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RESUMO

Dengue e Zika sdo arboviroses transmitidas, principalmente, pelo Aedes aegypti, de extrema
relevancia mundial pela alta incidéncia e potencial gravidade clinica. Desde meados de 1980,
o0 virus Dengue (DENV) ¢ o principal responsavel por epidemias com elevada morbidade no
Brasil. A entrada do virus Zika (ZIKV) trouxe também a necessidade de estimar sua
incidéncia e manifestacGes clinicas entre criancas, além das j& conhecidas relacionadas a
gestacdo. Até o momento sdo poucos os estudos longitudinais sobre essas arboviroses em
criancas provavelmente pela dificuldade de obtencdo de material bioldgico de repeticdo nesta
faixa-etaria. O objetivo deste trabalho foi calcular a incidéncia de Dengue e Zika em uma
coorte prospectiva de base populacional de criancas de 0-5 anos de idade em Manguinhos, de
2012 a 2018. A taxa de incidéncia da infeccdo pelo DENV por 1.000 pessoas-ano e
respectivos intervalos de confianca foram estimados pelo modelo de Poisson; e a taxa de
incidéncia de infeccdo pelo ZIKV foi calculada pela propor¢do do nimero de casos entre as
criancas em acompanhamento. Ajustou-se um modelo misto Bayesiano para estimar a
associacdo entre fatores de risco e a incidéncia dessea arboviroses. Todos os dados foram
analisados no software R versdo 3.23. Foram incluidos 387 neonatos de mulheres recrutadas
no terceiro trimestre de gestacdo. Para a compensacao das perdas, 501 criangas de 0-5 anos de
idade foram incluidas a partir de 2015. As questdes metodoldgicas e a complexidade da
implantacdo desta coorte pediatrica apresentaram obstaculos e elementos facilitadores. A
vigilancia ativa de febre foi realizada por telefone, facebook e whatsapp. Do total de 3.472
consultas pediatricas, 39% foram consultas de febre ou exantema. Nenhum padréo temporal,
sazonal ou pico de casos febris e/ou exantema foi observado no periodo. A taxa de incidéncia
de infeccdo pelo DENV, 320 casos/1.000 pessoas-ano (IC95%: 272-373) foi consequéncia da
epidemia de 2012-2013 e da introdugdo do DENV-4 no Rio de Janeiro. A taxa de incidéncia
de infeccdo pelo ZIKV (9,3%), menor do que a esperada para uma area com alta densidade de
Ae. aegypti pode ser atribuida a protecdo cruzada observada entre infeccdo recente pelo
DENV e a chance de infeccdo pelo ZIKV (OR: 0,42; IC 95%: 0,19-0,87). A febre esteve
presente em 21% e 45% das infeccOes pelo DENV e ZIKV, respectivamente. Os sinais
respiratorios associados ou ndo a febre foram os mais prevalentes (41,4%) nas consultas
pediatricas. Portanto, a suspeita clinico-epidemioldgica dessas arboviroses em criangas ndo
deve se restringir aos sintomas classicos. Deve-se considerar também que o ambiente da
moradia das familias em Manguinhos é propicio para a infec¢do, devido a proximidade dos
domicilios em territdrios desfavorecidos com diversas caréncias e necessidades.

Palavras-chave: Arboviroses, Estudos de coorte, Saude materno-infantil



ABSTRACT

Dengue and Zika are arbovirosis considered a global health problem due to their significant
morbidity in humans. Both diseases are transmitted, mainly, by the urban mosquito species,
Aedes aegypti. Dengue is an important cause of epidemics since the 1980s, and Zika virus
emergence in Brazil and its consequences in the neonates have raised major concerns. There
are few clinical and epidemiological studies about arbovirosis in infants. The objective of this
study was to calculate the incidence of Dengue and Zika in a prospective populational-based
cohort of 0-5-year-old children resident in Manguinhos, from 2012 to 2018. The incidence
rate of DENV infection per 1,000 person-years and its confidence intervals were estimated by
the Poisson model; and the incidence rate of ZIKV infection was calculated by the proportion
of the number of cases among children in follow up. A mixed Bayesian model was fitted to
estimate the association between risk factors and the incidence of Dengue and Zika. Statistical
analysis was performed using R statistical package, version 3.23. A total of 387 newborns
were included in the initial cohort. The cohort was reopened in 2015 to compensate the
dropout rate and 501 new children (0-5 years-old) were included. The methodological aspects
and the complexity of implementing a comprehensive cohort study in areas of a large urban
settlement in a middle-income country had obstacles and facilitators. Active febrile
surveillance was performed by telephone calls, social networking, message apps, and
household visits. During the study, 3,472 pediatric visits were performed, which 39% were
febrile/rash consultations. The number of febrile or rash consultations increased 3.5-fold after
the use of media tools for surveillance. No temporal pattern, seasonality or peak of febrile
cases was observed during the study period. The high incidence rate of Dengue (320
cases/1000 py; Cl: 272-373) was consequence of the Dengue epidemic between 2012 and
2013 and the recent introduction of the DENV-4 serotype in Rio de Janeiro. The incidence
rate of ZIKV infection (9.3%) was lower than expected for an area with high density of Ae.
aegypti, and may be due to the cross-protection observed between recent infection by DENV
and the chance of infection by ZIKV (OR: 0.42; 95% CI: 0.19-0.87). Fever was present in
21% and 45% of DENV and ZIKYV infections, respectively. Respiratory signs with or without
fever were the most prevalent (41.4%) in the pediatric consultations. Therefore, the clinical-
epidemiological suspicion of Dengue and Zika in children should not be based on classic
symptoms. It should also be considered that neighborhood conditions could favor the presence
of Ae. Aegypti since the households are near to each other in low-income communities.

Keywords: Arbovirus Infections, Cohort Studies, Maternal and Child Health
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1 INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas virais transmitidas por artropodes, consideradas um
problema de satde global devido a sua significativa morbidade em humanos. O mosquito
Aedes aegypti é considerado urbano e transmite arbovirus que causam doencas relevantes no
homem como Dengue, Zika e Chikungunya (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017).

O Dengue é endémico em cerca de 100 paises, com 3,2 milhGes de casos notificados
em 2015 (OMS, 2016a). No Brasil, o virus Dengue (DENV) € o principal responséavel por
epidemias desde 1980, o virus chikungunya (CHIKV) surgiu em 2014 (NUNES et al., 2015) e
0 virus zika (ZIKV) em 2015. O surgimento do ZIKV e sua disseminacdo pelo Brasil
trouxeram preocupacdes relevantes acerca da Sindrome Congénita do Zika (SCZ) e suas
consequéncias no neonato (ALVES et al., 2018; BRASIL et al., 2016b, 2016¢c; CAMPOS;
BANDEIRA; SARDI, 2015; FRANCA et al., 2018; LOWE et al., 2018). Atualmente no Rio
de Janeiro ha a circulacdo conjunta dos quatro sorotipos do DENV assim como ZIKV e
CHIKV (ALBUQUERQUE et al., 2012; BRASIL et al., 2016b, 2016b; DE SIMONE et al.,
2004; HERINGER et al., 2017; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004).

Estudos de coorte prospectivos sdo necessarios para entender melhor os aspectos
clinicos e os padrées de transmissdo desses arbovirus, principalmente em regiGes onde
diversos os virus cocirculam e podem influenciar tanto a capacidade do vetor quanto a
resposta imune humana. Contudo, sdo poucos os estudos longitudinais em lactentes
provavelmente pela dificuldade de obtencdo de material bioldgico de repeticdo nesta faixa
etaria.

Foram conduzidos estudos prospectivos em coortes de neonatos em paises do Sudeste
Asiatico e na Nicaragua para estudo das doengas infecciosas mais prevalentes nessa
populacdo como Dengue, influenza e rotavirus (ANDERS et al., 2013; CHAU et al., 2009;
GORDON et al., 2013; LIBRATY et al., 2009). No Brasil, podemos destacar a coorte de
nascimentos de Pelotas cujo objetivo é descrever o perfil epidemiolédgico da populagdo, tanto
do ponto de vista dos agravos a saide, como dos fatores de risco, avaliando a situacdo de
saude perinatal dos recem-nascidos (BARROS et al., 2006, 2008); e a coorte materno-infantil
de Recife para o estudo de Dengue na regido (BRAGA et al., 2016).

Ap0s o surgimento do ZIKV, estudos de coorte materno-infantil foram estabelecidos

para a caracterizagdo da doenca e suas consequéncias nos desfechos da gestacdo (VAN
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KERKHOVE et al., 2016). No entanto, pouco se sabe sobre a infec¢do por ZIKV em criancas
adquirida apos o nascimento (GOODMAN, 2016).

Como os estudos prospectivos com vigilancia soroldgica ativa e passiva sao
importantes para estimar a incidéncia de arboviroses e orientar medidas de controle, o
Laboratdrio de Doengas Febris Agudas do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI/Fiocruz) estabeleceu uma coorte materno-infantil para o estudo de arboviroses na
comunidade de Manguinhos na cidade do Rio de Janeiro.

Em 2012, considerando o cenario epidemioldgico no Brasil, o objetivo principal era
aumentar o conhecimento sobre a prevaléncia de anticorpos maternos e a cinética da
transferéncia transplacentaria de anticorpos anti-DENV da mée, essencial para entender a
dindmica da incidéncia da doenca e estabelecer a idade ideal para a vacinagdo. Além disso,
esperava-se contribuir para a identificagdo de casos assintomaticos e seu papel na transmissao
da doenca, o que se tornou ainda mais desafiador apds a emergéncia do ZIKV devido as suas
reacOes soroldgicas cruzadas com o DENV.

Sabe-se que 0 mosquito Ae. aegypti é considerado o principal vetor do DENV e ZIKV
em areas urbanas; contudo, o Ae. albopictus também pode estar associado a transmissdo do
ZIKV (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016). Recentemente, constatou-se que o Ae. albopictus,
mais comumente encontrado em &reas com maior cobertura vegetal, esta presente em areas
negligenciadas e densamente urbanizadas como Manguinhos (AYLLON et al., 2018).

Este estudo € parte da coorte materno-infantil de Manguinhos cuja proposta foi ser um
estudo de base populacional e de atencdo primaria, prospectivo, com sorovigilancia ativa e
passiva de uma coorte de criancas de zero a cinco anos de vida, na comunidade de
Manguinhos, uma area urbana no Rio de Janeiro, onde ha altos niveis de transmissdo do
Dengue caracterizada. Nesta tese estimou-se a incidéncia de Dengue e zika na coorte de
Manguinhos, assim como os fatores associados as infec¢des. O estudo da infecgdo pelo ZIKV
adquirida ap6s o nascimento pretendeu esclarecer questdes acerca da doenga em criangas,
uma vez que os participantes foram acompanhados durante os periodos de epidemias de

transmissao de zika no Rio de Janeiro.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DENGUE E ZIKA

2.1.1 Dengue

O Dengue ¢ considerado uma das mais importantes arboviroses humanas transmitidas
por mosquitos no mundo. E uma doenca causada por virus (DENV) de genoma RNA
pertencente a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus. Até o momento, sdo conhecidos
quatro sorotipos antigenicamente distintos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4 (GUZMAN et al., 2016; HALSTEAD, 1988, 2008).

O virus é transmitido ao homem pela picada da fémea do mosquito infectado Aedes
aegypti, espécie que se encontra amplamente distribuida nas areas tropicais e subtropicais,
sendo o principal vetor da transmissdo do virus. O Ae. albopictus, também tem sido
relacionado com surtos em diversas regides e & considerado como vetor secundario na
transmissdo do Dengue (OMS, 2016a; OOI; GUBLER, 2011).

Sabe-se que a transmissdo do Dengue é essencialmente urbana, visto que é nesse
ambiente onde se encontram todos os fatores para a sua ocorréncia: 0 homem, o virus, o vetor
e, principalmente, as condi¢bes politicas, econdmicas e culturais favoraveis ao
estabelecimento da cadeia de transmissdéo (MARZOCHI, 1994). As grandes cidades séo 0s
locais ideais para a interacdo humana e a reproducdo dos mosquitos uma vez que a ocupagao
desigual do espaco forma paisagens que podem promover habitats favoraveis ao Ae. aegypti e
estratos diferenciados de transmissdo de Dengue. Aliados ao processo de urbanizagdo
desordenada, a grande circulacdo de pessoas nessas cidades e o aumento da temperatura,
favorecem a persisténcia do Ae. aegypti e emergéncia do Dengue (BARCELLOS et al., 2005;
COSTA; NATAL, 1998).

Em 1986, foi observado epidemia de Dengue no Rio de Janeiro pelo tipo DENV-1 com
a rapida dispersdo para outros estados do territorio brasileiro, culminando com as epidemias
que acometeram alguns estados da regido Nordeste (Alagoas, Ceara, Pernambuco, Bahia) e
Mato Grosso do Sul (CUNHA et al., 1998; SCHATZMAYR; NOGUEIRA; ROSA, 1986;
TEIXEIRA et al., 2001).

O sorotipo DENV-2 foi responsavel pela epidemia no Brasil (DE SOUZA et al., 1995;
NOGUEIRA et al., 1990) cuja introdu¢do no Rio de Janeiro ocorreu quatro anos depois do
DENV-1, em 1990. A circulagdo concomitante dos sorotipos DENV-1 e DENV-2 foi
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responsavel pelos primeiros casos de Dengue hemorragico em varias regifes brasileiras
(CUNHA et al., 1998, 1999; NOGUEIRA et al., 1993; VASCONCELOS et al., 1995),
caracterizando a Epidemia de 1990/1991.

Com a identificacéo do sorotipo DENV-3 também no Rio de Janeiro em final de 2000,
observou-se 0 aumento expressivo do numero de casos de Dengue no estado ao longo do ano
seguinte ocorrendo uma das epidemias mais graves com diversos casos de febre hemorragica
do Dengue (FHD) e 6bitos relacionados (NOGUEIRA et al., 2001; NOGUEIRA; ARAUJO;
SCHATZMAYR, 2007). Cerca de 700 mil casos de Dengue foram notificados em todo o
Brasil durante a epidemia em 2002 (MS; SVS, 2011).

Em 2007 houve a reemergéncia do DENV-2 que ocasiono a epidemia de 2008 pela
mudanca no perfil epidemiolégico com a ocorréncia de casos graves e hospitalizacbes em
criangas (TEIXEIRA et al., 2008). A introdugdo do DENV-4 em margo de 2011 resultou na
circulagdo conjunta dos quatro sorotipos (DENV-1, 2, 3 e 4) no Brasil, inclusive no estado do
Rio de Janeiro (DE SIMONE et al., 2004; HONORIO, 2009; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et
al., 2004; NOGUEIRA; EPPINGHAUS, 2011; NOGUEIRA et al., 2005; NOGUEIRA;
ARAUJO; SCHATZMAYR, 2007).

Como ja mencionado anteriormente, nas Ultimas décadas, o pais viveu quatro grandes
epidemias, associadas a alternancia do sorotipo viral predominante: DENV-1, DENV-3,
DENV-2, e DENV-4, em 1998, 2002, 2008 e 2011, respectivamente. Em 2015, foram
registrados 1.688.688 casos provaveis de Dengue no pais, com predominio do DENV-1 dentre
as amostras testadas (MS, 2015a, 2016). Entre os anos de 2000 e 2015, verificou-se aumento
de 232,7% no ndmero de casos e de 639,0% no nimero de mortes no pais (ARAUJO et al.,
2017). No Estado do Rio de Janeiro, até o 1° semestre de 2018, foram 11.443 casos provaveis
notificados e entre as 157 internacfes, houve maior concentracdo em menores de 15 anos
(29,9%) (SES, 2018).

A figura 2.1 ilustra o sorotipo de Dengue por ano de 2000 a 2017 no Rio de Janeiro
com predominancia de DENV-1 e DENV-4 nos ultimos anos. A Secretaria de Estado de
Saude do Rio de Janeiro emitiu informe sobre o risco para ocorréncia de uma nova epidemia,
uma vez que casos raros de DENV-2 e DENV-3 foram detectados no final de 2017 e inicio de
2018 (SES, 2018).
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Figura 2.1: Série historica dos casos notificados suspeitos de Dengue, no estado do Rio de Janeiro,
conforme sorotipo viral predominante, 2000 a 2017. Adaptado de: Secretaria de Estado de Saude do
Rio de Janeiro, 2018.

O padréo epidemioldgico do Dengue no Brasil sofreu mudancas na distribuicéo etéaria,
com aumento da incidéncia e gravidade dos casos de Dengue em criancas e adolescentes,
particularmente nas regides Norte e Nordeste (FONSECA, 2009; MS, 2009; PONE et al.,
2016, 2018; TEIXEIRA et al., 2008) e no Rio de Janeiro apos a epidemia em 2008, na qual
foram notificados 250.200 casos e 123 6bitos, com 42% dos 6bitos em menores de 15 anos de
idade (MS; SVS, 2011).

Uma recente revisao sobre os casos fatais de Dengue no Brasil demonstrou que, ap6s
2009, houve uma diminuicdo nos casos fatais em criangas menores de 15 anos e um aumento
em individuos acima de 15 anos, principalmente devido a presenca de comorbidades entre os
mais velhos (NUNES et al., 2019). Contudo, a maioria dos casos de internagdo por causa do
Dengue ocorre em individuos com menos de 15 anos independente de epidemia (SES, 2018;
VERHAGEN; DE GROOT, 2014).

