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“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo propdésito debaixo do
céu: ha tempo de nascer e tempo de morrer; tempo de plantar e tempo de arrancar o
que se plantou; tempo de matar e tempo de curar; tempo de derribar e tempo de
edificar; tempo de chorar e tempo de rir; tempo de prantear e tempo de saltar de
alegria;tempo de espalhar pedras e tempo de ajuntar pedras; tempo de abragar e
tempo de afastar-se de abracar..”

Eclesiastes 3:1-5
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Resumo

DENGUE NA BAHIA: DINAMICA E DISPERSAO DO VIRUS COM A INTRODUGAO
DO SOROTIPO 3 (DENV-3) NO ESTADO. PAULO ROBERTO SANTANA DE
MELO. O aparecimento de cada novo sorotipo do virus da dengue no Brasil oferece
uma oportunidade para entender como esta infecgdo € introduzida e
subseqlentemente distribuida. Além do mais, este padrdao tem implicagcdo para
disseminagao de virus similares em um pais de tamanho continental. Finalmente,
uma vez que o vetor possui habitos peridomésticos, um novo sorotipo também
modela a distribuicao de outras infec¢gdes com um padréo de disseminagdo pessoa a
pessoa em uma regido com uma alta densidade vetorial. No final de 2001, o Brasil
tinha somente sofrido epidemias com DENV-1 e DENV-2. Ambos estavam
ativamente circulantes quando o DENV-3 foi introduzido em 2002, produzindo os
primeiros casos de febre hemorrdgica da dengue no estado da Bahia. Nos
determinamos a prevaléncia e distribuicdo dos sorotipas do virus no estado durante
2001, 2002 e 2003 baseados nos isolamentos virais do Laboratério Central do
Estado (LACEN). Este laboratério € o centro de referéncia e processa todas as
amostras de 30 diretorias regionais de saude (DIRES). Em 2001, houve 169
isolamentos de DENV-1 e 53 de DENV-2. Em 2002, foram isolados 123 DENV-1, 50
DENV-2, além do aparecimento do DENV-3 (273 isolamentos). As freqiiéncias
relativas de isolamentos versus o tamanho da populagdo e o numero de amostras
submetidas sugerem que estes isolamentos sdo reflexos da intensidade de sua
circulagdo. Em janeiro de 2002, com DENV-1 e DENV-2 sendo isolados em todo o
estado, 95% de todos os isolamentos de DENV-3 foram da capital, Salvador, e os
5% restantes foram de um municipio conurbado a mesma, onde se situa o aeroporto

de Salvador indicando que este sorotipo pode possivelmente ter chegado por via



aérea. Em fevereiro, a infec¢ao estava distribuida em cidades onde as trés principais
rodovias ddo acesso. Em margo, ocorreu uma fase de consolidagéo com o DENV-3
se estendendo em areas entre as principais rotas terrestres, e em abril o numero de
isolamentos decaiu rapidamente. A distribuicdo do DENV-3 em 2002 foi
distintamente diferente dos sorotipos circulantes na Bahia e reflete a introdugéo de
um novo sorotipo no estado. Estes dados estdo formando uma base para o
desenvolvimento de modelos matematicos com vistas a se predizer a possivel
introdugao do DENV-4 e para o efeito de diferentes intensidades de outros sorotipos

circulando simultaneamente.



Abstract

DENGUE AT BAHIA: DYNAMICS OF DISPERSION OF VIRUS WITH THE
INTRODUCTION OF SEROTYPE 3 (DENV-3) IN THE STATE. PAULO ROBERTO
SANTANA DE MELO. The appearance of each new dengue serotype in Brazil offers
an opportunity to understand how this infection is introduced and subsequently
distributed. Further, this pattern may have implications for the spread of other viruses
in a continental sized country. Finally, since the vector is peridomestic, a new
serotype also models the likely distribution of a new virus with person to person
spread. At the end of 2001, Brazil had only experienced epidemics with DENV-1 and
DENV-2. Both were actively circulating when DENV-3 was introduced in 2002, and
produced the first cases of dengue hemorrhagic fever in the state of Bahia. We
determined the prevalence and distribution of dengue serotypes circulating in this
state during 2001, 2002 and 2003 based on viral isolations by the state’s central
laboratory. In 2001, there were 169 isolations of DENV-1 and 53 of DENV-2. In 2002,
there were 123 DENV-1 isolates, 50 DENV-2, plus the new appearance of DENV-3
(273 isolates). The frequency of isolations relative to population size and number of
samples submitted indicates that viral isolations here are reflective of the intensity of
their circulation. In January 2002, with DENV-1 and DENV-2 being isolated
throughout the state, 95% of all DENV-3 isolations were from the coastal state
capital, Salvador, and the remaining 5% were from a nearby coastal district. This
indicates that the infection could probably have arrived by air travel or less likely by
sea. In February, the infection was distributed in districts where the 3 major highways
run. In March, there was a consolidation phase with the infection reaching areas
between the main routes, and by April the number of isolations quickly dissipated.

The distribution of DENV-3 in 2002 was distinctly different from the others and
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reflects the introduction of a new serotype. These data will form the basis of
mathematical models for the anticipated introduction of DENV-4 and for the effect of

different intensities of other simultaneously circulating serotypes.
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1.0 - INTRODUGAO

A dengue é atualmente uma das arboviroses de maior importancia para saude
publica global. Varios bilhdes de pessoas vivem em areas sob o risco de infecgao
pelo virus da dengue em diferentes paises, que na sua maior parte estdo situados
em regiées tropicais ou subtropicais cujos centros urbanos sofrem da falta de
condigdes adequadas de moradia e expansdo urbana desordenada. O principal
vetor implicado na transmissao desta virose &€ o mosquito Aedes aegypti que através
de diversas campanhas ja chegou a ser erradicado de boa parte do continente
Americano, entretanto, hoje quase todo a América é infestada por este mosquito

(FIGUEIREDO, 2000).

Estudos tém sido realizados a fim de se entender fatores epidemioldgicos,
genéticos (tanto do virus quanto do hospedeiro) e ambientais os quais podem
influenciar a ocorréncia de epidemias com quadros graves da doenca. Diversos
paises tém registrado casos graves de infecgdo pelo virus da dengue conhecido
como Febre Hemorragica da Dengue (FHD). A grande epidemia de Cuba, em 1981,
foi um dos primeiros episodios de quadros graves de infecgéo pelo virus da dengue
nas Américas seguido por outros paises como Venezuela e Brasil na ocorréncia de
quadros graves desta doenca (PINHEIRO, 1998). Poucos trabalhos, no entanto, tem
descrito a dinamica de circulagdo viral em territorios especificos. Observagdes deste
tipo sdao de extrema importdncia pela possibilidade de antecipagdo do impacto
decorrente da introdugdo e co-circulagdo de diferentes sorotipos em uma dada
regido, podendo direcionar medidas de prevengdo em saude publica como

contencao de epidemias e campanhas de combate ao mosquito.
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O Brasil nesta Gltima década experimentou importantes epidemias de dengue
em quase todo seu territorio. Praticamente todos os seus estados, destacando os da
regido Sul, enfrentaram epidemias de dengue com a ocorréncia de FHD em muitos
deles. O estabelecimento de hiperendemicidade, onde diversos sorotipos circulam
ao mesmo tempo, faz com que casos graves passem a ser mais freqiiente, o que
exige medidas importantes de saude publica além da necessidade de aumento do
conhecimento sobre a epidemiologia da doenga, e aspectos relacionados com as
cepas de virus em circulagdo para o entendimento da dindmica de circulagao do
DENV seguindo os sorotipos existentes em nosso estado e pais. Este tipo de
conhecimento pode direcionar politicas de salde publica além de um potencial
ganho de informagdes que possam ser aplicadas no entendimento de outras viroses

ou infecgdes que apresentem 0 mesmo padrao de disseminagao.

