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Comunicacao/Communication

Sorotipos virais de dengue identificados em criancas de Manaus,

Estado do Amazonas, 2008

Dengue virus serotypes in children of Manaus, State of Amazonas, 2008

Cristovao Alves da Costa' e Grecilane Palheta Faganha®

RESUMO

Introdugio: A dengue é uma arbovirose que vem causando sérios problemas
de saude publica, em regides tropicais e subtropicais do planeta. Métodos:
Neste estudo, foram investigadas amostras de sangue de criangas, através
daRT-PCR, com o intuito de se identificar sorotipos do virus dengue nessa
populagao infantil, em Manaus/AM, durante o ano de 2008. Resultados: O
DENV-3 foi o tinico sorotipo viral identificado. Conclusdes: No presente
estudo, 83% das criangas analisadas apresentaram resultado negativo para
dengue através do RT-PCR sugerindo a ocorréncia de outras doengas febris
que necessitam ser esclarecidas.
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ABSTRACT

Introduction: Dengue is an arbovirus that continues to cause serious public
health problems in tropical and sub-tropical regions of the planet. Methods:
In this study, blood samples from children were investigated by RT-PCR,
aimed at identifying dengue virus serotypes in Manaus, AM, in 2008 in
this infant population. Results: DENV-3 was the only serotype identified.
Conclusions: In this study, 83% of children examined were negative for
dengue by RT-PCR, suggesting the occurrence of other febrile illnesses that
need to be determined.
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A dengue ¢é causada por um arbovirus pertencente ao género
Flavivirus, cujas caracteristicas antigénicas o diferem em quatro
sorotipos distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4.. O DENV
pode apresentar tanto infec¢des assintomaticas quanto quadro graves
fatais”. Nas Américas, seu principal mosquito vetor é o Aedes aegypti®.

Apesar de na América Latina a forma grave ser prevalente em
adultos*, nos ultimos dois anos, no Brasil, tem sido observada uma
mudanga nos padrdes etdrios paraa ocorréncia de febre hemorragica
do dengue (FHD). Em Manaus, capital do Amazonas, o mesmo
comportamento foi observado por Rocha e Tauil’, em 2006 e 2007.
O deslocamento para faixas etdrias mais jovens também assinala
a gravidade da situagdo, j& que as criangas sdo mais susceptiveis
ao extravasamento plasmadtico, por apresentarem permeabilidade
vascular aumentada®. Esse agravante, associado a alta endemicidade
e a cocirculagdo dos trés sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3)
no pais, mostra um importante fator de risco para o desenvolvimento
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de FHD e sindrome do choque do dengue (SCD), principalmente
por causa da introdugao de novos genétipos virulentos.

Neste estudo, objetivou-se investigar os sorotipos do virus dengue
em criancas de 0 a 10 anos, no municipio de Manaus, Amazonas e
estabeleceratravés da técnica de RT-PCR os sorotipos virais infectantes
circulantes na Cidade de Manaus, bem como apresentar aspectos
epidemioldgicos da ocorréncia do virus dengue na populagio infantil.

Participaram do estudo 94 amostras de criangas com suspeita de
dengue, na faixa etdria de 0 a 10 anos de idade, de ambos os sexos,
cujas amostras de sangue total e/ou soro, coletadas até S dias ap6s o
inicio dos sintomas (periodo de viremia), foram encaminhadas ao
Laboratério Central de Saide Publica do Amazonas, da Fundagao de
Vigilancia em Sadde (LACEN-AM/FVS) para isolamento viral. As
varidveis analisadas foram: idade, sexo, bairro de residéncia, zona de
residéncia, data de inicio dos sintomas e sorotipo viral infectante. As
informagdes foram retiradas das fichas de investigagao laboratorial.

O método de identificagio do RNA viral do dengue foi feito
através da reacao em cadeia da polimerase pela transcriptase reversa
(RT-PCR), seguida por um semi-nested-PCR, segundo metodologia
descrita por Lanciotti cols®. Os primers especificos usados no presente
trabalho tiveram como regido alvo a confluéncia dos genes C/prM®.

A extracio do 4cido ribonucléico (RNA) foi executada
utilizando-se o método do Trizol LS Reagent (Invitrogen, Sao Paulo,
Brasil), de acordo com as especificagdes do fabricante. Os produtos
daamplificagao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
em tampao Tris-Borato-EDTA pH 8,3, utilizando-se um padrao de
100 pares de bases, corados com brometo de etideo 1% e visualizados
por meio de transluminador de luz ultravioleta.