2.1.1.1 Manifestagdes clinicas do Dengue

Apds um periodo de incubacdo de trés a 14 dias, a infec¢do pelo virus do Dengue pode
apresentar-se com espectro clinico que varia desde quadro assintomatico ou oligossintomatico
até manifestacbes graves com hemorragia e choque podendo evoluir para o6bito (OOl
GUBLER, 2011).
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Dengue classico é definido como uma doenca febril aguda caracterizada por febre de
inicio subito de duracdo de até sete dias, associada a dois ou mais dos seguintes sintomas:
cefaléia, dor retrorbitaria, mialgia, artralgia, nauseas, vomitos, exantema e prurido cutaneo
acompanhado ou ndo de manifestacdes hemorragicas. Pode acometer individuos de todas as
faixas etarias (bebés, criancas, adolescentes, adultos e idosos) (HASAN et al., 2016). Por
apresentar quadro clinico variado e semelhante ao da gripe e de outras arboviroses, 0
diagnostico preciso depende de confirmacao laboratorial.

A doenga pode evoluir em trés fases clinicas: a fase febril aguda (observada na
maioria dos pacientes), a fase critica e a fase de recuperacdo. Na fase febril aguda, a primeira
manifestacdo clinica é a febre, de inicio abrupto e com intensidade variavel. Essa fase dura
geralmente de dois a sete dias e pode estar associada a cefaleia, a prostracdo, a mialgia, a
artralgia, a dor retroorbitaria, e ao exantema, presente em 50% dos casos. Anorexia, nauseas,
vomitos e diarreia podem estar presentes. Manifestagdes hemorragicas leves como petéquias,
sangramento nasal e gengivorragia podem ser observadas. Em criancas, a febre €
frequentemente a Unica manifestacdo clinica ou esta associada a exantema e / ou sintomas
digestivos inespecificos (OMS, 2016a). Apo6s a fase febril, grande parte dos pacientes
recupera-se gradativamente com melhora do estado geral e retorno do apetite (GUZMAN et
al., 2016; OMS, 2016a). Para esses pacientes, a doenca é considerada como Dengue ndo grave
(OMS, 2009).

Alguns pacientes evoluem para a fase critica da doenca no periodo durante o qual a
febre desaparece (defervescéncia). Ocorre de trés a sete dias da doenca e tem-se aumento da
permeabilidade vascular que dura de 24 a 48 horas, a qual marca o inicio do deterioramento
clinico do paciente e sua possivel evolucdo para o choque por extravasamento de plasma. Em
paralelo, tem-se um aumento no nivel do hematocrito. Nessa fase, devemos observar 0s sinais
de alarme como dor abdominal intensa, vomitos, acumulo de liquidos (ascite, derrame pleural,
derrame pericardico), hipotensdo postural, sangramento de mucosa, letargia e aumento
progressivo do hematocrito (MS, 2016; SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017). Nesses
casos, consideramos Dengue com sinais de alarme ou alerta 0s que podem se recuperar com
hidratacdo venosa (OMS, 2009). Contudo, podem ocorrer casos graves da doenca (Dengue
grave) como decorréncia do extravasamento vascular que pode levar ao acumulo de liquidos
com disfuncdo respiratoria, além do choque causado pela hipovolemia, assim como o ébito
(GUZMAN et al., 2016; OMS, 2009; SIMMONS et al., 2012).

Se 0 paciente apresentar uma resposta clinica satisfatoria apds 24-48 horas da fase

critica, ele evolui para a fase de recuperagdo. Ha uma reabsor¢do gradual do contetdo
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extravasado nas proximas 48-72 horas e é concomitante com a melhora do quadro clinico do
paciente. Alguns pacientes podem apresentar exantema acompanhado ou ndo de prurido
generalizado. Adultos podem ter fadiga por semanas ap0s a recuperacdo (MS, 2016; OMS,
2009; SIMMONS et al., 2012).

A classificacdo da OMS em Dengue com ou sem sinais de alerta e Dengue grave esta
ilustrada da Figura 2.2 (OMS, 2009).

DENGUE * SINAIS DE ALERTA

DENGUE GRAVE

inai 1. Extravasamento de
sem com sinais _
sinais de de alerta plasma |m_portante
alerta gl 2. Hemorragia grave
3. Disfungéo de 6rgaos

CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

CRITERIOS PARA DENGUE * SINAIS DE ALERTA
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» Exantema
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Confirmacao lahoratorial
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sinal de extravasamento de
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Figura 2.2: Classificagdo dos casos de Dengue de acordo com a OMS em 2009.

Em criancas, a infeccdo pelo virus da Dengue pode ser assintomética. Sinais e
sintomas inespecificos associados a febre, como sonoléncia, anorexia, vomitos e diarreia
podem estar presentes. Nos menores de dois anos de idade podem manifestar-se choro
persistente, prostracéo e irritabilidade (MS, 2016). A doenga pode evoluir para gravidade
decorrente do extravasamento plasmatico e a sindrome do choque da Dengue potencialmente
fatal (BHATT et al., 2013). As maiores diferencas entre criangas mais velhas e lactentes estao
relacionadas a frequéncia de extravasamento vascular e ao choque entre 0S mais novos
(VERHAGEN; DE GROOT, 2014). Hepatomegalia, letargia, dor abdominal, sangramento,
hemoconcentracdo e trombocitopenia foram sinais e sintomas associados a gravidade da
doenca descritos na maioria dos estudos sobre Dengue em criangas (WAKIMOTO et al.,
2015).
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A resposta imunoldgica a infeccdo aguda pelo DENV pode ser primaria, na qual ocorre
em pessoas ndo expostas anteriormente ao virus; e secundaria, em individuos com infeccéo
aguda pelo DENV, mas que tiveram infeccdo prévia por outro sorotipo (SIMMONS et al.,
2012). A infecgdo pelo DENV confere imunidade duradoura para aquele sorotipo e imunidade
cruzada de curta duracao e transitdria para os outros sorotipos (OOl; GUBLER, 2011).

A transferéncia placentaria de anticorpos maternos anti-DENV proporciona ao neonato
uma protecdo a infeccdo pelo virus durante os primeiros meses de vida. Um estudo recente
entre 0s neonatos da coorte de Manguinhos observou uma sororeversao de anticorpos
neutralizantes para DENV-2 e DENV-3 no 10° més e para DENV-1 e DENV-4 no 12° més de
vida (DUARTE, 2017).

Em infec¢cdes priméarias nos lactentes, 0s mesmos anticorpos que conferem protecédo a
infeccdo, poderiam potencializar a infeccdo pelo DENV através do mecanismo de ADE
(Antibody-dependent enhancement), o que favorece o surgimento das manifestacdes graves de
dengue em criancas (CASTANHA et al., 2016; CHAU et al., 2009; SIMMONS et al., 2007).

2.1.2 Zika

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus. Atualmente, é uma arbovirose de grande repercussdo no cenario mundial
principalmente apds sua relacdo com quadros neurol6gicos como a sindrome de Guillain-
Barré (SGB) e a confirmada associacdo entre zika na gestacdo e microcefalia (BRASIL et al.,
2016a, 2016b; DE ARAUJO et al., 2016). E uma doenca exantematica, com sintomas
semelhantes ao Dengue como febre leve, exantema, artralgia, artrite, mialgia, cefaléia,
conjuntivite, e edema (PAIXAO et al., 2016). Assim como 0 DENV, o ZIKV é transmitido
pela picada da fémea do mosquito Ae. aegypti. No Brasil, ha transmissdo de ZIKV pelo Ae.
albopictus (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016).

O virus foi isolado pela primeira vez do sangue de um macaco rhesus sentinela, usado
em um estudo sobre febre amarela, em 1947, na Floresta Zika, localizada em Uganda (DICK;
KITCHEN; HADDOW, 1952). Em 1948, esse virus foi também isolado de Ae. africanus no
mesmo local e os primeiros casos humanos foram relatados em 1952 na Tanzania e Uganda
(HADDOW et al., 2012).

Desde a sua descoberta até 2007, a transmissdo em toda Africa e Asia foi limitada a
relatos de casos confirmados de infeccéo pelo ZIKV (BAUD et al., 2017). Contudo, em 2007,
ocorreu um surto de zika na llha de Yap dos Estados Federados da Micronésia, inicialmente
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registrado como um surto de doenca caracterizada por exantema, conjuntivite, febre baixa,
artralgia e artrite. Assim, foram identificados 49 casos confirmados e 59 provaveis da doenca
do ZIKV (DUFFY et al., 2009).

Posteriormente, ocorreu um surto na Polinésia Francesa em 2013-2014, no qual a SGB
foi associada a infeccdo pelo ZIKV; seguido de surtos menores em outras ilhas do Pacifico
(CAO-LORMEAU et al., 2016; MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU, 2014).

Em 2015, no Brasil, foram confirmados laboratorialmente casos de infeccdo pelo
ZIKV, nos estados de Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte (RN) e Bahia (BA) na regido
Nordeste (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; LOWE et al., 2018; ZANLUCA et al.,
2015). Nesse mesmo ano, houve um aumento dos casos de exantema atendidos no
Ambulatério de Doencas Febris Agudas da Fiocruz-RJ, a maioria sem febre ou com febre
baixa. Em resposta a isso e baseado no observado no Nordeste do Brasil, iniciou-se uma
investigacdo sistematica da infecgdo pelo ZIKV em todos os pacientes com exantema ou
febre, o que resultou na identificacdo retrospectiva da infeccdo pelo ZIKV entre 0s casos
(inicialmente relatados como casos de Dengue) e na demonstracdo de que 0 virus estava
circulando no Rio de Janeiro desde janeiro de 2015, com pico de transmissdo em maio
daquele ano, denominada como a primeira onda de epidemia de zika (BRASIL et al., 2016b;
OMS, 2015a).

Em outubro de 2015, o Ministério da Saude do Brasil relatou um aumento no numero
de casos de microcefalia no estado de Pernambuco e, consequentemente, foi declarado estado
de emergéncia nacional de satde publica (OMS, 2015b). Em janeiro de 2016, a Organizacao
Mundial de Saude decretou emergéncia internacional de saude publica (GULLAND, 2016).
Posteriormente, foi confirmada a relacdo entre microcefalia e infeccdo pelo ZIKV durante a
gestacdo (BRASIL et al., 2016¢c; DE ARAUJO et al., 2016; KROW-LUCAL et al., 2018;
VARGAS et al., 2016). Até o final de 2016, tinham sido registrados 214.193 casos provaveis
de febre pelo virus Zika no pais (taxa de incidéncia de 104,8 casos/100 mil hab.), e
confirmados 59,9% casos (LOWE et al., 2018; MS; SVS, 2017).

A epidemia de zika em 2015-2016 ocorreu em meio a cocirculacdo de infecgdo por
DENV, CHIKV e ZIKV no Brasil, o que dificultou o manejo clinico em razdo de
manifestagdes clinicas semelhantes. Alem de dificuldades no diagnostico laboratorial entre
ZIKV e DENV devido a sua reacdo cruzada nos testes sorolégicos. A interagdo dessas
arboviroses trouxe preocupacdes acerca das alteragdes imunoldgicas das infeccGes podendo
estas causar protecao ou viremias mais intensas (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017).
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2.1.1.2 Manifestacgdes clinicas do Zika virus

Apos a picada do mosquito infectado com ZIKV, os sintomas aparecem dentro de 3-7
dias (SLAVOV et al., 2016; SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017). Durante a viremia,
pode-se desenvolver uma doenca branda com sinais e sintomas semelhantes ao Dengue
(PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016).

Na epidemia de 2007 nas llhas de Yap, os sinais e sintomas mais relatados foram
exantema, febre baixa, artrite, conjuntivite ndo purulenta, mialgia, cefaleia, dor retroorbitéria,
edema e vémito. Foi realizado um inquérito soroldgico domiciliar no qual cerca de 80% dos
participantes que apresentavam anticorpos IgM para ZIKV eram assintomaticos (DUFFY et
al., 2009).

Os sinais e sintomas clinicos do ZIKV observados no Rio de Janeiro em 2015-2016
foram semelhantes ao relatados na Ilha de Yap com predominancia de exantema, seguido de
prurido, prostracdo, cefaleia, entre outros (BRASIL et al., 2016b; CERBINO-NETO et al.,
2016). A febre, presente em 36% dos casos, era geralmente baixa e de curta duracdo(BRASIL
et al., 2016b). De acordo com o observado durante o surto na llha de Yap em 2007, as
manifestacdes clinicas de zika em criancas infectadas ap6s 0 nascimento sdo semelhantes as
que ocorrem em adultos sintomaticos (ADACHI et al., 2018; DUFFY et al., 2009).

As infecgdes por ZIKV sdo geralmente consideradas como auto-limitantes em adultos
(SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017). Contudo, podem ocorrer complica¢des da doenga
como a SGB jéa relatada durante a epidemia na Polinésia Francesa (CAO-LORMEAU et al.,
2016; OEHLER et al., 2014) e mais recentemente no Brasil (BRASIL et al., 2016a;
NOBREGA et al., 2018).

A principal complicagdo da doenga foi denominada como Sindrome Congénita do
Zika (SCZ) entre fetos e bebés infectados com o ZIKV durante a gestacdo. Essa sindrome
abrange malformag6es como microcefalia, tecido cerebral reduzido com padrdo especifico de
danos ao cérebro, juntas com movimento de alcance limitado, excesso de tbnus muscular,
anormalidades oculares e perda auditiva (CDC, 2018; OMS, 2018). Entre as complicacdes
neurologicas mais observadas em recém-nascidos destacam-se a hipertonia global grave com
hiperreflexia, irritabilidade, hiperexcitabilidade, choro excessivo, distdrbio de degluticéo,
respostas auditivas e visuais comprometidas e, em alguns casos, convulsdes (BRASIL et al.,
2016c; FRANCA et al., 2018; MARINHO et al., 2016; VARGAS et al., 2016).

Observou-se que a prevaléncia de microcefalia em recém-nascidos aumentou
consideravelmente durante 2015-2016 no Brasil (MARINHO et al., 2016). Em paralelo, o
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aumento de casos de microcefalia em Recife levou a suspeita de sua relagdo com infecgao
pelo ZIKV (OMS, 2015b). Posteriormente, essa relacdo foi evidenciada em uma coorte
materno-infantil no Rio de Janeiro, na qual 53% das 345 gestantes recrutadas apresentaram o
exame molecular de Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) reagente para ZIKV e foram
relatados quatro casos de neonatos com microcefalia ao nascer entre os 126 recém-nascidos
de maes infectadas (BRASIL et al., 2016c). Apesar do risco de bebés com microcefalia de
mées infectadas pelo ZIKV na gestacdo, a SCZ nao parece estar relacionada com a gravidade
da doenca materna, carga viral no momento da infeccdo ou presenga de anticorpos anti-
DENV (HALAI et al., 2017).

Sdo raros os casos de zika com evolucdo grave. Foram relatadas duas mortes
associadas a infeccdo por ZIKV em adolescentes: uma brasileira de 16 anos com cefaleia,
nauseas e exantema hospitalizada com diagnostico inicial de Dengue; e uma colombiana de
15 anos com anemia falciforme hospitalizada com dor abdominal, taquicardia e taquipneia.
Os casos foram confirmados laboratorialmente pela técnica de PCR (ARZUZA-ORTEGA et
al., 2016; KARWOWSKI et al., 2016; MS, 2015b; OPAS, 2015).

2.2 ESTUDOS SOBRE DENGUE E ZIKA EM CRIANCAS

A maioria dos estudos prospectivos em coortes pediatricas para o estudo do Dengue
foi conduzida em paises do Sudeste Asidtico (ANDERS et al., 2013; CAPEDING et al., 2013;
CHAU et al., 2009; PENGSAA et al., 2006).

Na coorte vietnamita materno-infantil, em 2006-2007, observou-se uma incidéncia de
1,7 casos de Dengue por 100 pessoas-ano no primeiro ano de vida da crianca. A maioria das
mées (76%) possuia anticorpos para 0s quatro sorotipos e, em seis meses 0s bebés nédo
apresentavam mais anticorpos maternos (CHAU et al., 2009). Em dois anos de
acompanhamento, 12% dos bebés de uma coorte na Tailandia apresentaram infec¢do aguda
pelo DENV (PENGSAA et al., 2006). Em ambos os estudos, quase todas as infecgdes foram
assintomaticas.

No Vietnd, foi estabelecida uma coorte de neonatos com vigilancia clinica para
Dengue, infeccBes respiratorias e diarreia para estudo das doencas infecciosas mais
prevalentes nessa populacdo até o primeiro ano de vida (ANDERS et al., 2013). Observou-se
que a maioria dos casos de diarreia foram causados por rotavirus e que as infeccdes
respiratorias foram mais prevalentes em bebés menores de seis meses (ANDERS et al., 2015a,
2015b).
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Em um estudo realizado nas Filipinas, 11% das doencas febris agudas em criancas
foram causadas pelo DENV. Demonstrou-se que, em 2007, o sorotipo predominante no local
era 0 DENV-3. Além disso, no momento da infeccéo, todas as criancas diagnosticadas com
DENV-3 apresentavam titulo de anticorpos maternos para esse sorotipo ndo detectavel pelo
teste de neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT) (LIBRATY et al., 2009). Na regido,
tanto a incidéncia de Dengue quanto a presenca de sintomas sdo maiores em criangas menores
de 15 anos de idade (ALERA et al., 2016).