1.1 - REVISAO DA LITERATURA

1.1.2 - O virus da Dengue e sua Epidemiologia no mundo

O virus da dengue (DENV) é do género Flavivirus da familia Flaviridae (a
mesma familia dos virus da febre amarela e da hepatite C) conhecido por ser o
agente etiolégico da febre da dengue (FD) e da ameacadora febre hemorragica da
dengue (FHD) que nas formas mais graves € chamado de sindrome do choque da
dengue (SCD), o qual é endémico na maioria dos paises tropicais e subtropicais do
mundo. Estima-se que existam entre 2,5 e 3 bilhdes de pessoas vivendo sob risco
de infecgdo por este virus (MACKENZIE et al, 2004). Esta arbovirose tem se

expandido nos ultimos anos aumentando gradativamente o nimero de casos em

14



muitos paises inclusive no Brasil, com conseqiiéncias alarmantes como o
crescimento do indice de casos graves muito observado na ultima epidemia ocorrida

no nosso pais.

O genoma deste virus &€ composto por uma fita Gnica de RNA (RNA positivo),
com aproximadamente 11Kb (quilobases) de tamanho produzindo trés proteinas
estruturais e sete ndo estruturais na sua tradugdo observado na Figura 1.0
(SHURTLEFF et al., 2001). Todos os flavivirus possuem um grupo comum de
epitopos na sua proteina de envelope que resulta em extensiva reagéo cruzada em
testes sorologicos. A infecgdo por um dos quatro tipos de virus produz uma
imunidade duradoura para o mesmo, entretanto, o individuo ainda é susceptivel a
infeccdo por um dos outros trés sorotipos com risco de quadros graves quando a

infecgao for heterotipica (KLIKS et al., 1989).

Genes Estruturais Genes Nao-estruturais

—

6NC C prM/M E NS1 2A/2B NS3 4A/4B NS6 3'NC

Fig. 1.0 — Organizagdo do genoma de flavivirus.

A forma de transmissdo do virus da dengue ao hospedeiro vertebrado &
através da picada de mosquito do género Aedes. Dependendo da area geografica,
diferentes espécies de Aedes (Stegomyia) spp. podem atuar como vetores desta
virose. O principal agente transmissor em nosso pais € o mosquito Aedes aegypfi.
Por conta da expansdo desordenada de areas urbanas em muitas regides do
mundo, este inseto se adaptou aos arredores domiciliares aumentando seu potencial

na transmisséo do virus da dengue. Grande parte do continente americano
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principalmente as regides tropicais, subtropicais e até algumas cidades norte-
americanas, estdo infestadas por mosquitos Aedes (GUBLER, 1998). O periodo de
incubagao intrinseca varia de trés a quinze dias, sendo em média de cinco a seis
dias, podendo ocorrer quatro diferentes quadros clinicos pela infecgédo com o virus
da dengue: dengue assintomatica ou febre nao diferenciada, febre da dengue (FD),
febre hemorragica da dengue (FHD) e sindrome de choque da dengue (SCD). Febre
nao diferenciada podendo ser um curto mal estar febril associado com poucos outros

sintomas ou até mesmo assintomatico.

Uma das caracteristicas da infecgdo pelo virus da dengue é sua capacidade
para produzir formas graves da doenga, com letalidade elevada caso os pacientes
ndo sejam submetidos a tratamento correto e oportuno, como também de se
expressar com pouco ou nenhum sintoma. A emergéncia da febre hemorragica da
dengue (FHD) a tornou uma das mais importantes arboviroses nas ultimas duas
décadas. Tem sido estimado que cerca de 50-100 milhGes de pessoas tenham febre
da dengue (FD) a cada ano, com aproximadamente 250 a 500 mil casos de FHD no
mesmo periodo de tempo com 0,5% de letalidade (RIGAU-PEREZ et al., 1998). O
mecanismo preciso, no aspecto imunopatologico, pelo qual o virus do dengue causa
doeng¢a hemorragica grave nao é bem entendido, embora fatores do hospedeiro (i.e.,
status imune, doengas cronicas e predisposi¢ao genética) e/ou viruléncia das cepas
podem desempenhar um papel chave na patogénese (FIGUEROA & RAMOS, 2000,
GUZMAN & KOURI, 2002).

A FHD é caracterizada por uma febre de comego subito, a qual permanece por

dois a sete dias, e uma variedade de sinais e sintomas inespecificos. Durante a fase
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aguda é dificil distinguir a FHD da FD e de outras moléstias comuns em areas
tropicais como leptospirose e febre amarela. Os pacientes normalmente apresentam
trombocitopenia (com plaquetas <100,000/mm® e hemoconcentragdo que é
considerada como evidéncia de eminente sindrome de falha vascular (ROTHMAN &
ENNIS, 1999). Manifestagbes hemorragicas comuns incluem sangramentos na pele
como petéquias, lesdes purpuras e equimoses. Epistaxes, sangramento nas
gengivas, hemorragia gastrintestinal e hematuria ocorrem menos freqliientemente.
Petéquias espalhadas sd3o as manifestagdes hemorragicas mais comuns
observadas; elas aparecem na maior parte nas extremidades, mas também sao
encontradas no tronco, outras partes do corpo e na face em pacientes com sindrome
de choque da dengue (SCD) (LEI et al., 2001). Uma anormalidade fisiopatologica
vista em pacientes com FHD e SCD é um aumento da permeabilidade vascular que
leva a perda de plasma para compartimentos extravasculares (pleura e periténio),
resultando em hemoconcentragédo e diminuigdo da pressdo sanguinea (ROTHMAN
& ENNIS, 1999). Mudangas hemostaticas na FHD e SCD envolvem trés fatores:
mudangas vasculares, trombocitopenia e desordem na coagulagdo. Um mecanismo
complexo esta envolvido na ocorréncia de quadros graves de dengue, sendo assim

é uma questao multifatorial bem representada pela Figura 2.0.
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- ldade - Namero de
- Sexo Susceptiveis
- zaqa - Alta densidade
- s}gdo Vetorial
nutricional - Grande
- lnfeccaq circulagdo viral
Secundéria - Hiperendemicidade
- Resposta do
hospedeiro
Fatores Virais
- Viruléncia da cepa
- Sorotipo
Fig. 2.0 —Fatores de risco para FHD/SCD: Aspecto integrado.
Adaptado de Gdzman 2002.

Tanto a FD quanto a FHD séo problemas de saude publica, principalmente em
paises tropicais e subtropicais. Estima-se que anualmente cerca de 50 a 100
milhdes de casos a cada ano (GUBLER, 2002). A dengue € endémica nas Américas,
sudeste da Asia (SEAR), no oeste do Pacifico (OOP), Africa e no leste do
Mediterraneo, sendo as trés primeiras regides as principais atingidas,
respectivamente. A Figura 3.0 representa os casos de FD e FHD por regibes
geograficas de 1992 a 2000 (GUZMAN & KOURI, 2002). Nos ultimos oito anos a
incidéncia da dengue tem crescido nas areas endémicas, particularmente nas
Américas; apesar de nos trés Ultimos anos o nimero de casos fatais ter aumentado
no sudeste da Asia e regides do oeste do Pacifico. Sdo necessarios mais estudos
avaliando melhor alguns fatores de riscos para responder melhor a estas
observagbes, como estudos em genes candidatos para aumento de susceptibilidade

a quadros graves de infecgao pelo virus da dengue.
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Casos Reportados de Dengue 1992-2000
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Fig. 3.0 — Casos reportados de FD/FHD pela OMS de 1992-2000.
SEARO= Sudeste da Asia, OOP= Oeste do Oceano Pacifico.
Adaptado de Guzman 2002.

Diversos fatores podem estar envolvidos na emergéncia e re-emergéncia da
FD e FHD dos quais dois devem ser destacados: aumento da densidade e
distribuicdo geografica do vetor com transmissdo do virus em diversas regides
geograficas observado na Figura 4.0 (MACKENZIE et al., 2004). Mudangas na
densidade demografica justificam o primeiro fator, particularmente com o
crescimento da populagdo global juntamente com urbanizagdo ndo planejada
resultando em moradias com condi¢des inapropriadas, com inadequados sistemas
de abastecimento de agua e esgotamento sanitario. A situagdo epidemioldgica piora
ainda pela deterioragdo dos sistemas de salde e dos programas de controle dos
mosquitos nos principais paises endémicos. O continente americano oferece um
exemplo singular para este tipo de observagdo, com a grande campanha de
erradicacéo iniciada no final da década de 40, onde a maior parte dos paises se
tornou livres do vetor. Entretanto, durante as décadas de 60 e 70 o A. aegypti re-

infestou a América Central e do Sul por conta da ndo adesao de alguns paises ao
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programa de erradicagédo do vetor. Hoje, somente poucos paises deste continente

estao livres do vetor.