O software utilizado na anélise estatistica foi o programa Epi-Info
versao 3.5.1 para Windows'. Na andlise dos dados categorizados, foi
utilizado o teste do qui-quadrado de Person e para a comparagio da
média de idade foi utilizada a estatistica de t de Student, pois amesma
apresentou distribuigio normal (p > 0,05) por meio do teste de
Shapiro-Wilk. O nivel de significincia utilizado nos testes foi de 5%.

Das 94 amostras analisadas pelo estudo, 16 (17%) amostras
foram positivas para dengue. O DENV-3 foi o tinico sorotipo viral
do dengue encontrado neste estudo.

Dentre os casos positivos, 62,5% foram do sexo masculino e
37,5% do sexo feminino. Porém, conforme descrito na Tabela 1, nao
foi encontrada associagao estatisticamente significante do resultado
da RT-PCR, em relagdo ao sexo (p = 0,315). A média e o desvio
padrao da idade das criangas com RT-PCR positivo e negativo foi
respectivamente 6,4 + 3,2 ¢ 5,5 + 2,7 (Tabela 1). Também, nio foi
constatada diferenca estatistica (p = 0,289) ao nivel de 5%. O mesmo
ocorreu na comparagio da idade em relagdo ao sexo (p = 0,433).
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TABELA 1 - Distribui¢ao segundo o resultado da RT-PCR para dengue em
criangas de 0 a 10 anos atendidas no LACEN-AM/FVS, durante 0 ano de 2008,
segundo o sexo, Manaus-AM.

Resultado da RT-PCR
positivo negativo Total
Sexo fi % fi % fi %
Feminino 6 13,0 40 87,0 46 48,9
Masculino 10 20,8 38 7952 48 51,1
Total 16 17,0 78 83,0 94 100,0

RT-PCR: reverse transcriptase - polymerase chain reaction, fi: frequéncia absoluta.

x=1,01,p=0,315

Todas as amostras positivas desse estudo pertenceram ao
primeiro trimestre de 2008. Os demais meses nao apresentaram
casos positivos. O tempo médio de diagndstico (dias de doenca), que
correspondem aos dias entre a data do inicio dos sintomas e data da
coleta da amostra de sangue da crianga foi de 2,8 dias (Dp £ 0,98),
conforme pode ser visualizado na Figura 1.
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FIGURA 1 - Casos de dengue diagnosticados pelo RT-PCR, entre as criancasde 0a 10
anos, atendidas no LACEN-AM/FVS, segundo dias de doenga. Manaus-AM, 2008.

Quanto a distribuigao espacial dos casos positivos para DENV-3,
por bairros e zonas da Cidade de Manaus, em ordem decrescente,
destacaram-se: Alvorada (18,7%), Compensa e Sao José Operdrio
(12,5% cada). Juntos, estes trés bairros somaram 43,7% dos casos.
Todas as zonas do municipio de Manaus apresentaram criangas
positivas nesse estudo, sendo que a zona sul foi responsavel pelo
maior nimero de casos, alcangando 25%, zonas oeste e centro-oeste
(18,8% cada). Zonas centro-sul e norte mostraram os menores
indices, com 6,3% dos casos, cada uma.

Neste estudo, foram avaliadas 94 amostras de criangas,
encaminhadas ao LACEN-AM/FVS, durante o ano de 2008, no qual
se verificou uma prevaléncia de 17% para o DENV;, todos pertencentes
ao sorotipo DENV-3. Em Manaus, durante o ano de 2002, o DENV-3
foiisolado pela primeira vez e ocasionou uma epidemia no primeiro
quadrimestre de 2008. Segundo dados da Secretaria de Vigilancia
em Satude’, o DENV-3 foi confirmado em 96,6% dos casos onde
houve isolamento do virus no Estado do Amazonas, confirmando
os achados deste estudo.