Recentemente, um inquérito soroldgico realizado na Indonésia demonstrou que 33,4%
das criangas de 1-4 anos de idade haviam sido previamente infectadas pelo DENV e que a
idade mediana da soroconversdo foi de 4,8 anos (PRAYITNO et al., 2017). Posteriormente,
constatou-se que 0s sorotipos predominantes nesse grupo foram DENV-2, DENV-3 e DENV-
1 (SASMONO et al., 2018).

Na coorte pediatrica da Nicaragua, na qual as criangas sao acompanhadas até 14 anos
de idade, observou-se uma incidéncia global de 16,1 casos de Dengue/1000 pessoas-ano. A
maioria dos casos primarios dessa coorte ocorreu em criangas com menos de seis anos de
idade (GORDON et al., 2013; KUAN et al., 2009).

Em Recife, foi realizado um estudo de coorte materno-infantil de base hospitalar antes
da introducdo do ZIKV no qual a taxa de incidéncia de Dengue foi de 107,6/ 1000 pessoas-
ano no primeiro ano de vida do bebg, incidéncia superior ao observado nas coortes do sudeste
asiatico (BRAGA et al., 2016; CASTANHA et al., 2017a).

Em 2015, foi estabelecida uma coorte prospectiva de base escolar no México para o
estudo de arboviroses na qual 40% das 821 criangas menores de oito anos ja tinham
anticorpos para Dengue no inicio do estudo. Entre 0s casos suspeitos de arboviroses, foram
observados trés casos Dengue em criangas menores de oito anos, que corresponde a uma taxa
de incidéncia de 2,9 casos / 1000 pessoas-ano (ROJAS et al., 2018).

Apos a introducdo do ZIKV no Brasil e a constatacdo dos desfechos adversos da
gestacdo de mées infectadas, verificou-se a necessidade de estudos de coortes para elucidagéo
de questdes acerca da prevaléncia, gravidade e imunidade da doenca (VAN KERKHOVE et
al., 2016).

A maioria dos estudos sobre zika em criancas abordam as consequéncias nos neonatos
de gestantes infectadas pelo ZIKV como a SCZ (BRASIL et al., 2016¢; BRITO; CORDEIRO,
2016; DE OLIVEIRA et al., 2017). Na coorte materno-infantil conduzida no Rio de Janeiro,
das 134 gestantes infectadas pelo ZIKV, quase 50% apresentou desfecho gestacional adverso;

e 42% dos recém-nascidos expostos ao ZIKV apresentaram achados anormais como
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microcefalia, calcificagdo cerebral, atrofia cerebral, hipertonicidade, movimentos anormais,
hiperreflexia, contraturas e convulsdes (BRASIL et al., 2016¢). Outros estudos de coorte
descreveram uma proporcdo menor de anormalidades em criancas nascidas de mées com
infeccdo por ZIKV assintoméatica ou sintomética (HONEIN et al.,, 2017; KLEBER DE
OLIVEIRA et al., 2016).

Criancas com 19-24 meses de idade, nascidas com microcefalia e com diagnostico
laboratorial de SCZ tiveram pelo menos um resultado adverso como dificuldade para dormir,
comprometimento motor grave, anormalidades visuais e auditivas e convulsdes
(SATTERFIELD-NASH et al., 2017).

Um estudo descritivo sobre 158 criancas até 18 anos com diagnostico confirmado de
Zika demonstrou que a doenca se apresentou de maneira branda, sem complicacGes
neuroldgicas e os principais sintomas foram exantema, febre, conjuntivite e artralgia
(GOODMAN, 2016).

Dez relatos de casos de criancas infectadas pelo ZIKV com idade variando de trés a 15
anos em diferentes localidades como Nigéria, Indonésia, Camboja, Filipinas, Nova Caledbnia
e Coldmbia, demonstraram que a doenga pode ter duracdo inferior a uma semana e as
manifestacdes mais comuns foram febre, mal-estar, cefaleia, mialgia, artralgia e sintomas
gastrointestinais. Nenhum dos estudos relatou a presenca de exantema (ALERA et al., 2015;
ARZUZA-ORTEGA et al., 2016; DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015; HADDOW et al.,
2012; KARWOWSKI et al., 2016; MACNAMARA, 1954; OLSON et al., 1981). No entanto,
exantema é o Unico sintoma presente em todos os 14 casos confirmados de zika em criancas e
adolescentes de seis meses a 16 anos na Indonésia. Apenas uma crianca ndo apresentou febre
e outros sintomas como conjuntivite, mialgia, artralgia e cefaleia foram relatados (LI et al.,
2017).

Duas coortes pediatricas estabelecidas inicialmente para o estudo do Dengue
possibilitaram o estudo de Zika em criangas: a coorte mexicana de base escolar e a coorte
pediatrica da Nicaragua (ALERA et al., 2016; GORDON et al., 2013; ROJAS et al., 2018).

Na coorte mexicana, dos 199 casos suspeitos de arboviroses (com sintomas das
doencas) entre 2015 e 2016, observou-se quatro casos de Zika em criangas com menos de oito
anos de idade resultando em uma taxa de incidéncia de 4,07 casos / 1000 pessoas-ano
(ROJAS et al., 2018).

No periodo de 2016-2017, foram observados 128 casos de Zika sintomética (taxa de
incidéncia de 104 casos / 1000 pessoas-ano) e 391 casos de infeccdo por ZIKV (taxa de

incidéncia de 288 casos / 1000 pessoas-ano) entre as criancas da coorte pediatrica da
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Nicardgua com dois a cinco anos de idade. Nesse estudo, a infecgdo prévia pelo DENV foi

protecao para a manifestacéo clinica dos casos de Zika (GORDON et al., 2019).

2.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS INFECCOES PELO DENV E
PELO ZIKV

Apos a introducéo do ZIKV e CHIKV no Rio de Janeiro, o diagndstico de arboviroses
tornou-se um desafio; o diagnostico laboratorial devido a reatividade cruzada entre ZIKV e
DENYV e o diagnostico clinico devido a semelhanca nas manifestacdes clinicas. O diagndstico
clinico do Dengue deve ser confirmado por exames laboratoriais devido a semelhanca de
sintomas com outras doengas virais. O diagndstico laboratorial das infecgdes pelo DENV
pode ser realizado através de isolamento viral, deteccdo do RNA genémico viral através da
técnica de PCR, deteccdo do antigeno NS1 ou testes imunoenzimaticos (ELISA) para a
deteccdo de anticorpos especificos como IgM e IgG (MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG,
2017).

Para as infeccbes pelo DENV, a técnica de PCR e o teste para a deteccdo de NS1
devem ser realizados durante a viremia, ou seja, até o quinto dia do inicio dos sintomas, tanto
na infeccdo primaria quanto na secundaria (Figura 2.3). Ja para os testes de ELISA, o ideal é
que sejam realizados apds o sexto dia de sintomas para a deteccdo de IgM ou 1gG; ou entdo,
deve-se testar amostras pareadas para a observacdo de soroconversdo de IgM ou de 1gG,
sendo a primeira coletada na fase aguda (1-5 dias de sintomas) e a segunda na fase de
convalescéncia (15-21 dias) (NISALAK, 2015; OMS, 2016b; OOIl; GUBLER, 2011). A
figura 2.3 ilustra a evolucdo laboratorial da infeccdo pelo DENV: o IgM é produzido e pode
ser detectado a partir do quinto dia do inicio dos sintomas; enquanto que o IgG é produzido a
partir do sexto dia nas infeccBes primarias e no segundo dia nas infecgdes secundérias.
Através da técnica de PCR, sabe-se qual o sorotipo de DENV da infeccdo aguda (OMS,
2009).
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Figura 2.3: Evolucéo laboratorial da infecgdo pelo virus do Dengue.
Adaptado de: MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017.

O teste de neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT) é considerado “padrdo-ouro”
para a determinacdo de imunidade sorotipo especifica aos DENV (CALISHER et al., 1989).
Esse teste é o recomendado pela OMS para os estudos de eficAcia de vacina em
desenvolvimento (OMS, 2009).

O diagnostico laboratorial do ZIKV também é baseado na detec¢do do virus ou em
uma resposta imune a infeccdo. A técnica de PCR € utilizada para deteccdo direta do RNA
viral e a técnica de ELISA para deteccdo de IgM a partir do quinto dia do inicio dos sintomas
ou IgG apds 15 dias de doenga (Figura 2.4). Assim como na infecgdo pelo DENV, a técnica
de PCR ¢ realizada em amostras coletadas durante a viremia; e a sorologia nas fases aguda e
de convalescéncia para deteccdo de soroconversdo de IgM ou IgG ou um aumento de quatro
vezes no titulo do anticorpo (OPAS, 2016, 2017).
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Figura 2.4: Diagnéstico laboratorial da infeccéo pelo virus Zika.
Fonte: MS, 2018.

Até 2015, o diagndstico laboratorial do DENV tanto pelo PCR quanto pela
sorologiaera considerado confirmatério. Ap6s a introducdo do Zika, devido as reacGes
cruzadas soroldgicas entre esses flavivirus, a diferenciacdo da infeccdo por Dengue ou Zika
tornou-se extremamente dificil, mesmo com o uso de testes de soro-neutralizacdo. A técnica
de PCR permite o diagndstico direto de infec¢do por ZIKV seja em soro ou urina; no entanto,
nem sempre esta disponivel, além da baixa carga viral no soro e curta viremia reduzir a
sensibilidade do teste. Embora o PRNT ofereca uma maior especificidade na detecgéo de
anticorpos neutralizantes (IgG), reacfes cruzadas também ja foram documentadas (OPAS,
2016).

Na tentativa de diferenciar uma infeccdo de DENV e ZIKV, foram desenvolvidos
algoritmos para auxiliar no diagnostico laboratorial baseado em testes sorolégicos (CDC,
2016; OPAS, 2017). Um teste de PCR positivo é diagnostico confirmado de Dengue ou Zika.
Nos testes sorologicos, IgM reagente tanto para DENV quanto ZIKV, deve-se realizar o

PRNT (Figura 2.5).

Testes moleculares
Testes sorologicos

(<7 dias do inicio dos
sintomas

I_I—l

RT-PCR/NS1 RT_PCR zika

dengue
POSITIVO:

(>4 dias do inicio dos
sintomas)
1

IgM dengue

POSITIVO: 1

I
POSITIVO:

aa DENV — A1 ( Vi NEGATIVO: POSITIVO: NEGATIVO
confirmado confirmado lvnfe’ccgao . ndo ha infecciio infecciio : ndo ha
Pw]‘;*E’;IIVP‘" pelo DENV provivel por infeccio pelo

NEGATIVO: ZLKV

nao ha
infeccio pelo
ZIKV

NEGATIVO:

L

pelo DENV

L

Figura 2.5: Algoritmo de conduta laboratorial para diagnéstico diferencial de DENV e ZIKV.
Adaptado de: CDC, 2016; OPAS, 2017.
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3 JUSTIFICATIVA

As arboviroses sdo consideradas um problema de salde global e sua gravidade esta
relacionada a sua magnitude e ao seu risco a saide. Como h& uma lacuna de conhecimento
sobre a histdria natural de Dengue e Zika nos primeiros anos de vida, estudos de coorte sdo
importantes na investigacdo da incidéncia dessas doengas, pois apresentam o melhor
delineamento para caracterizacdo epidemioldgica e clinica dessas arboviroses. Além disso, €
importante o conhecimento da incidéncia e frequéncia de infeccdes assintomaticas e
sintométicas entre criancas de 0-5 anos de idade. Até o momento, sdo poucos 0s estudos
longitudinais nesse grupo populacional, provavelmente pela dificuldade de obtengdo de
material biologico de repeticdo nesta faixa-etaria.

Apbs a introducdo do ZIKV no Rio de Janeiro, cidade hiperendémica de Dengue e
onde ja circularam os quatro sorotipos de DENV, o diagndstico dessas arboviroses tornou-se
um desafio, com a necessidade de esclarecimento dos aspectos epidemioldgicos e clinicos de
ambas as infeccdes.

Devido a relevancia dos estudos prospectivos, apds o surgimento do ZIKV, diversos
estudos de coorte materno-infantil foram estabelecidos para a caracterizagdo da doenca e suas
consequéncias nos desfechos da gestacdo. Contudo, pouco se sabe sobre a infecgcdo por ZIKV
em criancas adquirida apds o nascimento retratando a necessidade de caracterizacdo clinico
epidemioldgica de Zika po6s-natal.

Baseados nesses antecedentes, a proposta deste estudo foi analisar a incidéncia de
infeccdo pelo DENV e ZIKV entre criangas de 0-5 anos residentes na comunidade de
Manguinhos, uma area urbana no Rio de Janeiro, assim como descrever as manifestagdes
clinicas dessas infecgbes, a proporgdo de casos assintomaticos e a associagdo das
caracteristicas das gestantes e dos domicilios com a infecgdo pelo DENV e pelo ZIKV nas
criancas. Ademais, pretendeu-se descrever o processo de implantacdo de uma coorte

peditrica e as caracteristicas da populacéo estudada no periodo de 2012 a 2018.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a incidéncia de Dengue e Zika em uma coorte prospectiva de criancas de 0-5

anos de idade em Manguinhos (2012-2018) e os fatores maternos e ambientais associados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever processo de estabelecimento da coorte de nascimento e as caracteristicas da
populacdo estudada;

e Determinar a incidéncia de infeccdes sintomaticas e assintomaticas de Dengue e Zika
na populacgéo de estudo;

e Descrever as manifestacGes clinicas da infeccdo pelo DENV e pelo ZIKV na
populacdo estudada;

e Determinar as caracteristicas maternas associadas a infec¢do pelo DENV e pelo ZIKV
nas criancas;

e Determinar as caracteristicas domiciliares associadas a infeccdo pelo DENV e pelo
ZIKV nas criancas no periodo de 2015 a 2018.
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5. METODO

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Tratou-se de uma coorte prospectiva de criancas de zero a cinco anos de idade,
moradoras de Manguinhos no Rio de Janeiro.

Em 2012, o desenho inicial era uma coorte prospectiva para o estudo do Dengue em
criangas até dois anos de idade. Dois anos depois, em 2014, houve a extensdo do seguimento
das criancas dessa coorte até os cinco anos de idade com o intuito de estudar a histéria natural
do Dengue na area. A reabertura da coorte (2% onda) em 2015 visou compensar as perdas e

estudar a incidéncia de Zika nessa populagdo (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Desenho do estudo Coorte Manguinhos.

5.2 CASUISTICA E METODOS

O estudo foi realizado no periodo de maio de 2012 a julho de 2018 no complexo de
Manguinhos, com cerca de 40 mil habitantes, situado na zona norte do Rio de Janeiro e que
abrange 16 comunidades. A populagéo incluida no estudo era assistida por equipes da Clinica
da Familia Victor Valla e do Centro Municipal de Saude de Manguinhos que seguem o
modelo Estratégia de Saude da Familia (ESF) nos Servigcos de Pré-Natal e Puericultura dos

Territorios Integrados de Atencdo a Saude (TEIAS) de Manguinhos, da Fiocruz.
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5.2.1 Local do estudo

Manguinhos é um bairro da zona norte do Rio de Janeiro com aproximadamente
36.000 habitantes. No inicio do estudo, apresentava um dos mais baixos Indices de
Desenvolvimento Humano (IDH) do municipio (122° no ranking de 126 bairros) (PORTAL
GEO, 2016). E composto por 16 comunidades da Area Programatica 3.1 da cidade: Vila Sdo
Pedro, Monsenhor Brito, Comunidade Agricola de Higiendpolis, Vila Turismo, Parque
Oswaldo Cruz (Amorim), Parque Carlos Chagas (Varginha), Conjunto Nelson Mandela
(Mandela I), Conjunto Samora Machel (Mandela I1), Mandela de Pedra (Mandela I11), Parque
Jodo Goulart, CHP2, Vila Unido, Ex-Combatentes, Condominio Embratel, Condominios
DESUP e CONAB. Os espacos para habitacdo sdo, em grande parte, territorios favelizados
com diversas caréncias e necessidades.

Em 2009, apdés a implantacdo do Programa TEIAS-Escola Manguinhos, uma
cooperacdo entre a Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro e a Escola Nacional de
Salde Publica - ENSP/Fiocruz, a atencdo primaria na regido passou a ser realizada de acordo
com o modelo da ESF com 13 equipes de saude da familia divididas em duas unidades de
atencdo bésica: a Clinica da Familia Victor Valla (CFVV) e Centro Municipal de Saide-CMS
Manguinhos (CMSM) (ENGSTROM; FONSECA; LEIMANN, 2012).

Entre fevereiro e dezembro de 2012, foi realizado o Inquérito de Saude-Manguinhos,
o qual entrevistou 955 domicilios e caracterizou as condi¢des de vida e saude da populacéo,
assim como o acesso e utilizacdo de servigos dos individuos residentes no territorio de
Manguinhos. A maioria dos domicilios é composta por mulheres (54%) e a renda média per
capita é de R$595,00. Entre os adultos com 30-64 anos, 69% trabalham e cerca de 80% dos
moradores com mais de 25 anos possuem pelo menos quatro anos de estudo. Em relacdo aos
domicilios, 65% dos moradores bebem agua filtrada e a maior parte dos moradores tem seu
lixo recolhido ou jogam na cagamba. Sobre salde e fatores de risco dessa populagédo, 9% dos
moradores tém asma ou bronquite, e 10% dos adultos acima de 30 anos sofrem de depressao,
36% tém pressdo alta, 20% tém colesterol alto e 9% possuem diabetes (CARVALHO et al.,
2016).