(%

Figura 4.0 - Distribulgao global dos sorotipos do virus da dengue.
Adaptado de Mackenzie et al., Nature 2004.

O aumento do transporte aéreo tem também possibilitado o movimento de
diferentes sorotipos, cepas, e até mesmo genétipos do virus de uma regido para
outra. Individuos em fase virémica (até o quinto dia do aparecimento dos sintomas)
s&o capazes de introduzir um novo sorotipo em uma populagdo humana susceptivel.
Por exemplo, 17 anos apés o Ultimo relato, o DENV-3 foi re-introduzido na América
Central e em menos de sete anos ele chegou ao Caribe e paises da América do Sul
produzindo epidemias de FD e FHD (FIGUEROA & RAMOS, 2000). Em geral
diversos fatores que aumentam o contato entre o vetor e o hospedeiro favorecem o
aumento da transmissdo do DENV, apesar de fatores como mudancgas climaticas e
evolugéo viral ndao poderem ser excluidos de influenciarem na emergéncia desta
flavivirose. Percebe-se que a transmissdo da dengue é um fenémeno complexo
onde diversos fatores estdo envolvidos como os mencionados anteriormente. A
Figura 5.0 demonstra as areas infestadas com A. aegypti e com atividade epidémica

do virus da dengue distribuida pelo mundo.

20



[ Areas infestadas com Aedes aegypti

BB Areas com Aedes aegypti e atividade epidémica de dengue
Fig. 5.0 — Distribuigao Mundial da dengue em 2001.

Muitos paises ao redor do mundo tém experimentado epidemias com as mais
variaveis intensidades com casos de FD e FHD/SCD. Um ponto em comum entre as
regides que experimentam epidemias € o clima que possuem e por representarem
paises na maioria das vezes regides muito pobres ou em desenvolvimento. A
Tailandia, por exemplo, tem sido atingida crescentemente por epidemias de FHD
com uma alta incidéncia desta forma clinica da dengue desde sua primeira epidemia
em 1958. Apesar da experiéncia deste pais no tratamento ter aumentado
possibilitando a diminuigdo de casos fatais de 8% na década 1960 para 0,6% em
1996, a FHD ainda é um importante problema de salde publica nesta localidade
(BARBAZAN et al., 2002). Um outro problema enfrentado na Tailandia & que apesar
do controle vetorial ser realizado, esta estratégia tem falhado principalmente nos
periodos interepidémicos, quando diminui muito o interesse da populagdo em
auxiliar neste combate, o que impede o sucesso das campanhas de erradicagao

(BARBAZAN et al., 2002).
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Paises que originalmente nao sdo afetados por esta flavivirose como Alemanha
e Reino Unido, tém descrito relatos de casos de infecgao pelo virus da dengue em
viajantes que visitam areas endémicas. Estudos na Europa e Australia estimam que
cerca de 8% de todos os individuos que apresentam doenca febril com historia de
viagem recente para regides endémicas demonstram evidéncias sorologicas de
dengue (JELINEK, 2000). A incidéncia em viajantes deve estar subestimada,
principalmente pela possibilidade de infecgdo subclinica, e pela falta de
obrigatoriedade de notificagdo em paises desenvolvidos. Uma revisdo clinica e
epidemiolégica européia revelou que de 294 pacientes com diagnéstico confirmado
para dengue 2,4% desenvolveram FHD (JELINEK et al., 2002), sendo sudeste da
Asia, india e Américas as maiores fontes geograficas de aquisigao de infecgao pelo

virus da dengue, contribuindo com 29, 23 e 22% dos casos, respectivamente.

Nas Américas antes de 1981 ndo eram conhecidas epidemias de FHD apesar
da circulagdo do virus em diversas regides nas décadas de 1960 e 70. Um grande
marco na ocorréncia de quadros graves da infecgdo foi a experiéncia de Cuba em
1981. Esta epidemia foi detectada no final do més de maio do mesmo ano
aumentando nos meses de julho e agosto, com os Ultimos casos diagnosticados em
outubro. Ocorreu um total de 344.203 casos de FD e FHD/SCD reportados, destes
10.312 casos foram classificados entre os graus Il e IV de intensidade segundo a
OMS (Tabela 1.0 demonstra os graus de intensidade que podem ocorrer na FHD
apesar de atualmente este tipo de classificagdo ser muito dificil principalmente pela
variagao de espectro da doenga). Ocorreram 158 casos fatais, dos quais 101 em
criangas menores de 15 anos. Esta epidemia foi limitada gragas a um vigoroso e

efetivo programa de controle do mosquito A. aegypti implementado pelas

22



autoridades de Cuba. Apds esta campanha a ilha se tornou teoricamente livre do
mosquito em 1997, quando uma outra epidemia ocorreu em Santiago de Cuba, com

2946 casos de FD, chegando a 205 casos de FHD e 12 mortes, todas em adultos.

Tabela 1.0 — Graus de intensidade de FHD segundo a OMS

Grau Caracteristicas Clinicas

| Febre acompanhada por sintomas n3o especificos, raras
manifestagdes hemorragicas como prova do torniquete positivo;

] Em adic3o as manifestagdes do grau |, sangramento espontaneo na
pele e outras hemorragias;

[ Falha circulatéria manifestada por pulso rapido e fraco, hipotenséao
com diminuigio da temperatura corporal, flacidez na pele e distarbios
do humor;

v+ Choque profundo com indetectavel pressdo sanguinea e pulso.

*Os graus lll e IV s3o também definidos como Sindrome de Choque da Dengue (SCD).

Em Porto Rico a FD é endémica com um padrdo sazonal anual de ocorréncia
minima entre margo e junho, com seu pico de transmissao de setembro a novembro.
Durante a epidemia de 1977 neste pais, o DENV-3 foi o sorotipo mais
frequentemente isolado desaparecendo em seguida da ilha (RIGAU-PEREZ et al.,
2002). No inicio de 1985, em Porto Rico, trés sorotipos do virus da dengue (DENV-1,
DENV-2 e DENV-4) co-circularam, produzindo epidemias locais anualmente. Por
dois a trés anos esses sorotipos co-circularam neste pais, com cada um sorotipo
prevalecendo em cada ciclo. Entre 1994-1995, o DENV-2 produziu uma grande
epidemia, mas em 1996 o DENV-4 predominou por um pequeno periodo do ano
entre os trés sorotipos isolados (RIGAU-PEREZ et al., 2001). O DENV-3 teve um

padréo interessante em Porto Rico, sendo o sorotipo mais isolado na epidemia de
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1977, e a partir deste ano sé voltou a ser isolado neste pais em 1994 e
simultaneamente na Nicaragua e Panama (RIGAU-PEREZ et al., 2002). Apés trés
anos, este sorotipo ja era encontrado em todos os paises da América Central
(BRISENO-GARCIA et al., 1996). Ja em 1998, o DENV-3 foi isolado de pacientes
nas ilhas Caribenhas da Jamaica e Barbados. Estas informagdes demonstram como
é de extrema importancia o entendimento da dinamica de circulagéo do virus da
dengue em diferentes regiées do mundo, no interesse de obter dados para eventuais
predigbes de introdugéo e disseminagdo de novos sorotipos e ainda para previsées

de grandes epidemias.

Fig. 6.0 — América Central com localizagdao dos paises que
sofrem circulac@o de diversos sorotipos do virus da dengue.
1: México; 2: Guatemala; 3: El-Salvador; 4: Honduras; 5:
Nicaragua; 6: Costa Rico; 7: Panama.