Em Manaus, num estudo clinico-epidemiol6gico em criangas
menores de 15 anos, acometidas por dengue autdctone, no periodo
de 2006 e 2007, relatou-se também a prevaléncia do DENV-3%,
Houve prevaléncia absoluta do DENV-3, o que nao significa que os
outros sorotipos nio estivessem presentes. O DENV-3 foi o ultimo

sorotipo introduzido em Manaus e parte da populagio ja possui
imunidade contra os sorotipos DENV-1 e DENV-2, que provocaram
duas principais epidemias em 1998-1999 e 2000-2001. A introdugao
do DENV-3 encontrou uma populagio completamente susceptivel,
principalmente a infantil, que talvez tenha contribuido para sua
dispersao, tornando-o ficil de ser detectado e isolado. De fato,
experimentos anteriores mostraram que quando um novo sorotipo
é introduzido em uma comunidade, ocorre uma diminui¢ao natural
da circulagao de outros sorotipos pré-existentes®.

Pinheiro e cols’ analisaram mosquitos através da RT-PCR e
verificaram uma prevaléncia de 17,1% para o DENV-3, tinico sorotipo
isolado no estudo. A anilise filogenética desse sorotipo mostrou
serem pertencentes ao genodtipo III, que sdo representados pelos
virus do sudeste asidtico (DENV-3).

Nio houve diferenca estatisticamente significativa entre os
sexos, apesar de em meninos a dengue ter sido mais frequente do
que em meninas. No Brasil, vrios estudos anteriores demonstraram
a incidéncia de casos de dengue predominantemente na idade
adulta''’. Em Manaus, Rocha e Tauil® observaram uma mudanca
de padrio para a faixa etdria infantil, em 2006 e 2007. Eles também
observaram que a letalidade de FHD e SCD, em Manaus, nos
menores de 15 anos, estd acima do aceitavel pela OMS (< 1%), apesar
de ter havido uma reducao de 2006 (12,5%) para 2007 (4,6%).

O deslocamento para faixas etdrias mais jovens também assinala
a gravidade da situagao, visto que as criangas sio mais suscetiveis
ao extravasamento plasmadtico por apresentarem permeabilidade
vascular aumentada®. A alta endemicidade e a cocirculagdo dos
trés sorotipos no pais mostram um importante fator de risco para o
desenvolvimento de FHD e SCD por causa da introdugao de novos
gendtipos virulentos. Segundo Gongalves Neto e cols'?, essa mudanga
de padrao pode ser explicada pelo proprio processo de instalagao da
endemizacio da doenga, pois a maior incidéncia da doenca em faixas
etdrias mais elevadas é um padrao observado em dreas indenes logo
ap6s a introducio de um novo sorotipo do virus.

Trés (75%) quartos das amostras positivas para 0o DENV-3 foram
coletadas até o 3° dia de doenga, diferente de estudo realizado na
Tailandia®, no qual se avaliou o grau de resolug¢ao da RT-PCR na
dengue secunddria em criangas hospitalizadas e o virus dengue foi
mais prevalente em amostras coletadas até o 5° dia de doenga.

Todas as zonas e onze bairros da Cidade de Manaus apresentaram
casos positivos nesse estudo. Manaus, como um todo, possui todas
as condi¢oes ecoldgicas para o desenvolvimento do mosquito vetor.
Fatores ambientais e sociais, tais como alta temperatura e umidade,
estagdes chuvosas prolongadas associadas a pobre infraestrutura,
fornecem condigdes ideais para a proliferagao do vetor'.

A infecgao viral do dengue resulta em uma gama de sintomas
que podem ser confundidos com os de muitas outras doengas
exantematicas'. No presente estudo, 83% das criangas analisadas
apresentaram resultado negativo para dengue através do RT-PCR
sugerindo a ocorréncia de outras doengas febris que necessitam
ser esclarecidas. Assim, tornam-se necessdrios estudos mais
aprofundados a cerca das arboviroses e outras doencas exantematicas,
cujos sintomas se confundem com o dengue, a fim de se conhecer
e estabelecer o real perfil de doengas exantemadticas ocorrentes em
Manaus, principalmente no que concerne a atividade viral.

A emergéncia de casos de FHD e a continuidade de casos
reportados de dengue no estado e em todo pais, reforgam a importincia
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dos métodos laboratoriais para a caracterizagio da infecgdo por
dengue. A implementagio no Brasil do diagndstico molecular no
sistema publico poderia ser uma alternativa para tornar rapido o
diagnostico, pois a vigilancia viroldgica e soroldgica juntamente com
medidas adotadas pelo Programa de Erradicagao do Aedes aegypti
sdo as ferramentas mais importantes para alcangar o controle da
dengue no pais.
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