Ao relacionar os dados do inquérito com os dados do Sistema de Informacdo da
Atencdo Basica (SIAB), constatou-se que 49,6% dos individuos residentes no territorio de
Manguinhos estdo cadastrados na Saude da Familia em Manguinhos indicando barreiras ao

acesso a atencao bésica desta populacdo (RABELLO, 2016).
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5.2.2 Tamanho da amostra

Para o célculo do tamanho da amostra da Coorte Inicial, estimou-se uma propor¢éo na
qual foram considerados a populacéo de nascidos vivos na cidade do Rio de Janeiro em 2007
(n = 82,209) (MS; SVS, 2007), uma margem de erro de 0,05 e um nivel de significancia de
0,05. Como néo havia dados sobre a incidéncia de Dengue e, ha uma variacdo consideravel
entre 0s anos epidémicos e ndo epidémicos, optou-se por uma incidéncia de 0,5, que pode
ocasionar um tamanho de amostra maior do que o necessario. O resultado desse calculo foi
uma amostra de 383 recém-nascidos (LWANGA; LEMESHOW, 1991). Considerou-se um
percentual de, aproximadamente, 25% de perda obtendo-se um ndmero de 500 gestantes
recrutadas.

Para a segunda onda, o tamanho da amostra final foi recalculado levando em
consideracdo o menor risco de Dengue (0,08) e as perdas (32,5%) em um periodo de dois
anos do estudo (2013-2015). Foram definidos nivel de significancia de 0,05 e erro absoluto

de 0,035 resultando em aproximadamente 700 criangas no total.

5.2.3 Criterios de elegibilidade e recrutamento

Os critérios de inclusdo das criancas foram ser residentes de Manguinhos e assistidas
por equipes da Clinica da Familia Victor Valla e do Centro Municipal de Saude de
Manguinhos. Os critérios de exclusdo das criancas foram a retirada do consentimento pelos
pais em qualquer momento do estudo e a mudanca de endereco para fora da &rea de
Manguinhos por ndo representar mais a incidéncia de Dengue e Zika entre as criancas da

regido.

Primeira onda: inclusdo de 2012 a 2014

“Coorte inicial” - Coorte de nascimento na qual a inclusdo de recém-natos no estudo foi feita
a partir do recrutamento de gestantes no terceiro trimestre ap0s assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

Segunda onda: incluséo de 2015 a julho de 2018

Reabertura da coorte de nascimento com a inclusdo de recem-natos a partir de gestantes em
qualquer idade gestacional e, a partir de 2016, houve a inclusdo de criancas de 0-5 anos de
idade para reposicao de perdas de seguimento.
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Todas as criancas foram incluidas no estudo apos autorizagdo dos pais pela assinatura
do TCLE (ANEXOS B e C).

5.2.4 Seguimento da coorte de criangas

Todos os bebés e criancas foram acompanhados durante 0s primeiros cinco anos de
vida ou até julho/2018.

A periodicidade das visitas programadas na primeira onda da coorte foi com intervalo
de quatro meses no 1° ano de vida, seis meses no 2° ano de vida, e anualmente do 3° ao 5° ano
de idade. Na segunda onda, as visitas programadas foram anuais.

Durante a visita pediatrica eram coletadas informacgdes sociodemograficas e clinicas
em um questionario especifico; e amostras de sangue e urina para os testes laboratoriais. O
acompanhamento das criangas incluiu visitas programadas ao longo do estudo (criancas
assintomaticas), visita em caso de febre ou exantema, e vigilancia febril / exantematica ativa e
passiva.

Foi considerada perda de seguimento aquelas criancas sem contato ha mais de um ano.

5.2.4.1 Vigilancia de casos febris ou exantematicos

Os pais ou responsaveis pelas criangas eram instruidos a comparecer a consulta ou
comunicar a equipe de pesquisa a ocorréncia de febre ou exantema por telefone, facebook (a
partir de 2014) ou whatsapp.

A vigilancia ativa de febre ou exantema era realizada por contato telefonico ou visita
domiciliar com intervalo de 15 dias e pelo facebook e whatsapp semanalmente.

As consultas pediatricas eram agendadas dentro de sete dias do inicio dos sintomas.

A figura 5.2 ilustra o recrutamento e o seguimento das criangas da coorte de

Manguinhos.
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Primeira onda: Inclusdo de 2012 a 201

4

Coorte de nascimento: a inclusdo de recém-natos no estudo foi feita a partir de gestantes no 3° trimestre de gestacfo.

Segunda onda: inclusdo de 2015 a julho de 2018

Reabertura da coorte de nascimento e inclusdo de criancas de 0-5 anos de idade.

Todas as criancas eram moradoras de Manguinhos, assistidas pelas Clinicas da Familia e foram incluidas ap6s autorizaco
Qos pais pela assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. /

RECRUTAMENTO \

ﬂ:‘ ONSULTA PEDIATRICA PROGRAMAD
+ Dados clinicos;
« Coleta de sangue e urina.

CRIANCAS DA COORTE INICTAL

* Periodicidade:

¥ lo ano: quadrimestral;

v 20 ano: semestral;

v' 30 ao 50 ano: anual.

« Investigacdo laboratorial para DENV

CRIANCAS DA REABERTURA DA COORTE :
« Periodicidade:

v anual.
\Investigagﬁo laboratorial para DENV e ZIKV

N

/

VIGILANCIA FEBRIL / EXANTEMATICA

PASSIVA
Maies sfo orientadas a entrar em contato em caso de febre e exantema da
crianca.

ATIVA
Ligagdo telefonica quinzenal, contato pelo facebook e pelo whatsapp.

CONSULTA PEDIATRICA
* Dentro de 7 dias apds o inicio dos sintomas;
+ Dados clinicos.

CRIANCAS DA COORTE INICIAL
* Coleta de sangue: hemograma, sorologia para dengue (IgM) e PCR
para dengue.

CRIANCAS DA REABERTURA DA COORTE

+ Coleta de sangue: hemograma, sorologia para dengue (IgM), PCR para
DENV e ZIKV.

* _Coleta de urina: ZIKV-PCR.

Figura 5.2: Recrutamento e seguimento das criangas da coorte para o estudo de Dengue e Zika em Manguinhos.
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5.2.5 Ensaios laboratoriais

Foram coletados 2 mL de sangue da crianga em tubo de coleta de sangue a vacuo, com
gel separador ativador de coagulo, para obtencdo do soro. A amostra de soro foi aliquotada
em tubos Eppendorf, rotulada e acondicionada em freezer -80°C para realizacdo dos testes
laboratoriais. Os processos de coleta e armazenamento de amostras foram iguais para as
criancas recrutadas nas duas ondas do estudo.

Todas as amostras coletadas até 2016 nas consultas programadas e nas consultas de
febre e/ou exantema foram testadas para a detecc¢ao dos anticorpos da classe IgM pelo teste de
captura (ELISA) da marca Panbio Diagnéstica® de acordo com as especificacdes do
fabricante.

Apos a introducgdo do ZIKV e sua reagao cruzada em testes sorologicos com o DENV,
para cada crianga, a primeira e a Ultima amostra do periodo de 2015 a 2018 foram testadas
tanto para a deteccdo de anticorpos anti-DENV 1gG quanto pelo teste do PRNT-ZIKV e
PRNT-DENV. Esses testes foram realizados nas amostras das crian¢cas com mais um ano de
idade. A deteccéo de anticorpos anti-DENV IgG foi realizada pelo teste indireto (ELISA) da
marca Panbio Diagnostica® de acordo com as especificacdes do fabricante. Na técnica de
PRNT, tanto para ZIKV quanto para DENV, foram consideradas positivas as amostras de
soro que apresentaram reducdo de 50% ou mais no nimero de plaques virais (PRNT-50), na
diluicdo de soro utilizada (1:10) (DUARTE, 2017). Para os casos de febre e/ou exantema, as
amostras de soro, inclusive das criangas com menos de um ano de idade, foram avaliadas para
a determinacdo da presenca e quantificacdo do RNA viral de DENV e ZIKV por transcricao
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) (DUARTE, 2017) durante todo
0 periodo do estudo. Foram coletadas também amostras de urina para deteccdo de ZIKV por
RT-PCR.

Os ensaios laboratoriais realizados estdo resumidos na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1: Periodicidade dos ensaios laboratoriais realizados.

Periodicidade Exames laboratoriais

Todas as amostrag das consultas de febre/exantema IgM Dengue
e programadas até 2016

Amostras das consultas de febre/exantema com até
sete dias de inicio de sintomas e na auséncia de
infeccéo localizada.

PCR Dengue, PCR Zika e
PCR Zika urina

Amostras de criancas maiores de um ano de idade;
Primeira e na ultima amostra do periodo de 2015 a IgG Dengue e PRNT-Zika
2018

Quando necessario apés algoritmo idealizado para a

investigacdo de Dengue e Zika ap6s 2015 PRNT-Dengue

5.2.6 Caracterizacdo Ambiental

A caracterizacdo do domicilio e do peridomicilio foi realizada de 2015 a julho de
2018. O questionario do domicilio possui questdes socioecondmicas dos moradores (Sexo,
idade, renda mensal, entre outros) e questdes sobre a estrutura do domicilio (tipo de moradia e
materiais utilizados para a sua construcdo, nimero de cémodos, uso de ar condicionado,
forma de abastecimento de agua, estabelecimentos vizinhos, condic¢Ges internas da moradia,
entre outros (ANEXOS D). Foi realizada a caracterizacdo do domicilio dos participantes que
assinaram o TCLE correspondente (ANEXO E).
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6 PLANO DE ANALISE

6.1 COLETA DOS DADOS E REGISTRO

A idade da crianga, os sinais e sintomas apresentados e a data de coleta de amostras
bioldgicas foram registrados durante as consultas pediatricas, seja programada ou de febre
e/ou exantema; e as informacges para a caracterizacdo do ambiente foram obtidas nas visitas
ao domicilio das participantes. Para as criancas das coortes de nascimento foram obtidos os
dados das gestantes durante o recrutamento.

Todas as informac0es coletadas foram registradas em instrumentos de coleta de dados
previamente testados (ANEXOS D, E, F e G).

6.2 DESFECHO
Desfecho: infeccédo pelo DENV ou ZIKV

Varidvel resposta: variavel dicotdbmica = presenca (1) ou auséncia (0) de infeccdo pelo
DENV ou ZIKV.

As infecgbes por DENV e ZIKV foram consideradas de acordo com os resultados dos

testes laboratoriais listados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1: Diagnostico de infeccdo por DENV e ZIKV de acordo com os testes laboratoriais
realizados.

Infecc@o por DENV
2012-2014

Infeccédo por DENV
2015-2018

Infeccéo por ZIKV
2015-2018

1. Deteccdo de DENV pelo PCR;
2. Deteccdo de DENV pelo IgM;
3. Soroconversdo de DENV IgM
ou IgG.

1. Deteccdo de DENV pelo
PCR;

2. DENV IgM ou DENV
IgG positivo e ZIKV PRNT-

50 negativo;

3. Detecgdo de DENV IgM
ou IgG e DENV-1 ou
DENV-4 PRNT-50 positivo

1. Deteccdo de ZIKV pelo
PCR;

2. DENV IgM ou DENV IgG
negativo e ZIKV PRNT-50

positivo;

3. Deteccéo de DENV IgM ou
1gG, ZIKV PRNT-50 positivo,
e DENV-1 ou DENVA4
PRNT-50 positivo, sendo pelo
menos 4x o0 titulo de

anticorpos anti-Zika.
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Para a diferenciacdo de uma infeccdo por DENV ou ZIKV foi desenvolvido um
algoritmo considerando os resultados dos ensaios soroldgicos IgM DENV, 1gG DENV,
PRNT-50 ZIKV e PRNT-50 DENV (Figura 6.1).

Quando ndo houver uma diferenca quatro vezes entre os titulos de anticorpos
neutralizantes resultantes dos ensaios PRNT-50 ZIKV e PRNT-50 DENV, ndo podemos
afirmar se a infeccdo foi causada pelo DENV ou ZIKV. Com isso, consideramos que houve

uma infecgéo por Flavivirus.



Investigacdo Dengue e Zika

IgM DENV IlgG DENV
A k. k.
Nao reagente Reagente Reagente Nao reagente
PRNT ZIKV PRNT ZIKV
PRNT ZIKV
Nao reagente Reagente N&o reagente Reagente
l l Nao reagente Reagente
Nao infectado ZIKA DENGUE PRNT DENV v l
Nao infectado ZIKA
N&o reagente Reagente
I
| ; ! )
ZIKA Titulo Titulo Nao ha diferenca de
DENV 4x> ZIKV DENYV 4x= ZIKV 4x entre os titulos
L | l
DENGUE ZIKA FLAVIVIRUS

Figura 6.1: Investigacdo soroldgica de Dengue e Zika entre 2015 e 2018.
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6.3 VARIAVEIS DE INTERESSE

Variaveis laboratoriais para o desfecho de interesse: RT-PCR para DENV e ZIKV, sorologia
para Dengue (IgM e 1gG), e PRNT para ZIKV e DENV.

Variaveis independentes:

Variaveis sociodemograficas: sexo e idade.
Variaveis clinicas: os sinais e sintomas coletados nas consultas programadas e nas consultas de
febre/exantema foram agrupados:

e Febre: febre no momento da consulta ou historico de febre nos ultimos sete dias:

a.1) Associada a outros sinais ou sintomas
a.2) N&o associada a outros sinais ou sintomas

e Exantema: exantema na consulta ou historico de exantema nos Gltimos sete dias;

e Sinais respiratorios: tosse, coriza, presenca de tiragem, batimento de asas de nariz ou
geméncia, ausculta alterada, impressdo diagndstica de infeccdo de vias aéreas superiores,
sinusite, pneumonia ou bronquiolite;

e Sinais gastrointestinais: vOmito e diarreia;

e Sinais hemorragicos: sangramento, fezes com sangue, petéquias, petéquias no palato,
sangramento nasal ou gengivorragia;

e Infeccdo com foco/localizada: exsudato em oro-faringe, otite média aguda, pneumonia,

infeccdo do trato urinario ou qualquer febre com foco.

e As variaveis clinicas foram analisadas como variaveis dicotdmicas = presenca (1) ou auséncia
(0) de febre, exantema, sinais respiratorios, sinais gastrointestinais, sinais hemorragicos, infeccédo
com foco/localizada.

e As infeccGes pelo DENV ou pelo ZIKV foram classificadas como sintomaticas quando a
crianga apresentou febre e/ou exantema com evidéncia laboratorial de infeccdo por esses virus

(ANEXOS F e G) - presenca (1) ou auséncia (0) de sinais e sintomas.

Varidveis das gestantes: idade, situagdo conjugal, raca/cor, escolaridade, vacina para febre
amarela, histdrico de Dengue, resultados laboratoriais (IgM e IgG para Dengue).
Variaveis do domicilio: foram coletadas as variaveis do domicilio e do peridomicilio incluidas no
indice de Condiges do Domicilio (TUN-LIN; KAY; BARNES, 1995):
1) Criadouros potenciais no domicilio: presenca de pneus, garrafas, recipientes que acumulam
agua de chuva, caixas d’agua sem tampa e tonéis.

2) Tipo de moradia: casa ou apartamento.



3)
4)

5)
6)

7)
8)

9)
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Uso de ar condicionado.

Uso de reservatorio para armazenamento de agua: caixa d’agua com tampa, caixa d’agua

sem tampa, barril sem tampa, pequenos recipientes e toneis.

Presenca de terreno na vizinhanga onde se costuma ter acimulo de lixo.

Presenca de estabelecimentos na vizinhanca: ferro velho, borracharia, cemitério, casa

abandonada e local de reciclagem.

Destino do lixo: cagamba, jogado no rio ou limpeza publica.

Condicdes internas da casa:

a) Mal cuidado — estrutura ruim, paredes descascadas, improvisadas, itens quebrados
visiveis, pouca organizacéo e limpeza;

b) Razoavelmente cuidado — estrutura ruim compensada pela boa organizacéo e limpeza;

c) Visivelmente bem cuidado — estrutura interna em bom estado, pintura nova, ambiente
visivelmente limpo e organizado.

Condic¢bes do quintal ou area externa:

a) Mal cuidado — presenca de entulho/lixo, gramado crescido, pneus e garrafas;

b) Razoavelmente cuidado - estrutura ruim compensada pela boa organizagéo e limpeza;

c) Bem cuidado — ndo héa entulho/lixo, grama cortada e jardim bem conservado.

10) Condic¢bes do sombreamento do quintal ou area externa:

a) Pouca ou nenhuma sombra (<25%), sem arvores grandes, arbustos ou algo que
funcione de toldo;

b) Alguma sombra (>25% e <50%);

c) Bastante sombra (>50%), com cobertura artificial, arvores grandes ou camadas de

arbustos com efeito de estufa.

Outras variaveis:

Exposicdo a recente epidemia de dengue: criangas que nasceram antes ou durante o
periodo de 2012 a 2014;
Infeccdo prévia pelo DENV: criancgas incluidas na primeira onda do estudo e que tiveram

infeccdo pelo DENV confirmada laboratorialmente.

6.4 ANALISE DE DADOS

6.4.1 Descricao da coorte de Manguinhos

Foi realizada analise descritiva com calculo das medidas de tendéncia central e de

dispersdo da variavel idade e calculo das frequéncias das variaveis categoricas das caracteristicas
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dos domicilios. A taxa de consulta para cada onda do estudo foi calculada como o nimero de

consultas realizadas por 100 pessoas-més.