Desde 1981, casos ou epidemias de FHD tém ocorrido em 25 paises das
Américas todos os anos (exceto 1983), pequenos surtos foram reportados em El-
Salvador, México, Nicaragua e Porto Rico entre 1982 e 1988 (PINHEIRO, 1989).
Entretanto, em 1989, a segunda maior epidemia de dengue nas Américas ocorreu
na Venezuela. Os primeiros casos foram diagnosticados em outubro daquele ano,

alcangando seu maximo em janeiro de 1990 declinando abruptamente. De dois de
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dezembro de 1989 até 17 de abril de 1990, um total de 3.108 casos de FHD foram
notificados com 73 casos fatais (PINHEIRO, 1989). Cerca de dois tergos dos casos
ocorreram em criangas menores de 14 anos de idade com distribuigédo etaria similar
entre os casos fatais. Os sorotipos isolados durante a epidemia foram DENV-1,
DENV-2 e DENV-4, com predominancia do DENV-2, entretanto, o isolamento dos
casos fatais sO foi possivel através de imunohistoquimica de bidpsias hepaticas,
fixadas em formol, com antigenos do DENV-2 encontrados em amostras de quatro
pacientes. Desde entdo epidemias de FHD tém atingido a Venezuela todos os anos,

a Ultima em 1997, quando ocorreram 6.300 casos com 43 mortes registradas.

Trés outros paises americanos — Coldmbia, México e Nicaragua — durante a
década de 1990 apresentaram epidemias de FHD (PINHEIRO & CORBER, 1997). A
Figura 6.0 mostra a localizagdo de alguns destes paises (América Central). Entre
1990 e 1994, ocorreram pequenas epidemias na Colémbia a cada ano, mas desde
de 1995 este pais tem registrado mais de 1000 casos de FHD anualmente. No
México, antes de 1994, s6 tinham ocorrido 14 casos de FHD (entre 1984 e 1991),
com uma pequena epidemia ocorrida em 1994, e a partir de 1995 ocorreu um
consideravel aumento na incidéncia de casos de FHD. Neste pais durante a
epidemia de 1995, DENV-2 foi isolado de 20 pacientes com FHD e DENV-1 de cerca
de 5 casos adicionais, entretanto, DENV-3 e DENV-4 os quais também circulam
neste pais, foram recuperados de apenas casos com FD (BRISENO-GARCIA et al.,
1996). Na Nicaragua, epidemias tém ocorrido desde 1992 com as maiores

ocorrendo em 1993 e 1995.
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1.1.3 - Aplicagcdes e Implicacoes dos Métodos Disponiveis para o

Diagnostico da Dengue

Por diversos aspectos o diagnéstico acurado e eficiente da dengue é
importante. Primeiramente para o devido cuidado clinico, suporte para vigilancia dos
sorotipos ou genétipos em circulagao além de outras razées como estudos de
patogénese e desenvolvimento de vacinas. Além do auxilio a clinica e a vigilancia
epidemiolbgica, prover as autoridades informagdes Uteis com relagdo ao tempo,
localizagdo, sorotipo viral além de facilitar graduagdo da intensidade da doenca
(GUZMAN & KOURI, 2004). A forma como os testes diagnésticos sdo empregados é
de fundamental importancia para determinagdo de areas com o maior risco de
ocorréncia de quadros graves, como também a medida da intensidade com a qual
os sorotipos circulam em um determinado territorio. E uma ferramenta de extrema
importancia para estudos do virus e do hospedeiro além de evidenciar condigbes
epidemiolégicas que podem estar influenciando na ocorréncia de quadros graves da

doenga.

O diagnostico da infecgao pelo virus da dengue pode ser realizado através do
isolamento viral, detecgdo do genoma ou antigeno e por estudos sorolégicos. Este
tltimo € o mais utilizado em todo o mundo, sendo de extrema importancia para
vigilancia epidemiologica em muitos paises inclusive no nosso. Sdo também de
muita importancia dados epidemiolégicos juntamente com avaliagdo clinica

adequada associado com o diagnéstico laboratorial.
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1.1.3.1 - Diagnéstico Sorolégico

Em individuos que nunca tiveram contato com o virus da dengue, durante
uma infecgdo primaria é produzido uma resposta lenta e com baixos titulos de
anticorpos. O anticorpo IgM é o primeiro isotipo de imunoglobulina a aparecer,
seguida de IgG que surgi em baixos titulos no final da primeira semana do inicio do
surgimento dos sintomas. Entretanto, durante a infecgdo secundaria os titulos de
anticorpos tanto IgG quanto IgM aumentam rapidamente, este Ultimo tem seus
titulos diminuidos rapidamente (INNIS et al., 1989). Os niveis de IgG sdo altos
mesmo durante a fase aguda da infecgdo secundaria, aumentando drasticamente
nas duas semanas seguintes da infecgdo alterando a cinética da resposta de IgM
que s6 chega a aparecer no final do periodo febril da doengca (GUZMAN & KOURI,
2004). A  utilizagdo do método de imuno-ensaio enzimatico (ELISA) para
determinagao de anti-dengue IgM especifico tem sido uma ferramenta de extrema
importancia para o diagnostico de dengue em todo o mundo. Este tipo de
diagndstico pode ser encontrado em diferentes formatos tais como ELISA de
captura, ultramicroELISA de captura, dot-ELISA e mesmo testes tipo “dipstick” tém
sido desenvolvidos (VAZQUEZ et al, 2003). Amostras de soro, sangue e mais
recentemente saliva sao utilizadas para detecgado de IgM quando colhidas em tempo

habil (em torno de cinco dias apoés inicio dos sintomas caracteristicos).

O diagnéstico de soroconverséo é definido pelo aumento de quatro vezes no
titulo de anticorpos nos soros pareados da fase aguda e covalescéncia por inibicao
da hemoaglutinagdo (HI), fixagdo do complemento (FC), técnica de redugédo da
neutralizacdo em placa (PRNT) ou ELISA (GUZMAN & KOURI, 1996). Devido as

possiveis reagdes cruzadas que podem ocorrer, quando o diagndstico preciso é
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requerido a PRNT ¢é utilizada pelo fato desta técnica ser uma das ferramentas mais

especificas para o diagnostico sorolégico da dengue (MORENS et al., 1985).

1.1.3.2 - Detecgao do Virus

A infecgéo pelo virus da dengue tem um periodo curto de viremia, encontrada
entre trés e cinco dias apdés o inicio dos sintomas, com alguma variagdo em
infecgdes secundarias. Isto as vezes torna dificil a identificacdo do virus por este
método diagnéstico, principalmente pelo periodo no qual tem que ser realizado a
coleta e pela dificuldade no diagnéstico clinico pelos médicos. A amostra de escolha
é o soro, entretanto, leucocitos, tecidos obtidos de autopsias como figado, pulmao,
linfonodos e bago podem ser utilizados (ROSEN ef al, 1999). A inoculagédo em
mosquitos & um dos sistemas de maior sensibilidade, podendo ser utilizados larvas
ou mosquitos adultos. Mosquitos Toxorhynchites sao preferencialmente usados por
ndo serem hematoéfagos. Adultos machos de Aedes aegypti ou Aedes albopictus
podem ser utilizados com muita utilidade para isolamento (ROSEN & GUBLER,
1974).

Fig. 7.0 — Imunofluorescéncia indireta em células
C636 de A. albopictus.
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Pelas exigéncias técnicas necessdrias para inoculagéo direta em mosquitos
vivos, tém sido utilizadas células de mosquitos preferencialmente para rotina
diagnoéstica. Diferentes linhagens e clones celulares tém sido empregados no
isolamento viral, entretanto, a linhagem celular cultivada de Aedes albopictus
(C6/36) tenha se tornado a célula hospedeira de escolha para rotina laboratorial (ver
Figura 7.0), muito embora a linhagem celular AP61 de Aedes pseudoscutellaris seja
atil no isolamento viral. Uma mudancga ligeiramente simples na técnica utilizando
células C6/36 com implemento de uma centrifugagéo rapida ap6s a inoculagéo do
virus aumentando em até 16,6% a sensibilidade deste método e diminuindo o tempo
necessario para a sorotipagem (ROCHE et al., 2000). Células de mamiferos em
cultura tém sido empregadas como células VERO, LL-CMK2 entre outras, embora
com menor eficiéncia (GUZMAN & KOURI, 1996). Em geral estes testes baseiam-se
na técnica de imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpos monoclonais anti-
dengue (anticorpos dirigidos para a regido NS1 do virus). Esta técnica tem sido
simplificada utilizando-se anticorpos policlonais para flavivirus e em seguida as
amostras positivas sao re-testadas com os anticorpos monoclonais dirigidos para os
quatro sorotipos existentes. Mesmo assim, algumas cepas de virus nao séo
facilmente detectadas pelo nivel baixo de replicagdo viral, neste caso alguns
pesquisadores recomendam uma ou duas passagens em cultura de células para
amplificar a quantidade de virus (SOLER et al., 1988). Trabalhos tém demonstrado a
utilizagdo de citometria de fluxo com desempenho muito bom para detecgéo de
DENV-1, com esta técnica foi possivel a detecgdo dez horas antes quando
comparado com imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais dirigidos

para regido NS1 do virus (KAO et al., 2001).
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1.1.3.3 - Detecg@ao do Genoma Viral

