticos como
temperaturas elevadas na regido, ao mesmo tempo que possui uma alta umidade, e fatores
urbanos onde se destaca a alta densidade populacional. Além disso, Feira de Santana é um
importante entroncamento rodoviario da regido nordeste, por onde passam diversos viajantes,
favorecendo a introducio e dispersdo de novas variantes virais (CANO-PEREZ et al, 2022;
STEWART-IBARRA; LOWE, 2013; YAVARI NEJAD; VARATHAN, 2021).

Em 2019 dos 15.715 casos notificados como suspeitos para dengue na cidade de Feira
de Santana, 9893 (62,95%) foram confirmados (PMFS, 2020). Em contrapartida, no presente
estudo, 0 nimero de amostras com diagnostico soroldgico positivo foi de 253 (25,90%) para
IgM e 392 (40,12%) para NS1. No diagnostico molecular, das 873 amostras testadas, em 102
(11,68%) o DENV se mostrou detectavel. Esses resultados demonstram a importancia do estudo
epidemioldgico e molecular de arboviroses na cidade de Feira de Santana. A diferenca na
amostragem total de casos entre os dados do boletim epidemioldgico citado e do presente estudo
reflete a diferenca de casos confirmados nos testes diagnosticos. Também é importante salientar
que o diagnostico para dengue, em geral, é feito atraves da clinica do paciente, entdo, casos
suspeitos de dengue com resultado negativo em testes soroldgicos e moleculares podem
significar infeccdo por outro agente etioldgico. De fato, nosso estudo identificou 19 casos
positivos para CHIKV, que clinicamente eram suspeitos de dengue. Em um cenario de multipla
circulacdo de arbovirus, a sobreposicao de sintomas de diversas arboviroses € um desafio para
a saude publica brasileira (PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018).

Na figura 10 podemos observar que a maior prevaléncia de casos de dengue foi nos

meses de marco, abril e maio, o que condiz com o final do verdo e inicio/meio do outono. O
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estudo de Almeida e colaboradores publicado em 2022, mostra a distribui¢cdo temporal no
estado do Rio de janeiro entre os anos de 2015 e 2020. Nele é possivel observar que em 2015 a
incidéncia da dengue foi maior no més de maio com 72,8 casos/100 mil habitantes, em 2016 o
pico em abril com 112,4 casos/100 mil habitantes, em 2017 o pico registrados nao foi tdo alto,
mas se concentrou entre janeiro e abril, 2018 mostra uma alta no més de abril e 2019 apresenta
uma alta incidéncia entre os meses de abril e julho (DE ALMEIDA et al, 2022). Vindo um
pouco mais proximo da cidade alvo desse estudo, temos um trabalho de Costa e Calado e
colaboradores que mostra a relacdo entre 0 aumento dos casos de dengue com os periodos onde
houveram maior precipitacdo acumulada, os dados foram coletados entre 2007 e 2013.
(COSTA; CALADO, 2016). Ambos os estudos apontam para uma relacdo positiva entre
pluviosidade e nimero de casos em regides do Brasil.

E possivel que haja um viés relacionado ao diagndstico sorolégico, ja que, todas as
amostras, incluindo as nédo ideais (diferenca menor que 5 dias entre a data de prieiros sintomas
e data de coleta), foram testadas para IgM e NSL1.

Os dados sociodemograficos obtidos e compilados na tabela 2 mostram que as faixas
etarias mais atingidas foram de 11 a 20 anos e de 21 a 30 anos. Se compararmos com o estudo
de Da Silva Neto e colaboradores, publicado em 2022 com dados retrospectivos de dengue do
Brasil, é possivel observar que a idade média da populacdo afetada é de 33 anos (DA SILVA
NETO et al, 2022). O estudo infelizmente ndo detém dados de faixa etaria, porém, o presente
estudo calculou uma idade média de aproximadamente 36 anos entre os participantes, o que
ndo se afasta muito da média de idade de estudo de Da Silva Neto e colaboradores. A diferenca
entre mulheres e homens foi de 6,88% se mostrando uma porcentagem muito biaxa para inferir
alguma causa. Para raca/cor foi observada uma prevaléncia maior entre 0S que se
autodeclararam como pardos com 51,9% dos casos. O estudo de Neto e colaboradores de 2022,
também aponta que os pardos lideram os casos de dengue no Brasil com 31,1% dos casos,
seguido dos brancos com 27,9% dos casos (DA SILVA NETO et al, 2022). Segundo o Censo
do IBGE realizado em 2010, a populacdo parda de Feira de Santana representa 55,87% da
populagdo total do municipio (BRASIL, 2010). E observado que a porcentagem entre a
positividade do presente estudo e a populagdo parda do municipio citado, &€ bem proxima,
ressaltando a precisdo dos dados. Essa desproporc¢éo entre Feira de Santana e Brasil deve-se
principalmente a diferenca de tamanho da amostragem dos dois estudos e também pelo fato da
cidade de Feira de Santana localizar-se proximo a cidade contendo a maior populacdo negra
fora do continente africano, Salvador. Quanto a esse quesito também é importante salientar que

a regido nordeste é a uma das regides onde ha maior prevaléncia de pardos no Brasil. Quanto a
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escolaridade, notou-se que as maiores prevaléncias eram entre 12 a 42 serie incompleta do ensino
fundamental (EF) e 5% a 82 serie incompleta do EF. De acordo com o Censo do IBGE realizado
em 2010 em Feira de Santana, 144.887 (45,63%) pessoas com 25 anos ou mais ndo possuem
grau de intrucdo ou apresentam o EF incompleto (BRASIL, 2010). Comparando com o presente
estudo, 297 (36,31%) participantes ndo completaram o EF, o que mostra que individuos de
baixa ou nenhuma escolaridade realmente sdo mais afetados.