6.4.2 Incidéncia das infec¢bes por DENV ou ZIKV

Na analise dos desfechos de interesse, quando a Ultima amostra coletada foi ndo reagente
para IgG DENV, PRNT-50 Zika ou PRNT-50 Dengue, foi considerada também ndo reagente nas
amostras anteriores para cada teste respectivamente.

Ajustou-se um modelo de Poisson para estimar a incidéncia e respectivos intervalos de
confianca da infeccdo pelo DENV por 1000 pessoas-ano. O logaritmo do tempo de
acompanhamento de cada participante foi utilizado como offset do modelo.

Para calcular o tempo sob risco de Dengue consideramos a data de nascimento para as
criangas das coortes de nascimento e a data de entrada na coorte para as criangas incluidas na
segunda onda da coorte. Para o célculo da taxa de incidéncia de Dengue considerou-se a primeira
incidéncia de cada crianca e o total de pessoa-tempo de 2012 a 2015, periodo de ocorréncia da
doenca.

Como a transmissdo do ZIKV ocorreu em um periodo curto, de 2015 a 2016, optou-se por
ndo estimar a taxa de incidéncia por pessoa-tempo. Portanto, a incidéncia de infeccdo pelo ZIKV
foi estimada pela propor¢cdo do nimero de lactentes e criancas com infeccdo pelo ZIKV pelo

namero total de lactentes e criancas acompanhadas no periodo de 2015 a 2018.

6.4.3 Sinais clinicos e fatores associados a infeccdo pelo DENV e pelo
ZIKV

A consolidacdo dos quadros clinicos potencialmente associados ao resultado reagente de
IgM (Dengue) e PCR (Dengue e Zika) nas infec¢des agudas foi baseada no registro dos sinais e
sintomas da propria consulta que originou a coleta. Para as infecgdes diagnosticadas por
soroconversao de IgG-DENV ou PRNT-50 Zika, analisou-se o historico de sinais e sintomas entre
as consultas. Os sinais e sintomas foram respondidos de forma dicotdmica (Sim ou n&o).

Na anélise dos sinais e sintomas associados a infec¢do pelo DENV optou-se pelo modelo
linear de efeitos mistos apenas com efeito aleatorio para o individuo, que permite analisar dados
longitudinais desbalanceados em uma estrutura hierdrquica, incorporando a estrutura de

dependéncia (de forma autorregressiva) e correlacdo dos erros (FAUSTO et al., 2008).
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Para a infeccdo pelo ZIKV foi realizada anélise descritiva com calculo da frequéncia do
histérico de sinais e sintomas das infec¢fes, uma vez que por meio da técnica do PRNT nédo é
possivel diagnosticar infeccao aguda.

Durante o periodo de ocorréncia de Dengue (2012 a 2015), como os lactentes e as criancas
eram provenientes da coorte de nascimento inicial foram coletadas informacdes de todas as
gestantes. Ajustou-se um modelo misto bayesiano para estimar a associacdo entre a incidéncia da
infeccdo pelo DENV ou ZIKV e os fatores maternos (idade, situacdo conjugal, raca/cor,
escolaridade, vacina para febre amarela, histérico de Dengue, resultados laboratoriais (IgM e IgG
para Dengue) com um efeito aleatdrio para o individuo e um efeito aleatério autorregressivo para
cada més com distribuicdo de Bernoulli e utilizando a aproximacdo de Laplace (INLA —
Integrated Nested Laplace Approximations) (RUE; MARTINO; CHOPIN, 2009).

O mesmo modelo misto bayesiano foi ajustado para estimar a associacdo entre incidéncia
da infeccdo pelo DENV ou ZIKV e os fatores dos domicilios (criadouros potenciais no domicilio,
tipo de moradia, uso de ar condicionado, reservatorios usados no armazenamento de agua,
“presenca de terreno vizinho com acumulo de lixo, presenca de estabelecimento vizinho,
condicOes internas da casa e condi¢des do quintal ou area externa). Em ambas as analises,
considerou-se um intervalo de credibilidade de 95%.

Todos os dados foram analisados utilizando-se o software R versdo 3.61 (R CORE TEAM,
2019).

6.5 ASPECTOS ETICOS

Trata-se de um projeto vinculado ao projeto principal intitulado “Formacdo de uma coorte
prospectiva para o estudo de arboviroses em uma populagdo infantil”. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Escola Nacional de Satde Publica Sérgio Arouca/Fiocruz,
tendo o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas/Fiocruz como instituigéo
coparticipante sobregistro Parecer N° 1.721.793 CAAE: 13202113.1.0000.5240. A crianga foi

incluida no estudo apos assinatura do TCLE pela mée ou responsavel legal.
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7/ RESULTADOS
7.1 CARACTERISTICAS DA COORTE

Foram incluidas 888 criancas sendo 387 lactentes na coorte inicial (2012-2014) e 501
criangas na segunda onda (2015-2018). Houve uma proporcdo semelhante de criancas do sexo
masculino (52%) e feminino (48%) incluidas no estudo. A distribuigdo das criangas por idade no

decorrer dos anos do estudo est ilustrada no Diagrama de Lexis (Figura 7.1):

20 103 147
> 10 13 1
24
107 44 206
z 4 12 17 2
5]
= 28 148 45 26
E‘ 297
3
S 12 29 9
w0
2 36 168 45 32 41
& 408
~ 2
@ 21 45 20
=
= 48 176 o8 24 34
- 508
1 71 47 10
569
0 55 214 118 54 96 32
55 262 330 294 397 475 322 Total de
criancas
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Ano (seguimento das criancas)

Figura 7.1: Diagrama de Lexis do seguimento das criancas de acordo com a idade.

Em cada quadrado consta o nimero de criangas em acompanhamento por ano e de acordo com
a idade. Considerando o inicio do estudo em 2012, observamos o seguimento das criangas no
decorrer dos anos através dos valores inseridos nas diagonais. Em vermelho: nimero de
criangas incluidas no estudo de acordo com a idade no momento do recrutamento. Em cinza:
total de criancas em cada ano e em cada faixa etaria. A 12 onda (coorte inicial) ocorreu em
2012-2014 e a 22 onda (reabertura da coorte) em 2015-2018.

Na coorte de nascimento inicial, foram incluidas 387 criangas: 55 em 2012, 214 em 2013 e
118 em 2014. A perda de seguimento de lactentes nos dois primeiros anos de vida foi de
aproximadamente 30%. Dentre as 220 criancas incluidas na extensdo do acompanhamento até os
cinco anos de idade, 51,4% concluiram o estudo. ApoOs essa fase, a maioria das perdas de
seguimento (61%) ocorreu do terceiro para o0 quarto ano de idade (Figura 7.2). Uma crianga

faleceu de complicagdes de apendicite.
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Figura 7.2: Fluxograma das criangas da 1% onda da Coorte de Manguinhos.
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Foram incluidos 271 neonatos apds a reabertura da coorte de nascimentos em 2015 e, a

partir de 2016, 230 criangas de 0-5 anos de idade também foram incluidas no estudo (Figura 7.3).
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Figura 7.3: Fluxograma da incluséo das criangas na 22 onda da Coorte de Manguinhos.
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A maioria das criancas incluidas na segunda onda (79%) tinha menos de dois anos de

idade no momento da inclusdo no estudo. A idade mediana das crian¢as incluidas entre 2016 e

julho de 2018 foi de um ano. A Figura 7.4 ilustra o nimero de incluidas no estudo de acordo com

a idade no momento do recrutamento.
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A perda no primeiro ano de seguimento dentre as criancas incluidas em 2016 e 2017 foi de
50% e 42%, respectivamente. O seguimento das criancas incluidas na reabertura da coorte esta

representado na Figura 7.5.
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Figura 7.5: Numero de criangas da 22 onda (reabertura da coorte) incluidas por ano e seu seguimento no
decorrer do estudo.

Foram coletas informacGes de 341 domicilios dos participantes de ambas as ondas do
estudo. A maioria residia em casa com ar condicionado e todos declararam que a forma de
abastecimento de agua era pela rede geral; no entanto, 53,1% faziam uso de reservatorios para
armazenamento de agua. Cerca de 31% apresentavam estabelecimentos na vizinhanga como casa
abandonada, ferro velho, borracharia e centro de reciclagem. Foi observada presenca de criadouros
potenciais de mosquito como pneus, garrafas e recipientes que acumulam agua em 40,2% dos
domicilios e 56,9% utilizava cacamba como destino do lixo.

No que diz respeito a receptividade do domicilio, 51,3% foram considerados
“razoavelmente cuidado”. Entre os 90 domicilios com quintal ou area externa, 29,3% foi
classificado como “razoavelmente cuidado” e houve uma classificagdo homogénea das condi¢Ges
do sombreamento do quintal em “pouca ou nenhuma sombra”, “alguma sombra” e “bastante
sombra”.

Na tabela 7.1 estdo descritas as caracteristicas dos domicilios dos participantes da 12 e 22
ondas da coorte de Manguinhos.



Tabela 7.1: Caracteristicas dos domicilios dos participantes da coorte de Manguinhos.

N= 341
n (%)
CARACTERISTICAS DO DOMICILIO
Tipo de moradia
Apartamento 40 (11,7)
Casa 299 (87,7)
Uso de ar condicionado 229 (67,2)
Forma de abastecimento de agua
Rede geral 341 (100)
Uso de reservatério para armazenar agua 181 (53,1)
Estabelecimentos na vizinhanca (N=105)
Borracharia 17 (16,3)
Casa abandonada 43 (40,9)
Centros de reciclagem 10 (9,5)
Ferro velho 35 (33,3)
Presenca de criadouros potenciais no domicilio* 137 (40,2)
Destino do lixo
Cacamba 194 (56,9)
Coleta regular 139 (40,8)
RECEPTIVIDADE DO DOMICILIO
Condicg0es internas da casa
Mal cuidado 69 (20,2)
Razoavelmente cuidado 175 (51,3)
Bem cuidado 92 (27,0)
CondicGes do quintal ou area externa (N=90)
Mal cuidado 26 (16,6)
Razoavelmente cuidado 46 (29,3)
Bem cuidado 21 (13,4)
CondicGes do sombreamento do quintal ou area externa
(N=90)
Pouca ou nenhuma sombra 28 (17,7)
Alguma sombra 31(19,9)
Bastante sombra 31(19,9)

* presenca de pneus, garrafas, recipientes que acumulam agua de chuva, caixas d’agua e tonéis.

A distribuicdo geogréfica das criancas na &rea do estudo esta ilustrada na Figura 7.6.
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7.1.1 Consultas de seguimento

No total, foram realizadas 3472 consultas pediatricas. As taxas de consulta obtidas entre
as criangas da coorte inicial e as criangas incluidas na 22 onda foram, respectivamente, de 22
consultas / 100 pessoas-més e 36 consultas / 100 pessoas-més.

De um modo geral, em 30,1% das consultas ndo houve relato de sinais ou sintomas; e 0s
sinais clinicos mais prevalentes observados nas consultas pediatricas foram os sinais respiratorios

associados ou ndo a febre (41,4%) (Tabela 7.2).

Tabela 7.2: Sinais clinicos observados nas consultas pediatricas da Coorte de Manguinhos, 2012-2018.

Total de consultas

(N=3472)*
n (%)

Sinais respiratérios 946 (27,2)
Febre e sinais respiratorios 492 (14,2)
Febre e infeccdo com foco 304 (8,8)
Febre 215 (6,2)
Exantema " 104 (3,0)
Sinais hemorragicos ° 50 (1,4)
Sinais gastrointestinais 38 (1,1)
Febre e sinais gastrointestinais 34 (1,0)
Febre e exantema 16 (0,5)
Assintomaticos 1044 (30,1)

% Sinais isolados.

® Sinal isolado ou associado a outros sinais, exceto febre.
¢Sinal isolado ou associado a outros sinais.

* Quitras associacOes de sinais: n= 229

Durante o estudo, 39% (n=1364) das visitas realizadas foram de sindrome febril e/ou
exantema.

Em relagdo a vigilancia ativa de febre/exantema, os contatos telefénicos e as mensagens
pelo whastapp e facebook foram efetivos em 36,7% dos casos, enquanto as visitas domiciliares
tiveram sucesso em 48,7% dos casos. Os contatos da vigilancia passiva ndo foram registrados.

No inicio do estudo, observou-se que 34,4% das criangas ndo tiveram ao menos uma
consulta de febre ou exantema. Apos a implantacdo da vigilancia ativa com as ferramentas das
redes sociais, essa propor¢do reduziu para 29,6% e o numero total de consultas de febre/exantema
aumentou 3,5 vezes. Durante o periodo do estudo, ndo foram observados padrdo temporal,



54

sazonalidade ou pico de casos de febre/exantema, retratando o pequeno nimero e alta flutuacéo

dos casos (Figura 7.7).
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Figura 7.7: Série temporal dos casos mensais de febre/exantema de maio/2012 a julho/2018.

Das 1364 consultas pediatricas realizadas devido a febre e/ou exantema, 69,3% (n= 945)
foram elegiveis para investigagdo laboratorial de Dengue e Zika. O tempo mediano entre o inicio
dos sintomas e a data de coleta das amostras bioldgicas foi de trés dias, variando de 0-9 dias. A
investigacdo de Dengue entre 2012 e 2014 foi feita com IgM-DENV em todas as amostras
coletadas (N=357; 9,8% resultado positivo) e PCR em 238 amostras (1,7% positivo). Entre 2015 e
2018, a investigagdo de Dengue foi feita com os testes de IgM-DENV em 162 amostras (5%
positivo) e PCR-DENV em 414 amostras (todas negativas). J& a investigacdo de Zika foi pela
técnica de PCR em 422 amostras de soro (todas negativas) e 107 amostras de urina (2,8%
positivo).

Foram realizados aproximadamente cinco mil exames laboratoriais no decorrer do estudo
incluindo investigacdo de Dengue e Zika no caso de febre e/ou exantema e nas consultas

pediatricas programadas (Tabela 7.3).
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Tabela 7.3: Exames laboratoriais realizados na Coorte de Manguinhos, 2012-2018.

Exames laboratoriais Total de exames realizados
2012-2014 2015-2018
IgM Dengue 1280 463
IgG Dengue 47 485
PCR Dengue 149 503
PCR Zika - 422
PCR Zika urina - 107
PRNT-Zika - 984
PRNT-Dengue - 483

7.2 INCIDENCIA DE INFECCOES PELO DENV E ZIKV EM CRIANCAS

Para o calculo da incidéncia de infeccdes pelo DENV e ZIKV foram incluidas as 687
criangcas com tempo médio de acompanhamento de 16 meses e que apresentaram resultado
laboratorial valido para o diagnostico. Das 201 criangas ndo incluidas na analise, 83% (n=167)
eram bebés com menos de um ano idade, ou seja, ndo elegiveis para os testes de IgG-DENV e
PRNT-Zika. Ndo houve coleta de sangue ou urina das outras criancas, ou as amostras bioldgicas

apresentaram desvio de qualidade como coagulacdo e volume insuficiente.

7.2.1 Incidéncia de infeccBes pelo virus Dengue

Analisou-se a incidéncia de infeccdo pelo DENV no periodo de 2012 a 2018. No entanto,
nédo foram detectados novos casos de infeccdo pelo DENV em 2016, 2017 e 2018.

A taxa de incidéncia de infeccdo pelo DENV no decorrer dos anos do estudo e no periodo
de ocorréncia da doenca esta ilustrada na Figura 7.8. Os intervalos de confianca refletem o
tamanho da amostra em cada ano. Em 2012, ano de inicio do estudo, a taxa de incidéncia de

infeccé@o pelo DENV foi de 1058/1000 pessoas-ano e caiu para 84/1000 pessoas-ano em 2015.
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Figura 7.8: Incidéncia anual de infeccdo pelo virus Dengue entre os lactentes e as criangas da coorte de
Manguinhos. Estdo ilustrados a taxa de incidéncia por 1000 pessoas-ano e os intervalos de confianga (95%)
determinados pela regressédo de Poisson.

Foram diagnosticados 152 casos de infecgdo pelo DENV entre 2012 e 2015: 144 IgM
DENV positivo, quatro soroconversdes de IgG DENV, e quatro PCR Dengue positivos. Nesse
periodo, 383 criangas estavam em acompanhamento e as taxas de incidéncia foram homogéneas
em relacdo ao sexo (Tabela 7.4). Os sorotipos foram trés casos de DENV-4 e um de DENV-3. A
taxa de incidéncia global de infecgdo pelo DENV foi de 320/1000 pessoas-ano. No primeiro ano
de vida, a taxa de incidéncia de infeccdo pelo DENV foi de 549/1000 pessoas-ano (Tabela 7.4).
As infecgdes pelo DENV ocorreram entre as criangas incluidas na coorte de nascimento inicial (12
onda do estudo).

A incidéncia de infeccdo pelo DENV de acordo com o0 sexo e a idade da crianga no
periodo de 2012 a 2015 esta descrita na Tabela 7.4.
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Tabela7.4: Incidéncia de infeccdo pelo DENV em lactentes e criancas da coorte de Manguinhos no periodo

de 2012-2015.