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tornou-se uma importante
ferramenta para o diagnostico da dengue, vigilancia entomoldgica, epidemiologia
molecular e estudos de patogénese da doenga. Diversos protocolos tém sido
desenvolvidos aplicando varias combinagdes de oligonucleotideos para identificagao
sorotipo-especifica. Nas Américas, pesquisadores desenvolveram um meétodo
baseado na técnica de “NESTED-PCR” que é extremamente utilizada com uma
sensibilidade muito grande (LANCIOTTI et al, 1992). Neste trabalho foram
desenhados oligonucleotideos para a regido conservada C/prM que amplifica um
produto de 511pb no primeiro PCR, em um segundo PCR utilizando-se
oligonucleotideos tipo especificos que distinguem os sorotipos nas amostras

obtendo-se fragmentos de diferentes tamanho para cada sorotipo .

Técnicas de biologia molecular sdo também Uteis para estudos relacionados
com evolugdo molecular e mudangas na viruléncia de cepas virais relacionadas com
mutagdes no genoma do virus. Da mesma maneira, estudos de variabilidade
genética para estudos de re-emergéncia e novas epidemias com possibilidade de
classificagdo dos sorotipos em gendtipos. Alguns trabalhos tém utilizado métodos
para andlise de genomas de DENV-2 diretamente de amostras de pacientes, eles
encontraram algumas mudangas em aminoacidos no gene da proteina E e da regiao
nao traduzida (NTR) como determinantes de FHD, outros autores tém utilizado
diversas linhagens celulares para inoculagdo de virus e observado trocas de
aminoacidos em regides principalmente da proteina E que estariam relacionadas
com alteragbes na estrutura desta proteina e favorecesse mecanismos patogénicos

virais (RICO-HESSE et al.,, 1997, DUARTE DOS SANTOS et al., 2000). Em areas



de alta circulagao viral é indispensavel a utilizagao de técnicas de biologia molecular
para identificagdo de novos gendtipos que podem ser introduzidos como também
para vigilancia entomologica de mosquitos infectados. A técnica de PCR em tempo
real também tem se mostrado Util na correlagdo entre carga viral e gravidade da

doenga nos ultimos anos.

1.1.4 - Dinamica do Virus da Dengue no Brasil

No Brasil o virus da dengue € a principal flavivirose causadora de doenca.
Existe uma provavel referéncia de que a primeira epidemia com as caracteristicas da
dengue, com febre, mialgia e artralgia tenha ocorrido em 1846 no Rio de Janeiro
(FIGUEIREDO, 2000). Na época a doenga foi denominada polca, baseado nos
movimentos que os pacientes faziam quando tentavam andar. Provavelmente outras
epidemias aconteceram no Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil no século XIX. Um
grande surto de dengue ocorreu no Rio de Janeiro e cidades vizinhas em 1922 e
1923. A grande campanha de combate ao mosquito A. aegypti iniciada por Oswaldo
Cruz em 1904 com o suporte da Fundagdo Rockefeller manteve o Brasil com
auséncia de epidemias entre 1923 e 1981. Em julho de 1981, seguindo a expanséao
de epidemias na América Central e Caribe, um surto teve inicio em Boa Vista, no
estado de Roraima na regido Amazénica (FIGUEIREDO, 2000). O inicio de
epidemias de dengue no pais pode ser correlacionado com ressurgimento do A.
aegypti ap6s sua erradicagdo. Cerca de 11.000 pessoas foram infectadas por
DENV-1 e DENV-4, os quais foram isolados de humanos e mosquitos. O isolamento
geografico destas regides juntamente com medidas de contengéo impossibilitou a
dispersao do DENV-4 para o restante do pais, consegiientemente hoje este sorotipo

nao circula no Brasil.



Nos ultimos 16 anos o Brasil tem sofrido muitas epidemias de dengue com a
dispersao do virus e de seu vetor por praticamente todas as regides, principalmente
as areas mais populosas. A primeira epidemia no Sudeste iniciou-se em uma cidade
proxima ao Rio de Janeiro (com o virus alcangando a regido metropolitana
rapidamente), em margo de 1986. Como demonstrado na Figura 8.0 deu-se inicio a
uma grande epidemia causada pelo DENV-1, com o virus encontrando uma
populacdo extremamente suscetivel. Cerca de 95.000 casos foram registrados até
1987, com a possibilidade de 3.000.000 de pessoas terem se infectado com o virus
nesta epidemia (FIGUEIREDO, 2000). Apés a epidemia do Rio de Janeiro, o DENV-
1 alcangou a regido Centro-Oeste do pais, causando uma epidemia em 1987 no
estado Mato Grosso. O Nordeste do Brasil também experimentou epidemias, os
estados de Alagoas, em junho de 1986, e Ceara, em setembro de 1986. Cerca de
50.000 casos de dengue ocorreram no Ceara de 1986 a 1993 (VASCONCELOS et
al., 1995).
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Fig. 8.0 — Introducdo e circulagdo do virus da dengue no Brasil. A: Introdugio do
DENV-1 em 1986 e do DENV-2 em 1990 no Brasil; B e C: Cidades onde estes dois
sorotipos circularam no territério brasileiro até 1994,
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Em abril de 1990 uma nova epidemia iniciou-se no Rio de Janeiro na sua
regido metropolitana, nesta o DENV-2 é introduzido e isolado pela primeira vez no
nosso pais (NOGUEIRA et al., 1990). O virus se dispersou rapidamente causando
epidemias tanto na costa do Nordeste como na regido Amazénica (VASCONCELOS
et al., 1993). Pacientes com FHD e SCD representaram 2% dos 17.000 casos
registrados, incluindo um ndmero incerto de fatalidades (DA CUNHA et al., 1997).
Uma provavel justificativa para os casos de FHD/SCD é que eles tenham ocorrido
devido a infecgdo secundaria com DENV-2 antecedida por DENV-1 a semelhanga
de Cuba. Desde entdao DENV-1 e DENV-2 passaram a circular simultaneamente no
Rio de Janeiro na década de 1990 (NOGUEIRA et al., 1999). A origem dos virus da
dengue que circulam no Brasil foi determinada através de sequenciamento dos
genomas virais e estudos filogenéticos. Os DENV-1 isolados pertenciam cepa
Caribenha e os DENV-2 a cepa Jamaicana (NOGUEIRA et al, 1991;
MIAGOSTOVICH et al., 1998) ambos os virus provavelmente foram introduzidos no

Brasil através do Caribe como apresentado na Figura 8.0.

Entre margo de 1986 e junho de 1996, 579.037 casos de dengue foram
registrados no Brasil. Tanto DENV-1 quanto DENV-2 foram isolados em epidemias
ocorridas em todas as regides do pais neste periodo. Em 1998, um dos piores anos
em termos de epidemias, 530.578 casos foram registrados, e em 1999, 208.000
casos (FIGUEIREDO, 2000). Um dado intrigante € o fato de que a maior parte dos
casos de dengue no Brasil sejam benignos, somente 795 ocorréncias de FHD/SCD
foram reportados até 1998 com uma letalidade de 5%. Provavelmente a maior parte
dos casos de FHD/SCD deve estar associada com infecgées secundarias pela

dindmica dos sorotipos circulantes no pais, € com epidemias sucessivas com
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sorotipos diferentes, principalmente pelas epidemias sequenciais do DENV-1
seguido pelo DENV-2. Muitos destes casos graves ocorreram no Nordeste e
Sudeste do Brasil em regides populosas. Apesar da teoria da infecgéo secundaria,
existem relatos de infecgdes primarias fatais também ocorrendo no Rio de Janeiro

(NOGUEIRA et al., 1999).