Também é possivel que exista um viés quanto aos dados sociodemograficos, uma vez
que a populacao ndo foi estudada completamente mas, somente uma amostragem com sintomas
de dengue que compareceu a vigilancia.

A histdria recente da dengue no Brasil é caracterizada por duas grandes epidemias em
2015 e 2016, um periodo de dois anos de baixo nimero de casos e ressurgéncia em 2019
(ADELINO et al., 2021). As razdes porque 2017 e 2018 foram anos com poucos casos ainda
ndo sdo bem entendidas. Alguns estudos indicam que ap0s a grande epidemia de Zika em 2016,
uma imunidade cruzada e de pouca duracdo, entre ZIKV e DENV pode ter sido selecionada na
populacdo (PEREZ et al, 2019; SOUSA RIBEIRO et al, 2018). Entretanto, alguns estudos
mostram que essa imunidade cruzada ndo seria capaz de neutralizar o virus e apenas aumentaria
as chances de dengue severa (DEJNIRATTISAI et al, 2016; KATZELNICK et al, 2020). Outra
hipotese diz que a intensificacdo de capanhas de controle de vetores apos a epidemia de Zika
tiveram efeito também ao longo de 2017 e 2018 (Perez et al., 2019). Tais campanhas também
teriam efeito sobre a transmissdo de outras arboviroses, porém em 2017 o Brasil teve um grande
namero de casos de chikungunya, contrariando esta hipotese (BRITO et al, 2021).

Independente dos fatores que levaram a atenuacdo das epidemias de dengue em 2017 e
2018, em 2019 ela ressurgiu com forca e observou-se a co-circulagdo dos sorotipos 1 e 2 do
virus. Nas epidemias de 2015 e 2016, DENV-1 era o predominante, ja em 2019 foi observada
uma compartimentalizacdo da epidemia de dengue no Brasil, onde DENV-1 continuou
predominante na regido Nordeste e DENV-2 predominou nas regides Centro-Oeste e Sudeste
(ADELINO et al., 2021). Importante salientar que nos estudos publicados analisando
sequéncias de DENV de 2019, foram encontrados apenas genotipos e linhagens do virus que ja
estavam em circulagdo no pais, demonstrando que linhagens do virus podem manter-se
circulando de forma criptica e sobreviver a periodos de baixo numero de casos. I1sso demonstra
também que ndo é necessario a introducéo de novas cepas virais para causar a ressurgéncia da
doenca e grandes epidemias (BRITO et al., 2021).

As sequéncias de DENV geradas neste estudo corroboraram estudos anteriores que

haviam encontrado maior prevaléncia de DENV-1 no nordeste do Brasil em 2019. O que
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destaca-se em nossos achados foi a grande variabilidade genética do virus observada em um
Unico surto na cidade de Feira de Santana. Nas amostras do ano de 2019, observamos a co-
circulacdo de dois sorotipos (DENV-1 e DENV-2), e de quatro linhagens diferentes. Apesar
das amostras de DENV-1 terem sido todas classificadas como genotipo V, elas se agruparam
em trés clados (linhagens) diferentes (111, IV e V). Um desses clados (clado 1V), possuia apenas
sequéncias de Feira de Santana que conectavam-se direto a sequéncias de outros paises da
Ameérica do Sul, como Argentina e Venezuela. Este achado pode representar uma nova
introducdo do DENV-1 gen6tipo V no Brasil, trazendo novos dados sobre a ressurgéncia de
dengue em 2019, uma vez que estudos anteriores haviam apenas encontrato linhagens ja em
circulacdo no Brasil. Entretanto, devido ao nimero limitado de sequéncias de DENV geradas
na América do Sul, esse resultado deve ser interpretado com cautela e novos estudos com mais
amostras necessitam ser feitos para confirmar esse achado. Para DENV-2, as sequencias de
Feira de Santana se agruparam em posic¢Ges distantes no clado BR-4L1, do gendtipo 1ll. Isso
demonstra que elas sdo mais proximas a virus circulantes em outros estados do que entri si,
chamando atencdo novamente para a grande diversidade genética de DENV encontrada na
cidade.

Por fim, fica um questionamento em aberto ao qual esse estudo ndo compreendeu,
porque habitantes de uma area endémica, a anos, continuam sucessivamente sendo infectados?

A causa seriam mutag6es do virus? O sistema imune da populagéo?
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7 CONCLUSAO

Em sintese, este estudo revelou detalhes sobre o ressurgimento da dengue em 2019 em
Feira de Santana, apds um periodo de dois anos de baixa circulagdo. Nossos resultados mostram
que a sazonalidade da doenca seguiu os padrdes esperados e ja observados em outras epidemias
e segue um padrdo semelhante ao j& relatado em outros estudo, afetando mais individuos pardos,
pessoas com baixa ou nenhuma escolaridade e/ou pertencendo aproximadamente 36 anos de
idade. As analises filogenéticas dos genomas de DENV gerados aqui revelaram uma importante
co-circulacdo de diferentes sorotipos, genétipos e linhagens do virus em em Feira de Santana
em 2019, destacando-se o achado de uma possivel nova introdugdo do gendtipo V de DENV-1
no Brasil a partir de linhagens ciculando em outros paises sul-americanos. Tudo isso demonstra
a importancia da vigilancia epidemioldgica e genémica para investigacdo de epidemias ou
surtos e também projeta Feira de Santana como um importante local sentinela para vigilancia

de arboviroses.
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