DENGUE

Variaveis

Total pessoas-tempo (ano)

Total de infecgdes

Incidéncia por 1000

pessoas-ano
(IC -959%6)**

Todas as criangas

(N=383)

Sexo
Feminino
Masculino

Idade (anos)*
0-1
1-2
2-3
3-4

475,21

224,50
251,17

229,68
174,38
68,48
2,72

152

73
79

126
15
11

0

320 (272-373)

325 (256-406)
315 (251-390)

549 (458-650)
86 (50-137)
161 (83-275)

* A idade maxima das criangas no periodo foi de 4 anos. ** Regressao de Poisson.

Os lactentes e criancas foram distribuidos homogeneamente na area do estudo relacédo a
infeccdo pelo DENV (APENDICE A).

Em relacdo aos sinais clinicos, entre os 152 casos de infeccdo pelo DENV, 33 criangas

(21,8%) apresentaram febre com tempo mediano de duragéo de dois dias, variando de zero a 29

dias. Observou-se uma proporcéo maior de febre entre as criancas de um a dois anos de idade com
infeccdo pelo DENV (Figura 7.9).

100

90

80

70

60

50

40

30

Infec¢des pelo virus Dengue (%)

20

10

0

1-2
Faixa Etaria (anos)

m Sem febre

m Com febre

Figura 7.9: Proporcéo de infecgbes pelo virus Dengue (N=152) segundo presenca de febre

por faixa etaria (anos).
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A maioria das crian¢as (90,9%) apresentou febre associada a outros sinais clinicos, entre
eles: respiratorios (n = 24, 72,7%), gastrointestinais (n= 3, 9,1%) e exantema (n=3, 9,1%). Trés
criancas (9,1%) apresentam febre ndo associada a outros sinais ou sintomas (Figura 7.10).

Entre as infec¢Oes sem febre (n=119, 78,2%), a maioria dos lactentes e criangas apresentou
sinais respiratérios (n=44, 36,9%) e gastrointestinais (n=9, 7,6%). Nao foram observados sinais
hemorragicos. No total, 3,9% (n=6) das infeccdes pelo DENV apresentaram o0s sinais classicos da
doenca (febre e/ou exantema) (Figura 7.10).

A taxa de doenca clinica, com os sinais classicos, foi de 12,6 / 1000 pessoas-ano.
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Figura 7.10 Proporgdo de sinais clinicos apresentados entre os lactentes e criancas com infecgéo
pelo virus Dengue (N=152).

Oito criangas apresentaram IgM anti-Dengue mais de uma vez (intervalo superior a um
ano entre os resultados ou negativaram e ficaram positivos novamente). Metade delas apresentou

febre e nenhuma crianca evoluiu para Dengue grave.

N&o houve associacdo entre a maioria dos sinais clinicos apresentados nas consultas
pedidtricas e a infeccdo pelo DENV confirmada laboratorialmente (Tabela 7.5). Observou-se que
ha uma menor chance de associacgdo entre a ocorréncia de febre associada a sinais gastrointestinais
e a infeccdo pelo DENV.
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Tabela 7.5: Sinais clinicos apresentados nas consultas pediatricas de acordo com o resultado laboratorial
para Dengue na coorte de Manguinhos no periodo de 2012-2015.

RESULTADO LABORATORIAL PARA

OR (IC 95%)*

DENGUE
Negativo Positivo
N=1244 N=152
n (%) n (%)
Febre
Né&o 817 (87,3) 119 (12,7) 1
Sim 427 (92,8) 33(7,2) 0,8 (0,47-1,4)
Febre ndo associada a outros
sinais ou sintomas
Nao 1192 (88,9) 149 (11,1) 1
Sim 52 (94,5) 3(5,5) 0,42 (0,06-1,92)
Febre e exantema?
Nao 1217 (89,1) 149 (10,9) 1
Sim 27 (90) 3(10) 1,5 (0,32-5,86)
Sinais respiratérios
Nao 477 (87,2) 70 (12,8) 1
Sim 767 (90,3) 82 (9,7) 0,89 (0,56-1,47)
Sinais gastrointestinais
Nao 1055 (88,3) 140 (11,7) 1
Sim 189 (94,1) 12 (5,9) 0,63 (0,29-1,29)
Febre e sinais respiratérios
Né&o 689 (87,3) 100 (12,3) 1
Sim 555 (91,4) 52 (8,6) 0,87 (0,54-1,44)
Febre e sinais gastrointestinais
N4o 1079 (88,1) 146 (11,9) 1
Sim 165 (96,5) 6 (3,5) 0,36 (0,14-0,86)

2Todos os casos de exantema estavam associados a febre.
*Modelo de regressdo logistica multinivel; IC = Intervalo de confianga.
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7.2.1.1 Fatores associados a infeccdo pelo DENV

A mediana de idade das mées cujos filhos tiveram infec¢éo pelo DENV foi de 25 anos. A
maioria era casada (43,7%) e da cor negra (42,6%). Houve uma propor¢do semelhante de mées
com escolaridade até o ensino fundamental (40,4%) e médes com ensino médio ou superior
(39,0%). A vacinacdo de febre amarela foi relatada em 44,4% das maes. A maioria (40,9%)
relatou que nunca teve dengue. No momento da inclusdo no estudo, durante a gestacéo, 38,6% das
mdes apresentavam 1gG anti-DENV e 32,4% apresentavam IgM anti-DENV. N&o houve

associacdo entre as caracteristicas maternas e a infeccdo pelo DENV nas criangas (Tabela 7.6).
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Tabela 7.6: Caracteristicas das gestantes segundo diagnoéstico laboratorial de infeccdo pelo virus Dengue entre os lactentes e as criancas da Coorte de Manguinhos,
2012-2015.

CARACTERISTICAS DAS Total de lactentes e Com infeccéo OR ajustado pela idade
GESTANTES criangas (N=152) (1C 95%)*

Idade (anos), Mediana (IQR) 25 (21;30) 0,99 (0,96-1,01)
Situagdo conjugal — n (%)*

Casada ou mora junto com parceiro 245 107 (43,7) 1

Solteira 133 44 (33,1) 0,67 (0,44-0,94)

Vilva 2 1 (50,0) 1,51 (0,12-11,86)
Raca/cor — n (%)

Branca 83 31(37,3) 1

Negra 54 23 (42,6) 1,14 (0,63-2,04)

Parda 246 98 (39,8) 1,09 (0,71-1,69)
Escolaridade — n (%)

Até o Ensino Fundamental 188 76 (40,4) 1

Ensino Médio e/ ou Ensino Superior 195 76 (39) 0,96 (0,67-1,37)
Vacina de febre amarela — n (%)°

Né&o 318 125 (39,3) 1

Sim 36 16 (44,4) 0,91 (0,49-1,59)
Historico de Dengue — n (%)°

Né&o 279 114 (40,9) 1

Sim 103 38 (36,9) 0,87 (0,59-1,29)
IgM — DENV - n (%)°

neg 335 133 (39,7) 1

pos 37 12 (32,4) 0,82 (0,42-1,48)
1gG — DENV —n (%)°

neg 35 17 (48,6) 1

pos 342 132 (38,6) 0,69 (0,42-1,19)

23 gestantes divorciadas no grupo de criangas sem infeccdo pelo DENV; ° Dados faltantes: 18 gestantes do grupo de criangas sem infeccéo
pelo DENV e uma gestante do grupo de criangas com infecgéo pelo DENV; €227 gestantes do grupo de criangas sem infecgéo pelo DENV
ndo souberam responder; ¢ Resultado indeterminado: 3 do grupo de criancas sem infeccéo pelo DENV e 7 do grupo de criancas com
infeccdo pelo DENV; © Resultado indeterminado: 3 do grupo de criangas sem infeccdo pelo DENV e 3 do grupo de criangas com infeccio
pelo DENV.

* Modelo Bayesiano de regressao logistica multinivel; IC = Intervalo de credibilidade.
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Foram coletadas informacgfes de 44,9% (n=172) dos domicilios dos lactentes e criancas
acompanhados durante o periodo de transmissdo de dengue.

Entre os domicilios com casos de criancas com infeccdo pelo DENV houve uma
distribuicdo semelhante entre aqueles com presenca ou auséncia de criadouros potencias para o
mosquito A. aegypti como pneus, garrafas e recipientes que acumulam &gua de chuva, assim como
no tipo de moradia como casa ou apartamento. A presenca de ar condicionado foi relatada em
45,1% das criancas com infeccdo pelo DENV.

Cerca da metade (n=83) dos participantes possui reservatorio para armazenamento de agua
em seu domicilio (Tabela 7.1) como caixa d’agua com tampa (80%), pequenos recipientes
(11,8%) e barris sem tampa (8,2%). O uso desses reservatérios foi associado a uma chance menor
de infeccdo pelo DENV. Ja a presenca de terreno vizinho com acumulo de lixo, relatada em 25%
dos domicilios, aumentou em duas vezes a chance de a crianca ter Dengue. No modelo de
regressdo multiplo, o uso de reservatorio para armazenamento de agua e a presenca de terreno
vizinho com acumulo de lixo aumentam a forca de associacdo. Ndo houve associacdo entre as

outras caracteristicas dos domicilios e a infec¢do pelo DENV (Tabela 7.7).



Tabela 7.7: Caracteristicas dos domicilios das criangas acompanhadas na Coorte de Manguinhos segundo infeccéo pelo virus Dengue, 2012-2015.

< < . Com infecgdo (N=72) Andlise univariada Andlise multivariada
CARACTERISTICAS DO DOMICILIO Total de criangas n (%) OR (IC 95%)* OR (IC 95%)*
Criadouros potenciais no domicilio®
Néo 99 39 (39,4) 1
Sim 73 33 (45,2) 1(0,7-1,41)
Tipo de moradia
casa 145 60 (41,4) 1
apartamento 27 12 (44,4) 0,91 (0,47-1,65)
Usa ar condicionado?
nao 59 21 (35,6) 1
sim 113 51 (45,1) 0,89 (0,61-1,27)
Reservatorios usados para armazenar agua
Né&o 86 40 (46,5) 1
Sim 83 30 (36,1) 0,59 (0,38-0,89) 0,51 (0,32-0,78)
Terreno vizinho com acimulo de lixo
Né&o 126 45 (35,7) 1
Sim 43 26 (60,5) 1,64 (1,01-2,59) 1,98 (1,2-3,2)
Estabelecimento vizinho
Nao 126 49 (38,9) 1
Sim 46 23 (50,0) 1,04 (0,63-1,65)
Condic0es internas da casa
Bem cuidado 55 17 (30,9) 1
Razoavelmente cuidado 31 15 (48,4) 1,18 (0,77-1,77)
Mal cuidado 83 39 (47,0) 1,06 (0,57-1,87)
Tem quintal ou area externa
Né&o 131 56 (42,7) 1
Sim 41 16 (39,0) 0,77 (0,43-1,32)
Condic¢bes do quintal (N=41)
Bem cuidado 9 4 (44,5) 1
Razoavelmente cuidado 16 6 (52,5) 0,74 (0,29-1,66)
Mal cuidado 16 7(43,7) 0,94 (0,37-1,92)
Condicbes do sombreamento do quintal (N=41)
Alguma sombra (>25% e <50%) 11 5 (45,5) 1
Bastante sombra (>50%) 16 4 (25,0) 0,49 (0,16-1,25)
Pouca ou nenhuma sombra (<25%) 14 7 (50,0) 0,94 (0,39-2,03)

® Pneus, garrafas, recipientes que acumulam dgua da chuva, caixas d’dgua, tonéis, etc. ”Ferro velho, borracharia, cemitério, casa abandonada ou local de reciclagem.
* Modelo Bayesiano de regressao logistica multinivel; IC = Intervalo de credibilidade; OR ajustado pela idade.
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7.2.2 Incidéncia de infeccdes pelo virus Zika

Foram observados 49 casos de Zika entre 528 criancas em acompanhamento no
periodo de 2015 a 2018: 22 soroconversdes de PRNT-50 Zika, trés criancas com PCR-Zika
reagente na urina, e 27 casos de acordo com o algoritmo para investigacdo soroldgica (Figura
2.4). Com isso, a incidéncia global de infeccéo pelo ZIKV foi de 9,3%.

A incidéncia de infeccdo pelo ZIKV foi semelhante em relacdo ao sexo e maior em

criancas de quatro a cinco anos de idade (Tabela 7.8).

Tabela 7.8: Caracteristicas dos lactentes e das criancas segundo diagnostico laboratorial de
infeccdo pelo virus Zika, Coorte de Manguinhos, 2015-2018.

Variaveis Total de criancas Infeccdo pelo ZIKV  Incidéncia (%)
Sexo
Feminino 259 21 8,1
Masculino 269 28 10,4

Idade (em anos)

1-2 294 21 7,5
2-3 158 16 10,8
3-4 41 5 12,2
4-5 35 7 20,0

As infeccBes pelo ZIKV foram distribuidas homogeneamente na area de Manguinhos
(APENDICE B).
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Entre os 49 casos de infecgdo pelo ZIKV, 23 criangas (46,9%) apresentaram febre com
tempo mediano de duracdo de dois dias, variando de zero a 29 dias. Observou-se uma

proporcao maior de febre entre as criancas de um a trés anos de idade com infeccdo pelo
ZIKV (Figura 7.11).
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Figura 7.11: Proporcéo de infeccBes pelo virus Zika com e sem historico de febre de acordo com a
faixa etaria (anos).

Todas as criangas com febre apresentaram outros sinais clinicos associados como
sinais respiratorios (n=14; 60,9%), sinais gastrointestinais (n=5; 21,7%) e exantema (n=4;
17,4%). Entre as infeccbes sem febre, os sinais mais comuns foram os respiratérios (61,5%) e
gastrointestinais (7,7%). Nao foram observados sintomas hemorragicos. Do total de criancas
infectadas, quatro (8,2%) tinham historico de febre e/ou exantema (Figura 7.12).
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Figura 7.12: Proporgdo de sinais clinicos apresentados entre os lactentes e criangas com infec¢éo

pelo ZIKV (N=49).
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7.2.2.1 Fatores associados a infeccdo pelo ZIKV

A mediana de idade das maes cujos filhos tiveram infecgéo pelo ZIKV foi de 26 anos.
A maioria dessas maes era casada (60,0%) e da cor parda (70,0%). Em relacdo a escolaridade,
56,7% dessas médes tinham ensino médio e/ou superior. A maioria das méaes cujos filhos
tiveram infeccdo pelo ZIKV néo relatou vacinacdo para febre amarela (86,7%) ou historia
prévia de dengue (60,0%).

N&o foi observada associacdo entre as caracteristicas de 328 gestantes e a infeccdo

pelo ZIKV nos lactentes e criancas das coortes de nascimento (Tabela 7.9).
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Tabela 7.9: Caracteristicas das gestantes segundo diagndstico laboratorial de infec¢do pelo virus Zika entre as criangas da Coorte de Manguinhos,

2015-2018.

CARACTERISTICAS DAS Total de criancas Com infeccéo OR ajustado pela idade

GESTANTES (N=30) (1C 95%)*

Idade (anos), Mediana (IQR) 26 (20; 32) 0,98 (0,95-1)

Situagéo conjugal — n (%0)*

Casada ou mora junto com parceiro 208 18 (8,7) 1

Solteira 116 12 (10,3) 1,02 (0,51-1,93)

Raga/cor — n (%)"

Branca 66 6(9,1) 1

Negra 56 3(54) 0,34 (0,09-1,03)

Parda 205 21 (10,2) 0,70 (0,38-1,27)

Escolaridade — n (%0)

Até o Ensino Fundamental 159 13 (8,2) 1

Ensino Médio e/ ou Ensino Superior 169 17 (10,1) 0,71 (0,38-1,26)

Vacina de febre amarela — n (%)°

Néao 286 26 (9,1) 1

Sim 24 2(8,3) 0,77 (0,16-2,8)

Historico de Dengue — n (%)°

Né&o 230 18 (7,8) 1

Sim 96 12 (12,5) 1,11 (0,5-2,11)

4 Grupo de criangas sem infeccdo pelo ZIKV: 3 gestantes divorciada e 1 vilva.

®Grupo de criancas sem infeccdo pelo ZIKV: 1 oriental.

° Dados faltantes: 16 do grupo de criangas sem infeccéo pelo ZIKV e 2 do grupo de criangas com infeccio pelo ZIKV.
? Dados faltantes: 3 do grupo de criancas sem infeccéo pelo ZIKV.

* Modelo Bayesiano de regressao logistica multinivel; IC = Intervalo de credibilidade.
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Entre as criancas acompanhadas no periodo de 2015 a 2018, ap6s a introdugdo do
ZIKV, 49,3% (n=261) tiveram seus domicilios caracterizados.

Entre os domicilios com casos de criangas com infeccdo pelo ZIKV houve uma
distribuicdo semelhante entre aqueles com presenga ou auséncia de criadouros potencias para
0 mosquito A. aegypti como pneus, garrafas e recipientes que acumulam agua de chuva. A
maioria dessas criangas morava em casa (96,7%) e tinham ar condicionado em seu domicilio
(72,4%). Oito domicilios (27,6%) possui reservatorio para armazenamento de adgua como
caixa d’agua com tampa (76,9%), pequenos recipientes (16,9%) e barris sem tampa (6,2%); €
0 uso desses reservatorios foi associado a uma chance menor de infecgdo pelo ZIKV. A
minoria (27,6%) desses domicilios tinha terreno vizinho com acumulo de lixo, mas a maioria

(68,9%) nao foi considerada como “bem cuidados” (Tabela 7.10).