1.1.5 - A Dengue como Problema de Saude Publica na Bahia

Em 1987, ocorreu o primeiro registro de um caso de dengue no estado da
Bahia na cidade de lpupiara, localizada na regido da chapada Diamantina. Neste
evento foi introduzido o DENV-1 no estado. Pelo fato de terem sido tomadas as
medidas de contengdo necessarias e intensas, esta epidemia permaneceu
circunscrita a zona urbana deste municipio (VASCONCELOS et al., 2000). Nesta
epidemia ocorreram 623 casos que foram notificados, correspondendo a uma taxa
de incidéncia em torno de 24.000 casos por 100.000 habitantes (TEIXEIRA et al.,
2001).

Somente apds oito anos, em 1995, um novo sorotipo do virus da dengue
(DENV-2) foi introduzido no estado da Bahia a partir do extremo sul, nas regides
limitrofes com Espirito Santo e Minas Gerais. A cidade de Prado, nas proximidades
desta regiao sofreu uma das primeiras epidemias (VASCONCELOS et al., 2000). Ao
contrario do acontecido no municipio de lpupiara, a epidemia de Prado caracterizou-
se pela rapida disseminagao dos casos para outros municipios, e a partir de entdo o
DENV-2 passou a estar distribuido por todo o estado. A Figura 9.0 mostra a
localizagdo geografica dos municipios de Prado e lpupiara. Este fendmeno da

dispersdo do DENV-2 pelo estado é interessante quando comparado com o DENV-1
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por diversos aspectos, o principal deles é o fato da introdugéo do DENV-2 n&o poder

ser determinada em um ponto inicial em 1995.

Fig. 9.0 — Mapa do estado da Bahia com
localizagdo dos municipios de Ipupiara e
Prado.

Entre 1994 e 1996 o Unico sorotipo isolado foi o DENV-2 e, somente em 1997
o DENV-1 passou também a circular ativamente em todo o estado. A partir de entéo,
se estabeleceu um ambiente favoravel para ocorréncia de epidemias e de formas
graves, devido a circulagdo simultanea de mais de um sorotipo do virus. Estes dois
sorotipos circularam ativamente na Bahia com incidéncia maior do DENV-1 quando
comparado com DENV-2 em diversos municipios do estado principalmente no ano
de 2001. Diversos aspectos favorecem este evento como, por exemplo, uma alta
taxa de infestagdo pelo mosquito Aedes aegypti em quase todas as municipalidades
existentes na Bahia. Anualmente sdo notificados milhares de casos de FD em

praticamente todas as cidades do estado como demonstrado na Figura 10.
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Casos Notificados de Dengue na Bahia entre 2001 e 2003
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Fig. 10 - Casos notificados por més entre 2001 e 2003.
Fonte: SESAB - Diretoria de Informag¢cao e Comunicacdo em Satide.

Antes de 2002 nao tinham ocorrido casos graves de infecgéo pelo virus da
dengue na Bahia, este fenémeno s6 ocorreu em 2002 quando pela primeira vez foi
isolado o DENV-3 no estado. Os primeiros casos foram registrados no més de
janeiro deste ano com ocorréncia de milhares de casos de FD e quase uma centena
de casos de FHD em diversos bairros da capital, Salvador (além de outras cidades
do estado apresentando casos de FHD em menor nimero). Esta epidemia teve seu
maior sitio em Salvador onde ocorreram todos os casos graves de FHD. O surto teve
seu maior pico no més de margo quando cerca de 32.000 casos de FD foram
registrados em todo o estado. O DENV-3 passou a ser o sorotipo predominante em
quase todos os municipios a partir de sua introdugdo em 2002. Desde entdo, a
Bahia passou a se enquadrar na classe de regides como algumas ilhas do Caribe,
Porto Rico que possuem um risco muito grande da ocorréncia de epidemias. A
Bahia, assim como outras regides do Brasil, apresenta muitos fatores relacionados

com surtos tais como mais de um sorotipo circulando, individuos suscetiveis e altas
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taxas de densidade vetorial, sendo fundamental o conhecimento de potenciais

mudangas na epidemiologia da doenga que possam ocorrer por estes aspectos.

Uma ferramenta util para o entendimento de aspectos relacionados com a
circulagao do virus da dengue, sera o entendimento de sua dinamica de distribuigdo
no estado da Bahia. Este conhecimento sera de extrema importancia por permitir
tomada de diversas medidas pelas autoridades de salde publica e possibilitarem

uma intervengéo mais focal em areas com maior riscos de epidemias.

Objetivos
Geral

Determinar dindmica de circulagdo dos sorotipos do virus da dengue

existentes no estado da Bahia entre 2001 e 2003.

Especificos

1 — Avaliar dindmica de circulagao dos sorotipos da dengue ocorrentes na Bahia,;

2 - Determinar se existe um padrao de dispersao do virus ap6s sua introdugao no
estado;

3 — Descrever a introdugdo do sorotipo 3 (DENV-3) nao existente na Bahia antes

de 2002;

4 - Gerar dados para modelagem matematica através do padrao de disperséo do

DENV-3 que possam ser utilizados na antecipagdo da possivel introdugdao do

sorotipo 4 do virus da dengue (DENV-4) no estado.
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Racional e Relevancia

A dengue tem emergido como uma das principais arboviroses ao redor do
mundo. Determinar um padrdo na dindmica de circulagdo dos sorotipos existentes
no estado da Bahia é de fundamental importancia para definicdo de politicas de
salde publica. Com a introdugdo do DENV-3 em 2002 criou-se uma oportunidade
Unica de avaliar a introdugdo de um sorotipo nao circulante na Bahia a fim de
observar como esta introdugdo € modulada pela existéncia de sorotipos ja

circulantes, e de como os sorotipos passaram a circular em 2003.

A obtengcdo dessas informagdes possibilitara o desenvolvimento de
ferramentas que possam ser utilizadas em modelagem matematica que
possivelmente auxiliardo na prevengdo de epidemias direcionando as tomadas de
decisdo no combate a possiveis surtos com o potencial de antecipar a provavel
introdugao do DENV-4. Este tipo de estudo oferece condi¢des de predizer com
elevada margem de acerto quais areas em uma dada regido apresentam maior risco
de sofrer epidemias da dengue. Além da possibilidade dos conhecimentos
adquiridos neste trabalho serem aplicados em outras doengas infecciosas que

apresentem um padrao de disseminagéo parecido com o observado neste trabalho.
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THE DYNAMICS OF DISPERSION OF THE Dengue virus (DENV) IN BAHIA WITH
THE INTRODUCTION OF THE SEROTYPE 3 (DENV-3) IN THE STATE. Melo
P.R.S.", Ciuffo A. 1% Reis E. Blanton R. E} and Reis M. G.
(*Gongalo Moniz Center of the Oswaldo Cruz Foundation, Salvador, BA, 2 State of
Center Laboratory, Salvador, BA, 3Case Western Reserve University, Cleveland,

EUA). Email: miter@cpggm.fiocruz.br

Abstract

The dengue virus constitutes a serious global public health problem. Since 1987, with
the introduction of the serotype 1 (DENV-1) the State of Bahia has been facing
annual epidemics with the concentration of cases during the first four months of the
year (from January to April). After the introduction of the DENV-2, probably in 1994
through the south region, Bahia has become an area of intense circulation of this
flavivirus, which circulate in almost the whole State. In 2002 the DENV-3 was
introduced in Bahia through Salvador (capital of the State), producing the first cases
of Dengue Hemorrhagic Fever (DHF), with the occurrence of thousands of cases of
Dengue Fever (DF). According to our results, the introduction of the DENV-3 was
given through the city of Salvador, being rapidly disseminated for the other cities of
the State, following the flow of the main roads out of the capital. We have obtained a
mathematical model where distance from the capital, flow of vehicles and DENV-1
explained in 24% the intensity of variation of DENV-3 (p=0,001 ANOVA). These data
will help to generate a mathematical model for the antecipation of the probable
DENV-4 and could be possibly applied to other infectious diseases.

Keywords: dengue virus, dynamics, dissemination, mathematical models.
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Introduction

Dengue viruses are mosquito-borne RNA viruses of the family Flaviviridae. There are
four closely related serotypes (DENV-1—-4) that are thought to represent at least three
independent introductions into humans from sylvatic primates, the most recent
(DENV-1) occurring within the last century (WANG ef al., 2000). Dengue is one of
the most important re-emergent infectious diseases of the last century and one of the
most serious health problems affecting tropical and subtropical regions of the
Americas (MCBRIDE & BIELEFELDT-OHMANN, 2000). All four serotypes cause
dengue fever (DF), a relatively mild febrile iliness, and in some cases, the potentially
fatal dengue hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS). The
broad distribution of the mosquito vector Aedes aegypti in the tropics and subtropics
results in the exposure of approximately 2.5 billion individuals to dengue infection

(MACKENZIE et al., 2004).

Dengue viruses are the most important flavivirus causing human disease in Brazil
(FIGUEIREDO et al., 1998). In the last 14 years Brazil has suffered many dengue
epidemics (FIGUEIREDO, 2000). Virus and vector spread in the country and dengue
outbreaks occurred in all regions, including the most populated areas of Brazil, such
as in the state of Bahia. At the end of 2001, Brazil had only experienced epidemics
with DENV-1 and DENV-2. Both were actively circulating when DENV-3 was
introduced in 2002, and produced the first cases of dengue hemorrhagic fever in the
state of Bahia. Since 1987 the state of Bahia has been going through epidemics
caused by the dengue virus. This year, the DENV-1 was isolated for the first time in
the state, in the city of Ipupiara, in the Chapada Diamantina region. A second

serotype, the DENV-2, was only introduced in the year of 1995 by the extreme south
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of the state, however its initial point of introduction was not identified, despite Prado
(in the extreme south littoral) having suffered one of its first epidemics
(VASCONCELOS et al, 2000). Because of the situation of the public health
authorities in the first epidemic moments, in Ipupiara and Prado, the dynamics
developed by the virus introduced in the state of Bahia, both in 1987 and in the
1990s, was not observed in either of these opportunities. In this study, we assessed
the dynamics of circulation of dengue virus in Bahia with the introduction of a new

serotype (DENV-3) in the State.

Methods

Study site

Bahia is the fifth-largest state in the country in territorial extension and corresponds
to 6.64% of the total area of Brazil and 36.34% of the total area of Brazil's
Northeastern Region. Within its area of 564,692.67 square kilometers, approximately
68.7% of it is located in the semi-arid region. Its 1,183 km long coastline hosts
various types of ecosystems and is favorable for dengue infections. The Bahian
urbanization process is marked by the concentration of an expressive part of the
urban population in the capital, thus making it the only city in the state to exceed the
level of 500,000 inhabitants. On the other hand, it is characterized by the dispersion
of the population in hundreds of small-sized urban centers. In the last decades, the
expressive growth of some medium-sized centers has contributed towards the

strengthening of Bahia's urban network with individual movement.

Isolation of virus
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All samples between 2001-2003 were sent to the State Center Laboratory in
Salvador - Bahia for virus isolation by the mosquito cell inoculation technique, using
infection of line derived from A. albopictus cells (C6/36 cells) grown in Eagle'’s
minimum essential medium supplemented with 5% fetal calf serum. The C6/36 cells
were infected with 50 pL of undiluted acute serum (<5 days of infection), stored at
-70°C, and were then incubated for seven days between 25°C and 32°C. Cells were
fixed to slides with cold buffered acetone and infecting virus was identified by IFA

using serotype-specific monoclonal antibodies (GUBLER et al., 1984).

Identification of epidemic months

Information about the number of notified cases was provided by the Health Secretary
of the State of Bahia (SESAB) through the Health Communication and Information
Directory (DICS) for observation of whether the occurrence of cases is reciprocal with

the frequencies of samples and isolations by the municipal district (see Figure 1.0).

Statistical analysis
Municipalities differed in their efficiency of submitting samples, and a factor was
calculated for each community and used to correct the number of positive isolates for

these differences. The corrected number of isolates is given per 100,000 population.

The spatial distribution of isolates was plotted using the program Tabwin v. 3.01
(http://Iwww.datasus.gov.br/tabwin/download.htm). Traffic flow data (mean number of
vehicles passing per day) and distances from Salvador were obtained from the
National Department of Infrastructure and Transportation (DNIT at

http://www.dner.gov.br/index.asp).


http://www.datasus.gov.br/tabwin/download.htm
http://www.dner.gov.br/index.asp

Multiple linear regressions were used to test models using traffic flow, distance from
Salvador (putative site of introduction), and other viral serotypes as factors that
explain the intensity of DENV3 circulation. Viral intensities were normalized by log

transformation.

Results

Spatial analyses

In 2001 samples were received from most municipalities during the year. This year,
as shown in Figure 2.0, DENV-1 circulated intensely in various municipal districts
with different intensities, having its highest circulation peak in April. There are
multiple foci of maximal intensity. DENV-2 circulated with much lower intensity and
no DENV-3 was isolated. There is no indication that either might have a single

common source of initiation.

The first isolation of DENV-3, in 2002, was in the capital Salvador. DENV-3
circulates in many of the same municipalities as DENV-1 (Figure 3.0), but Salvador
is the clear concentration for cases and the intensity of circulation generally
decreases inversely to distance from Salvador. There are no other centers with
equal intensity of circulation throughout the entire year (Figure 4.0). This suggests

that Salvador is a point of dissemination for the virus.

DENV-1 and DENV-3 in 2003 continue to circulate in generally overlapping areas,
except that DENV-3 continues to be more associated with Salvador than DENV-1
and DENV-2 has stopped circulating (data not shown). There is no single

predominant region for intensity of circulation.



Temporal analyses DENV-3 2002

In addition to the spatial associations with Salvador as a point of dissemination, the
first isolation of DENV-3 was in a suburb of Salvador on january 18" (Figure 3.0). All
but one of the isolates in January was from Salvador. There is the rapid appearance
of DENV-3 in parts of the state progressively more distant from the capital and more
distant from major transportation routes (see Figure 5.0). Salvador remains the focus

of the most intense circulation throughout the rest of this quarter.

Muitiple linear regression

This analysis found that a model that included, in order of significance, distance from
Salvador, traffic flow and DENV-1 intensity explained 24% of the variability in DENV-
3 isolation (p=0.001 see Table 1.0 and 2.0). The coefficients were all positive, except
for distance from Salvador. When DENV-1 or DENV-2 was used as dependent
variables, neither showed any significant correlations (data not showed). This
reinforces identification of the capital as the main point of introduction and
dissemination. Variability in the earliest appearance for DENV-3 was best explained

by the intensity of DENV-3 and traffic flow (adjusted R?=0.182, p=0.022).

Discussion

This is the first temporal space analysis of the dengue virus circulation on the State
of Bahia. After the introduction of the DENV-1 in lpupiara in 1987 little has been
studied about the dynamics of viral circulation in this region of Brazil
(VASCONCELOS et al., 2000). It is possible to observe that between 2001 and 2003
Bahia has become an area of intense activity of the dengue virus similarly to other

regions from America, such as Porto Rico (KEATING, 2001) and Nicaragua (HARRIS
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et al., 2000) with an annual seasonality for the occurrence of dengue epidemics.
Other important issue is that the Bahia is actually more spread for Aedes aegypti
mosquito, an easy condition for occurrence of epidemics and dissemination of new

Virus.

In 2001 there was an intense circulation of the DENV-1 in almost all Bahia's territory
(Figure 2.0), which when compared to the DENV-2 is visibly higher both in the spatial
distribution as in the intensities of circulation in the first serotype. The circulation of
DENV-1 and DENV-2 were possibly directed mainly by the immunological profile of
the susceptible individuals, which is, in the cities where there was a higher number of
people who have never had DENV-1 this serotype circulated more intensity, this
probably too was important for DENV-2 circulate. This probably reflects an intense

circulation of DENV-2 previously, in a higher portion of the State.