Tabela 7.10: Caracteristicas dos domicilios das criangas acompanhadas na Coorte de Manguinhos segundo infec¢do pelo virus Zika, 2015-2018.
OR ajustado pela

CARACTERISTICAS DO DOMICILIO Total de criancas Com infecgdo (N=29) idade (IC 95%)*
n (%)

Criadouros potenciais no domicilio®

Né&o 145 13 (9,0) 1

Sim 109 15 (13,8) 1,53 (0,8-2,8)

Tipo de moradia

casa 227 28 (12,3) 1

apartamento 33 1(3,0) 0,19 (0,02-1,04)

Usa ar condicionado?

nao 87 8(9,2) 1

sim 173 21 (12,1) 1,02 (0,57-1,81)

Reservatérios usados para armazenar agua

Nao 121 19 (15,7) 1

Sim 130 8 (6,2) 0,39 (0,17-0,8)

Terreno vizinho com acumulo de lixo

Né&o 184 20 (10,9) 1

Sim 73 8 (11,0) 0,94 (0,41-1,95)

Estabelecimento vizinho®

N&o 193 21 (10,9) 1

Sim 67 8 (11,9) 0,81 (0,36-1,68)

Condic6es internas da casa

Bem cuidado 75 8 (10,7) 1

Razoavelmente cuidado 132 12 (9,1) 0,87 (0,43-1,7)

Mal cuidado 50 8 (16,0) 1,46 (0,62-3,12)

Tem quintal ou area externa

Né&o 186 24 (12,9) 1

Sim 73 4 (5,5) 0,39 (0,13-1)
Condicoes do quintal (N=73)
Bem cuidado 17 1(5,9) 1
Razoavelmente cuidado 35 2(5,7) 0,42 (0,09-1,5)
Mal cuidado 21 14,7 0,35 (0,04-1,96)
Condic¢bes do sombreamento do quintal (N= 73)
Alguma sombra (>25% e <50%) 25 1(4,0) 1
Bastante sombra (>50%) 24 1(4,2) 0,27 (0,03-1,51)
Pouca ou nenhuma sombra (<25%) 24 2 (8.7) 0,73 (0,15-2,6)

Pneus, garrafas, recipientes que acumulam agua da chuva, caixas d’agua, tonéis, etc. ° Ferro velho, borracharia, cemitério, casa
abandonada ou local de reciclagem. * Modelo Bayesiano de regressao logistica multinivel; IC = Intervalo de credibilidade.
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7.2.3 Relacgéo entre as infec¢des pelo DENV e pelo ZIKV

Entre o periodo de 2015 a 2018, 10 criancas foram diagnosticadas com infeccdo por
flavivirus cuja diferenciacdo entre DENV ou ZIKV nao possivel. Ndo foram observados casos
de coinfeccdo pelo DENV e ZIKV.

A maioria das criancas (53,2%) foi exposta a epidemia de Dengue em 2012, mas essa
exposicdo ndo apresentou associacdo a infeccdo pelo ZIKV. Contudo, as criangas com
infeccdo prévia pelo DENV (confirmada laboratorialmente) apresentaram uma chance menor
de ter infeccdo pelo ZIKV (Tabela 7.11).

Tabela 7.11: Efeito da exposicédo a epidemia de Dengue e infecgdo prévia pelo virus Dengue na chance
de infeccdo pelo virus Zika entre as criangas da Coorte de Manguinhos, 2015-2018.

Total de Seminfeccdo ~ Com infeccdo OR ajustado
lactentes e pelo ZIKV pelo ZIKV pela idade
criancas (N=479) (N=49) (1C 95%)**
n (%) n (%)
Exposicéo a
recente epidemia
de Dengue
Né&o 247 233 (94,3) 14 (5,7) 1
Sim 281 246 (87,5) 35 (12,5) 0,99 (0,50-2,01)
Infeccéo prévia
pelo DENV*
Né&o 428 387 (90,4) 41 (9,6) 1
Sim 100 92 (92,0) 8 (8,0) 0,42 (0,19-0,87)

* Confirmada laboratorialmente.
** Modelo Bayesiano de regressdo logistica multinivel; IC = Intervalo de credibilidade.
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8 DISCUSSAO

Estudos de coorte constituem o melhor delineamento para a avaliagdo da historia
natural das arboviroses. O periodo de acompanhamento desta coorte de nascimento (2012 a
2018) abrangeu dois momentos de relevancia epidemioldgica para o Rio de Janeiro: a entrada
do DENV-4 em 2012 e o inicio da circulagdo do ZIKV em 2015.

8.1 CARACTERISTICAS DA COORTE DE NASCIMENTO DE
MANGUINHOS

As questdes metodologicas e a complexidade da implantacdo desta coorte para estudo
dos aspectos clinicos, laboratoriais e entomoldgicos, em uma comunidade de baixa renda no

Rio de Janeiro apresentaram obstaculos e elementos facilitadores (ANEXO 1).

8.1.1 Fatores que contribuiram para as perdas de seguimento

Apesar das mudangas estruturais instituidas no territério, as residéncias dos
participantes foram distribuidas homogeneamente em Manguinhos. O modelo da Estratégia
de Saude da Familia (ESF) para a atencdo basica foi muito importante para melhorar a adesao
e especialmente Gtil no processo de recrutamento das gestantes (primeira onda) e das criangas
(segunda onda). A semelhanca das caracteristicas sociodemograficas nas duas ondas indica
que o critério de elegibilidade foi homogéneo e nédo se alterou ao longo do tempo.

Na primeira onda, a coleta de sangue dos recém-nascidos foi 0 motivo mais relevante
para a recusa das gestantes em participar do estudo.

Os contatos por telefone ou busca ativa domiciliar para convidar as criancas para as
visitas agendadas foram muitas vezes mal sucedidos como consequéncia das constantes
mudancas de nimero de telefone e endereco tanto dentro quanto fora do territorio de
Manguinhos (migracdo interna e externa). A localizagdo dos enderecos, ora incorretos, ora
inexistentes também impediu o seguimento de algum dos participantes.

As dificuldades de adesdo e as perdas de seguimento (em torno de 30% na primeira
onda e 40% na segunda onda) estdo diretamente relacionadas as condi¢des sociais e de
moradia do local de estudo. Em 2008, o governo federal implantou um programa de
habitacéo, transporte e saneamento (PAC - Programa de Aceleracdo do Crescimento) na area,
resultando em uma série de movimentos urbanos que de alguma forma poderia influenciar no
cadastramento das familias na ESF (RABELLO, 2016), explicando parcialmente a perda de

seguimento. Além disso, a violéncia urbana relacionada ao trafico de drogas e conflitos entre



73

policiais e traficantes limitou a movimentacdo das familias e restringiu a presenca da equipe
de pesquisa na area em alguns periodos (BARCELLOS; ZALUAR, 2014).

A mudanga consecutiva de governo como a ocorrida em 2015 com falta de
investimentos regulares na area prejudicou a manutencdo de melhorias nas intervencdes de
saude publica e, consequentemente, nos projetos em andamento.

A maioria das criancas da 1* onda realizou pelo menos uma consulta pediatrica
programada nos dois primeiros anos de vida, e a perda anual de acompanhamento foi quase a
mesma em ambos os periodos. A propor¢do de perdas dentre as criangas recrutadas entre 2012
e 2014 foi semelhante a de outro estudo de coorte conduzido na mesma regido em 2008
(30,7% -35%) (GAMA et al., 2011). No entanto, as perdas foram menores (14,7%) em uma
coorte pediatrica conduzida em Recife para o estudo de Dengue em criancas até dois anos de
idade, provavelmente por se tratar de uma coorte de base hospitalar (BRAGA et al., 2016).

A perda de seguimento anual das criangas incluidas nas duas ondas foi semelhante,
porém no periodo de 2015 a 2018 foi maior. A permanéncia das criancas na creche ao atingir
a idade pré-escolar enquanto a mée voltava ao mercado de trabalho nessa segunda onda
poderia justificar essa perda. Concomitantemente, a mudanca no intervalo das vistas
programadas de trés meses para um ano, pode ter impactado na adesdo das participantes ao

projeto, ao reduzir também o contato com a equipe.

8.1.2 Fatores que contribuiram para adesao

A nosso ver o fator que mais contribuiu para a redugédo da perda no seguimento das
criancas foi a consulta pediatrica, diferencial do programa da ESF que ndo oferece
atendimento por especialistas. O total de consultas realizadas no decorrer do estudo (cerca de
trés mil) indica a importancia dessa estratégia na adesao das participantes ao estudo.

A implantacdo da Unidade de Policia Pacificadora (UPP-Manguinhos) em 2013, uma
politica de desenvolvimento local, inclusdo social e acdo contra a violéncia na area,
beneficiando o bairro também beneficiou o estudo durante a sua vigéncia.

A admissdo de moradores de Manguinhos na equipe de execucdo do projeto ajudou a
minimizar os problemas de entrada e circulagdo pela comunidade. A disponibilidade de um
carro e de motorista para trazer os participantes de suas residéncias para a unidade de saude
para as consultas pediatricas foi uma abordagem bem-sucedida. O uso de redes sociais como
Facebook e WhatsApp em 2014 melhorou a comunicagdo entre a familia e a equipe do
projeto. Além disso, as visitas domiciliares para resgate dos participantes quando outras

estratégias ndo obtiveram sucesso foram também fundamentais para garantir a adeséo.
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A vigilancia ativa de doenca febril aguda entre os participantes também fez diferenca
na adesdo dos participantes, diferente de outros estudos de coorte que utiliza a vigilancia
passiva de casos febris (ANDERS et al., 2013; GORDON et al., 2013; KUAN et al., 2009;
LIBRATY etal., 2009).

8.2 INCIDENCIA DE INFECCOES PELO DENV E ZIKV EM LACTENTES
E CRIANCAS

8.2.1Dengue

A incidéncia de Dengue na coorte de Manguinhos (320 casos/1000 pessoas-ano) é
superior a todas as coortes pediatricas do mundo até hoje relatadas. A incidéncia estimada foi
mais do que dobro da maior taxa de incidéncia de Dengue (121,9 casos/1000 pessoas-ano)
dentre os paises do Sudeste Asiatico (ALERA et al., 2016) e 20 vezes maior do que a taxa de
incidéncia de Dengue na coorte de base comunitéria da Nicaragua (16,1 casos/1000 pessoas-
ano) (GORDON et al., 2013). A alta taxa de incidéncia de Dengue nesta coorte pode ser
atribuida a entrada de um novo virus (DENV-4), responsavel por um grande nimero de casos
em 2012 e 2013 no Rio de Janeiro (HERINGER et al., 2017).

Neste estudo, a maior taxa de incidéncia de Dengue ocorreu em lactentes no 1° ano de
vida (549 casos/1000 pessoas-ano) assim como nos estudos conduzidos no Vietnd, na
Tailandia e no México (CHAU et al., 2009; PENGSAA et al., 2006; ROJAS et al., 2018). A
diferenca da incidéncia de Dengue no 1° ano de vida na coorte de Manguinhos e na coorte de
Recife (107,6 casos/1000 pessoas-ano) (CASTANHA et al., 2017b), ambas realizadas com
participantes de baixa renda e moradores de areas desfavorecidas, demonstra a grande
exposicdo dos bebés em areas com alto indice de transmissdo da doenca, sobretudo em um
periodo epidémico. Na coorte de Manguinhos, a transmissdo vertical também deve ser
considerada, pois as mulheres eram recrutadas no terceiro trimestre de gestacdo e tanto os
lactentes quanto as gestantes eram susceptiveis ao novo sorotipo.

A maioria dos casos de Dengue entre os lactentes e criangas de Manguinhos nao
apresentou os sintomas classicos da doenca como febre e exantema, corroborando com
estudos anteriores (ALERA et al., 2016; CHAU et al.,, 2009; GORDON et al., 2013;
PENGSAA et al., 2006). A frequéncia dos casos sintomaticos classicos nesta coorte foi de

4%. Quando considerado o total de casos, a frequéncia de assintomaticos foi igual a 43,4%.
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Os demais apresentaram sindromes inespecificas, com ou sem febre. E dificil a comparacéo
dessas proporcbes entre os estudos, pelas diversas definicdes de assintomaticos e
sintoméaticos. O estudo de Castanha (2017), por exemplo, utiliza como definicdo de
assintomatica a auséncia de sindrome febril aguda. Nesse caso, a proporcao de assintomaticos
e sintomaticas em Recife foi de 1:1,45; enquanto no nosso caso foi maior, de 4:1. Essa
diferenca pode estar relacionada ao sorotipo de DENV circulante: no Rio de Janeiro, o
DENV-4 com manifestacBes predominantemente subclinicas e nenhum caso grave e em
Recife, 0 DENV-3, responsavel por um espectro mais sintomético da doenga (HERINGER et
al., 2015, 2017; OOI; GUBLER, 2011), embora ambos tenham sido em realizados em areas
hiperendémicas de Dengue. A diferenca dos desenhos de estudo pode também ter contribuido
para a diversidade dos resultados: perfil mais assintomatico no Rio de Janeiro (estudo de base
populacional) e sintomatico em Recife (estudo de base hospitalar).

Apesar de ndo observarmos associa¢do de sindrome respiratéria com infecgdo pelo
DENV, o contrario também ndo foi observado. Ou seja, no nosso estudo, sinal respiratorio
ndo excluiu a infec¢do pelo DENV. Além de uma amostra maior, a identificacdo de patdgenos
respiratérios poderia auxiliar na classificacdo desses casos, como em outros estudos
pediatricos (GORDON et al., 2015; KUAN et al., 2009).

Na populacdo deste estudo, a presenca de sindrome febril gastrointestinal ndo foi
associada a infeccdo pelo DENV (OR:0,36; 1C95%:0,14-0,86), diferente da definicdo de caso
suspeito de Dengue em criangas do Ministério da Salde. A presenca de febre e exantema nao
foi associada a uma chance maior de infeccdo pelo DENV talvez pelo tamanho reduzido da
amostra. Ou seja, a infeccdo por DENV ndo apresentou um padréo de manifestacoes clinicas,
mas ao contrario, foi na maioria das vezes inespecifico e deve ser suspeitado em areas e

épocas de transmissao, independente da clinica.
8.2.2 Zika

Na coorte de nascimentos de Manguinhos, calculou-se a taxa de incidéncia de infeccéo
por ZIKV entre os lactentes e criancgas, independente da presenca de sinais e sintomas. Como
a transmissdo do ZIKV ocorreu em um periodo relativamente curto, 2015-2016, optamos por
ndo estimar a taxa de incidéncia por pessoa-tempo. A taxa de infec¢do pelo ZIKV estimada
neste estudo (9,3%) foi inferior ao da coorte pediatrica da Nicardgua (34,8%) (GORDON et
al., 2019) e menor do que o esperado para uma area endémica de Dengue, com alta densidade

de Ae. aegypti, e com recente epidemia de Zika.



76

E importante ressaltar que o estudo da incidéncia de Zika em criancas ou adultos
assintomaticos tem como desafio o diagndstico sorologico da doenca devido a reatividade
imunoldgica cruzada entre ZIKV e DENV. Ademais, sdo poucos os estudos de Zika em
criancas infectadas ap6s o nascimento, sendo a maioria relatos de casos (GOODMAN, 2016;
KARWOWSKI et al.,, 2016; LI et al., 2017; ROJAS et al., 2018). Recentemente foi
demonstrado no México e na Nicardgua taxas de incidéncia de Zika de 4,07 casos/1000
pessoas-ano e 104 casos/1000 pessoas-ano entre as criangas com sintomas da doenga
(GORDON et al., 2019; ROJAS et al., 2018).

Cerca de metade (46%) dos lactentes e criancas com infeccdo pelo ZIKV apresentou
histdrico de sindrome febril, mas poucas criancas (8,2%) foram classificadas como infec¢bes
sintométicas (com febre e/ou exantema). A possibilidade de infeccdo assintomatica pelo
ZIKYV jé tinha sido reportada entre adultos e criangas maiores de trés anos de idade ap6s um
inquérito soroldgico retrospectivo nas llhas de Yap onde 80% dos casos eram assintomaticos
(DUFFY et al., 2009). No estudo de Duffy (2009), infec¢do assintomatica foi definida pela
auséncia de sinais e sintomas ou pela auséncia de sinais classicos de Zika. Nesse caso, 91,8%
das criangas e lactentes da nossa coorte seriam considerados assintomaticos.

Como a infecgdo aguda pelo ZIKV se restringiu a trés casos com resultado positivo
(PCR na urina), ndo foi possivel analisar os sintomas associados a infeccao pelo ZIKV (todas
as trés criancas apresentaram sindrome febril; uma associada a exantema, outra a sintoma

gastrointestinal e a terceira a sintoma respiratorio).
8.2.3 Dengue e Zika

Se por um lado sintomas sejam dificeis de avaliar entre lactentes e criangas, por outro,
os sinais de infeccdo respiratoria foram altamente prevalentes na populacdo de estudo,
independente da infeccdo por DENV (44,7%) ou ZIKV (61,3%), 0 que esta de acordo com
estudos que demonstram a alta prevaléncia de infeccGes respiratdrias em criangas até os cinco
anos de idade (KINI et al., 2019; KRISHNAN et al., 2015; MARTINS et al., 2016).