The co-circulation of other DENV did not lead to relative inhibition of DENV3
circulation as might be predicted from the brief period of general immunity following
infection. On the other hand there were no cases of dual infections (despite of the
difficult for IFA in determine dual infection), suggesting possibly some interference
due to immunity. The conditions that allowed DENV-1 to circulate successfully may
have also promoted DENV-3 circulation despite some degree of cross-immunization

and thus lead to a correlation.

DENV-3 was probably introduced into Salvador (capital of Bahia) in 2002 and

dispersed too much of the rest of the state in less than 30 days. Given the correlation

with distance from the site of introduction and vehicle traffic (see Table 2.0), the
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mechanism for dissemination was likely to be human traffic out of Salvador. This
outbreak is, therefore, a fair approximation of an epidemic disease with person-to-

person spread.

This model of dissemination of the DENV can be used in other infectious diseases
that present the same dispersion pattern observed in our results. A mathematical
model for the anticipated introduction of DENV-4 and for the effect of different
intensities of other simultaneously circulating serotypes can now be developed from

these data.

Acknowledgments: We are extremely grateful to Isolina A. Ciuffo (State of
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Figure 1.0 — Notified cases monthly in Bahia State’s between 2001-2003.
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Figure 2.0 — Circulation DENV-1 and DENV-2 virus in 2001 (DENV-3 was not isolated) within municipalities
in Bahia, 2001. Intensity of viral circulation was determined by viral isolation. Colors represent positive
isolates/100,000 population adjusted for local efficiency of submitting samples. Rates are cumulative for jan-
apr. Municipal units are outlined on the map.
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Figure 4.0 — Circulation DENV-1 and DENV-2 virus in 2002 with the introduction of DENV-3 in January beginning at Salvador and extending to

other municipalities in Bahia. Viral isolations corrected for efficiency of submission/100,000 for Jan-Apr.
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Figure 5.0 — Circulation of DENV-3 in 2002 between january and april at left. In the right a crude map of
the principal land commercial routes outing of Salvador.
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Table 1.0 — Multiple linear regression using DENV-3 as a dependent variable and
distance, people flow, DENV-1 and DENV-2 as independent variables.

* 1 Predictors: (Constant), Distance; 2 Predictors: (Constant), Distance, Flow; 3 Predictors: (Constant), Distance, Flow,

Model* R R’ Adjusted R* Sig. F Change (p) ANOVA
1 0,395 0,156 0,138 0,004 0,004
2 0,483 0,234 0,202 0,032 0,002
3 0,530 0,281 0,235 0,087 0,001
4 0,540 0,292 0,230 0,398 0,003

DENV-1; 4 Predictors: (Constant), DIST, Flow, DENV-1, DENV-2.

Table 2.0 - Final model due to R?adjusted having DENV-3 as dependent variable.

* Predictors: (Constant), Distance, Flow, DENV-1.

Model R R* Adjusted R® Sig. F Change (p) ANOVA
Distance* 0,530 0,281 0,235 0,087 0,001
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DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

A identificagdo de determinantes da circulagéo e transmissdo do virus da
dengue em uma dada populagdo pode auxiliar na geracdo de modelos que
possam predizer a ocorréncia de epidemias e até mesmo a gravidade de doenca
existente. Ainda hoje, a disseminagdo de doengas infecciosas permanece como
um dos grandes problemas para saude publica mundial e mais atualmente como
conhecimento importante em biodefesa e bioterrorismo. O conhecimento da
disseminagdo de um agente infeccioso é de fundamental importancia para
medidas de contengdo, prevengao de surtos e dimensionamento de investimentos
em assisténcia necessaria nos servigos de atendimento a saude e a populagéo.
Estudos para entendimento da dindmica de agentes infecciosos tém ainda sido
limitados e pouco robustos. Esta area da epidemiologia é de importancia muito
grande pelo potencial retorno que pode trazer para as autoridades de saude e

diretamente para a sociedade.

Um estudo realizado na Taildndia determinou que a mobilidade da
populagdo ou o movimento individual pode ser responsavel pela introdugéo e
ocorréncia de multiplos sorotipos em uma dada regido e consequentemente sua
disseminacdo para localidades proximas (ENDY et al, 2002). Em adiggo, o
aumento do trafego aéreo, e o avango deste tipo de transporte, juntamente com a
globalizacdo podem levar humanos infectados no periodo de incubagdo a
introduzir novos sorotipos e até mesmo novos gendtipos em novas regides

(GIBBONS & VAUGHN, 2002). Trabalhos tém proposto modelos interessantes
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para a transmissao do virus da dengue em uma populacdo humana constante e
populacao variavel de vetor onde eles determinaram que a redugédo da populacdo
de vetor é a forma mais eficaz de combater a transmiss&o e disseminagéo do virus

da dengue (ESTEVA & VARGAS, 1998; 1999).

Desde sua introdugdo na Bahia em 1987 (VASCONCELOS et al., 2000), o
DENV tem se constituido como sério problema de saude publica sendo necessario
o conhecimento de quais fatores podem estar influenciando sua circulagdo no

estado.

Um aspecto de extrema importancia é a possibilidade dos conhecimentos
adquiridos com este trabalho serem aplicados no entendimento da disseminacao
de outros agentes infecciosos auxiliando na contengdo de epidemias que possam
ter impacto importante na saude publica de um modo geral. A oportunidade
oferecida por este trabalho € unica pela possibilidade de testar o padrdo de
disseminagcdo do DENV-3 em outras regides com dimensfes similares as da
Bahia. Aparentemente a co-circulagdo de outro sorotipo nao influencia a
introducdo de um novo, ja que nao observamos infecgdes mistas (apesar deste
fendbmeno ser de dificil determinagdo por IFA) pelo método que utilizamos. Este
aspecto constitui um fato de importancia muito grande de acordo com a principal
teoria de patogénese da FHD, pois a co-circulagao de mais de um sorotipo implica
na chance aumentada de ocorréncia de quadros graves de infecgdo pelo virus da

dengue (HALSTEAD, 1988).
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A introducdo e disseminagdo do DENV-3 no estado da Bahia se iniciou
provavelmente pela cidade de Salvador, sendo seguida por uma dispersio rapida
para outras cidades influenciada principalmente pelo fluxo de pessoas e pela

distancia da capital.

Os sorotipos DENV-1 e DENV-2 n&o se correlacionaram de maneira
significante com distancia e fluxo, este fato refor¢ca a hipétese de que Salvador
possivelmente foi o ponto de introdugao ou disseminagdo do DENV-3 em 2002. Os
sorotipos que ja circulavam antes de 2002 sofriam influéncia principalmente do
perfil imune da populagdo onde eles circulavam nao apresentando um padréo que
pudesse ser interpretado. Como ja foi dito, com a introdugdo do DENV-3 ocorreu
um padrdo claramente visivel que se disseminava de forma radial tendo como

Salvador como ponto inicial.

Estudos como este sdo de fundamental importancia para o melhor
entendimento de como agentes infecciosos se disseminam em nosso meio. A
possibilidade de geracdo de um modelo matematico que possa antecipar a
provavel introducdo do DENV-4 terd uma utilidade muito grande pela

potencialidade de poder ser utilizado em outras doengas infecciosas.

Em conclusdo, nossos dados demonstram um possivel padrédo de
disseminacdo de um dado agente infeccioso que eventuaimente seja introduzido
pela capital do estado da Bahia (Salvador). E importante destacar que este tipo de

conhecimento pode ter um impacto muito grande em nivel global principalmente
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pelo aumento no transporte de pessoas por conta de mudangas socio-econdmicas
como globalizagdo, guerras e etc., podendo oferecer uma grande contribuigao

para epidemiologia local e global.
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CONCLUSOES

1. A introdugdo do DENV-3 ocorreu possivelmente por Salvador com uma

disseminagao para outras cidades do Estado em menos que 30 dias;

2. Dada sua correlacdo com distancia do sitio de introducédo e fluxo de
veiculos o mecanismo de disseminacao foi possivelmente o movimento de

pessoas saindo de Salvador;

3. Aparentemente outros sorotipos circulantes n&o inibem a introdugdo de um

novo sorotipo, apesar de infecgdes mistas nao terem sido encontradas;

4. Um modelo para a antecipag¢éo da possivel introdu¢céo do DENV-4 e para o

efeito de diferentes intensidades de outros sorotipos circulantes pode agora

ser desenvolvido.
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