Durante as epidemias de Dengue e Zika em 2012/2013 e 2015/2016, respectivamente,
ndo houve aumento na incidéncia de febre ou de exantema entre as criancas. A baixa
proporcdo de resultados positivos pela técnica de PCR entre os casos febris (Dengue: 4/652;
Zika na urina: 3/107), pode ser atribuida ao predominio de infecgdes inaparentes nesse grupo
populacional. Portanto, a suspei¢do de Dengue e Zika entre zero e 5 anos ndo deve se limitar a

febre e/ou exantema.
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8.2.1 Fatores associados as infeccdes pelo DENV e pelo ZIKV

Na coorte de Manguinhos, houve uma distribuicdo homogénea em relacdo ao sexo
entre casos e ndo casos de Dengue e Zika e, por isso, ndo se observou uma chance maior de
incidéncia de Dengue entre 0os meninos como o reportado na coorte pediatrica de Recife
(CASTANHA et al., 2017b); ou uma chance maior de incidéncia de Zika entre as meninas, de
acordo com o observado em um estudo de soroprevaléncia de Zika entre as criancas da
Nicardgua (GORDON et al., 2019; ZAMBRANA et al., 2018).

Observamos que a chance de infec¢do por ZIKV aumenta com a idade da crianca
como mostrado também em outros estudos (GORDON et al., 2019; ZAMBRANA et al.,
2018), possivelmente por se deslocarem com maior frequéncia e portanto serem mais
expostos ao ambiente.

Ao analisarmos os fatores maternos, ndo houve associacdo entre as variaveis das
gestantes como situacdo conjugal, raca/cor e grau de escolaridade com a ocorréncia de
infeccdo pelo DENV ou ZIKV. Nesta coorte tivemos uma distribuicdo homogénea das
criancas em relacdo as caracteristicas das gestantes que podem ser consideradas variaveis
proxy das condi¢Ges socioecondmicas dessa populacdo infantil (SANTOS; TEJADA,
EWERLING, 2012). Assim como o observado em outro estudo (CASTANHA et al., 2017b),
nem sempre o fato da mée possuir mais escolaridade e, assim, ser relacionada a um maior
esclarecimento sobre o cuidado na prevencgédo das arboviroses, pode minimizar os riscos de
contrair Dengue ou Zika, uma vez que o ambiente de moradia da familia é propicio para a
infeccéo.

Sabe-se que o abastecimento de agua feito pela rede geral na regido € intermitente
(BARCELLOS et al., 2009), mas a presenca de reservatorio de agua nos domicilios das
criangas resultou em uma chance menor de infeccdo tanto pelo DENV quanto pelo ZIKV,
porque as caixas d’agua tinham tampa em sua maioria [OR 0,51; 1C95% (0,32-0,78) e OR
0,39, 1C95% (0,17-0,8)]. Além disso, o fato do participante relatar que ndo possui reservatério
de 4gua em casa ndo descarta a possibilidade de armazenamento em recipientes informais que
resultam em potenciais locais de reproducdo e contribuem para a infestacdo estavel do
mosquito ao longo do tempo (GIBSON et al., 2014; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2007).

A associacdo demonstrada neste estudo entre terrenos com acumulo de lixo e infecgéo
pelo DENV ressalta que o ambiente esta infestado de mosquito. Mundialmente, o controle de
vetores ndo tem sido muito bem sucedido (HAUG; KIENY; MURGUE, 2016; MACIEL-DE-
FREITAS et al., 2012). Apesar da maioria dos estudos considerarem o domicilio como o

principal local de transmissdo dos arbovirus, as creches/escolas e pontos estratégicos na
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vizinhanca (tais como ferro-velho, borracharia, oficinas mecanicas e garagens) apresentam
maior risco a infestagdo dos vetores e ndo sdao alvos prioritarios para vigilancia e controle
(DOS REIS et al., 2010; HONORIO, 2009).

Recentemente foi detectado Aedes spp infectado por ZIKV na casa de uma crianca
febril desta coorte assim como em um ponto estratégico na vizinhanca (AYLLON et al.,
2017), mostrando a importancia da interacdo entre os componentes clinico-epidemiolégico e
entomoldgico na vigilancia das doencas emergentes e re-emergentes.

Os casos de infeccdo pelo DENV e ZIKV desta coorte pediatrica foram distribuidos
homogeneamente na regido, apesar da grande variabilidade no risco de ser infectado por
arbovirus dentro da area de Manguinhos (RODRIGUES et al., 2018).

Uma limitacdo da analise dos fatores associados as infec¢des pelo DENV ou ZIKV foi
a pequena parcela dos participantes que respondeu ao questionario do domicilio. A coleta das
caracteristicas ambientais iniciada em 2015 teve como principal razdo de baixo
preenchimento do questionario a dificuldade de encontrar os domicilios das criancas apos as
obras do PAC, assim como a restricdo a entrada no territério apds a desestruturacdo da UPP-

Manguinhos.

8.2.2 Relacao entre as infeccdes pelo DENV e pelo ZIKV

Na coorte de Manguinhos observamos a associac¢ao de infeccéo recente pelo DENV e
protecdo contra a infec¢do pelo ZIKV (OR: 0,42; IC 95%: 0,19-0,87). Cabe lembrar que as
criangas acompanhadas neste estudo viveram um periodo epidémico de DENV-4 cerca de
dois anos antes da introdugdo do ZIKV no Rio de Janeiro. A existéncia de protecdo cruzada
com o Dengue resultando em protecdo contra a infecgdo por ZIKV demonstrada no nosso
estudo corrobora os achados de estudos in vitro associados a modelos animais nos quais soros
imunes a DENV foram capazes de neutralizar o ZIKV (ROBBIANI et al., 2017,
SWANSTROM et al., 2016); e numa coorte de Salvador na qual a imunidade prévia ao
DENYV foi associada a uma reducéo de 9% no risco de infecgdo pelo ZIKV (RODRIGUEZ-
BARRAQUER et al., 2019).

A associacdo entre infeccdo prévia de Dengue e formas mais brandas e subclinicas da
infeccdo por ZIKV (GORDON et al., 2019; RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2019)
também foi relatada na literatura. Se o fendmeno do ADE (antibody dependente
enhancement), implicado no aumento da gravidade do Dengue devido a presenca de
anticorpos produzidos em infec¢BGes prévias por virus heterélogos (HALSTEAD, 1988),
também se aplica a0 modelo de infeccdo entre DENV e ZIKV ndo esta esclarecido
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(CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2017; DEJNIRATTISAI et al., 2016;
MONTOYA et al., 2018; STETTLER et al., 2016). A influéncia da infeccdo prévia de DENV
sobre as manifestagdes clinicas das criancas infectadas pelo ZIKV néo pode ser investigada na
coorte de Manguinhos porque o numero confirmado de infeccdes em fase aguda foi muito
pequeno (3/528).
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9 CONCLUSOES

A alta taxa de incidéncia de Dengue, sobretudo em crian¢as menores de um ano de
idade é consequéncia da epidemia de 2012-2013, quando foi introduzido o novo sorotipo,
DENV-4. Com isso, em uma area hiperendémica de Dengue, os lactentes foram o0s mais
infectados pelo DENV, uma vez que as gestantes também eram susceptiveis ao novo sorotipo.

A baixa taxa de incidéncia de infeccdo pelo ZIKV entre os lactentes e as criangas da
coorte de Manguinhos pode ser consequéncia da protecdo conferida pela infecgédo recente pelo
DENV na ultima epidemia; ou ser resultante de uma baixa circulacdo do virus na comunidade.
Um estudo de soroprevaléncia na regido € necessario para estimativa da magnitude da
epidemia em Manguinhos.

A suspeita clinico-epidemiolégico de Dengue em lactentes e criangas ndo deve se
restringir aos sintomas classicos. A presenca de sintomas respiratorios, mais comuns na
infancia, ndo deve afastar a hipdtese de Dengue. Por outro lado, os sintomas gastrointestinais
ndo foram associados a infec¢do pelo DENV na populacdo deste estudo.

Mesmo ndo havendo associagdo entre as caracteristicas das gestantes e as infeccGes
pelos virus Dengue e Zika deve-se considerar que o ambiente de moradia das familias na
comunidade de Manguinhos é propicio a infeccéo.

Criancas que moravam em domicilios vizinhos a terrenos com acumulo de lixo
apresentaram uma maior chance de infeccdo pelo DENV; e a presenca de reservatorios de
agua adequados (com tampas) nos domicilios foram considerados fator de protecdo de

Dengue e Zika.
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APENDICE A: Distribuicio dos participantes em relacéo a infec¢éo pelo virus dengue
na area do estudo, Manguinhos, 2012-2015.
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APENDICE B: Distribuigo dos participantes em relacéo a infeccio pelo virus zika na area do
estudo, Manguinhos, 2015-2018.
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ANEXO A: Termo de consentimento livre e esclarecido — Coorte Inicial

Ministério da Saude L

FIOCRUZ ;

E5C0LANACIONAL DE SA0DE PUBLICA
Fundagéo Oswaldo Cruz SERGIO AROUCA
Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca ENSP
Comité de Etica em Pesquisa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Vocé estd sendo convidada para participar da pesquisa Formacdo de uma coorte
prospectiva para o estudo do dengue em uma populacdo infantil. A pesquisadora
responsavel por este estudo é a Dra. Patricia Brasil, chefe do Laboratério de Doengas Febris
Agudas do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.
Vocé foi convidada porque € mulher no terceiro trimestre de gestacdo (7 a 9 meses), esta
cadastrada e é assistida pelo servico de pré-natal de baixo risco do TEIAS de Manguinhos e
ndo pretende se mudar no préximo ano. VVocé participara do estudo até o0 momento do parto.
Em seguida, se vocé permitir, o seu filho(a) permanecera no estudo pelo periodo minimo de
dois anos, sendo acompanhado(a) por meio de consultas com um pediatra da equipe.
Durante este periodo a equipe do estudo entrara em contato com vocé, por telefone, ou
pessoalmente para perguntar sobre sua saude e de seu bebé, confirmar consultas ou endereco.
Caso a equipe ndo a encontre em casa, sera deixado um bilhete informando a data da consulta.
Se vocé autorizar, o bilhete podera ser deixado com seu vizinho(a).
A sua participacdo e a do seu filho ndo é obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir
de participar e retirar 0 seu consentimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com o seu atendimento na instituicao.
Os objetivos deste estudo sdo: 1. Saber se vocé ja teve dengue em algum momento da sua
vida, e se 0s anticorpos que vocé tem passaram através da placenta para o seu bebe.
2. Saber se o seu filho vai ser infectado pelo virus da Dengue no (s) proximo(s) ano(s) de
estudo. O seu filho fara parte de um grupo de criancas que serdo acompanhadas para deteccédo
da infeccdo pelo virus da Dengue.
Sua participacdo nesta pesquisa consistira em entrevistas e consultas médicas que serdo
anotadas em formularios proprios. Sera coletado 10 ml do seu sangue hoje, no momento do
parto e no momento em que vocé tiver febre, enquanto estiver gravida. Imediatamente apds o
parto e apds o nascimento do bebé, o sangue contido no corddo sera coletado, em um tubo de
coleta de sangue de 5 mL para pesquisa de anticorpos contra dengue. A participacdo do seu
filho sera através da coleta de 2 ml de sangue para verificar se ele adquiriu 0 seu anticorpo
contra a Dengue, e sempre que tiver febre, para saber se essa febre foi por causa do virus da
Dengue ou néo. Serdo feitas trés coletas de sangue no primeiro e duas no segundo ano de vida
do seu filho, mesmo se ele ndo tiver febre, para verificarmos se ele foi infectado pelo virus da
Dengue sem apresentar nenhum sintoma. A coleta de sangue sera feita por um profissional de
salde qualificado, apds a aplicacdo de anestésico local.
Todas as amostras de sangue coletadas, suas e de seu bebé, serdo utilizadas para exames que
podem indicar se vocé ou seu bebé tiveram dengue. Uma parte das amostras sera armazenada,
pelo periodo méximo de dez anos, no laboratorio de Imunodiagnéstico do IPEC (Fiocruz) sob
a responsabilidade da Dra Patricia Brasil, utilizando-se somente suas iniciais e 0 numero que
vocé terd no estudo, garantindo a confidencialidade dos dados. Ao final do periodo de
armazenamento as mesmas serdo descartadas de acordo com as leis vigentes. A qualquer
momento vocé pode retirar o consentimento da guarda e utilizacdo deste material, sendo que
neste caso ele sera descartado. Se necessario, as amostras podem ser utilizadas em outros
projetos de pesquisa, desde que estes projetos sejam aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa e vocé autorize, por meio de novo consentimento.



ooooo OO0

O

95

Os riscos relacionados com sua participacdo ou do seu filho(a) sdo minimos, sendo
relacionados a coleta de sangue (desconforto, mancha roxa), que sera feita por profissional de
salde qualificado, e serdo minimizados pela aplicacdo de anestésico local.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo sao o0s seguintes:

Vocé estara colaborando com um estudo cientifico que ajudara na prevencao dessa doenga.
Vocé, enquanto gravida, e seu filho(a) receberdo atendimento pelos médicos da Pesquisa
sempre que tiverem febre. E importante que vocé entre em contato com a equipe do estudo em
caso de febre.

As informacOes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificacdo e estardo protegidos por codigos e senhas de acesso ao banco.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e 0 endereco institucional da
pesquisadora principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora
ou a qualquer momento.

Pesquisadora principal: Patricia Brasil

Av Brasil 4365, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)

Sala 109 subsolo do Hospital Tel: 3865-9554 ou 3965-9110.

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

Autorizo que o meu sangue seja coletado no 3° trimestre de gravidez.

Autorizo que 0 meu sangue e 0 sangue do cordao umbilical coletados no momento do parto
sejam utilizados na pesquisa de infeccdo pelo virus da Dengue.

Autorizo a coleta de sangue do meu filho (a) quando tiver febre.

Autorizo trés coletas de sangue do meu filho (a) no primeiro ano de vida.

Autorizo duas coletas de sangue do meu filho (a) no segundo ano de vida.

Autorizo receber contato telefonico e visita domiciliar.

Autorizo que nos casos de ndo ter ninguém na minha casa, um bilhete com a data da consulta
seja entregue para 0 meu vizinho (a).

Concordo que uma amostra do meu sangue e uma amostra de sangue do meu filho(a) sera
armazenada e qualquer utilizacdo posterior dessas amostras necessitara de aprovagdo formal
do pesquisador principal do estudo e de nova aprovacdo pelo CEP. Todas as amostras serdo
armazenadas no laborat6rio de Imunodiagnostico do IPEC (Fiocruz) sob a responsabilidade
da Dra Patricia Brasil, utilizando-se 0 nimero do paciente no estudo e suas iniciais, para que
seja garantida a confidencialidade.

Autorizo o descarte das amostras apds o periodo de armazenamento.

Este documento deve ser rubricado em todas as paginas pela participante e pelo membro da
equipe que obteve o consentimento, e assinado em duas vias, uma para a participante e outra
para o pesquisador.

Data: I

Nome do pesquisador ou membro da equipe  Assinatura do pesquisador ou membro da
equipe

Nome da gestante Assinatura da gestante

Nome da mée ou responsavel Assinatura da mae ou responsavel
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ANEXO B: Termo de consentimento livre e esclarecido — Extensdo do acompanhamento

da Coorte Inicial

Ministério da Saide ®
-y -
FIOCRUZ .
- ESCOLA NACIONAL DE SAUDE FUBLICA
Fundagao Oswaldo Cruz SERGIC AROUCA

Escola Nacional de Salde Pdblica Sergio Arouca ENSF

Comité de Etica em Pesquisa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Vocé e seu filho participam da pesquisa Formacdo de uma coorte prospectiva para o
estudo do dengue em uma populacéo infantil. A pesquisadora responsavel por este estudo
é a Dra. Patricia Brasil, chefe do Laboratorio de Doencas Febris Agudas do Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas.
Vocé participa do estudo até o momento do parto. Se vocé permitir, estamos convidando seu
filho(a) a permanecer no estudo por mais 3 anos, ou seja, por um periodo de 5 anos,
continuando a ser acompanhado(a) por meio de consultas com um pediatra da equipe.
Durante este periodo a equipe do estudo entrara em contato com vocé, por telefone, ou
pessoalmente para perguntar sobre sua salde e de seu bebé, confirmar consultas ou endereco.
Caso a equipe ndo a encontre em casa, sera deixado um bilhete informando a data da consulta.
Se vocé autorizar, o bilhete podera ser deixado com seu vizinho(a). Vocé também podera se
comunicar com a equipe pela pagina do Facebook, Coorte Dengue Manguinhos.
A sua participacdo e a do seu filho ndo €é obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir
de participar e retirar 0 seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com o seu atendimento na instituicao.
Os objetivos deste estudo sdo: 1. Saber se vocé ja teve dengue em algum momento da sua
vida, e se 0s anticorpos que vocé tem passaram através da placenta para o seu bebe.
2. Saber se o seu filho vai ser infectado pelo virus da Dengue no (s) proximo(s) ano(s) de
estudo. O seu filho fara parte de um grupo de criancas que serdo acompanhadas para deteccéo
da infeccéo pelo virus da Dengue.
A participacdo do seu filho serd através da coleta de 2 ml de sangue para verificar se ele
adquiriu o seu anticorpo contra a Dengue. Seréa feita uma coleta de sangue uma vez/ ano apos
0s dois anos de idade até o quinto ano de vida do seu filho, mesmo se ele ndo tiver febre, para
verificarmos se ele foi infectado pelo virus da Dengue sem apresentar nenhum sintoma. A
coleta de sangue sera feita por um profissional de saude qualificado, ap6s a aplicacdo de
anestésico local.
Todas as amostras de sangue coletadas de seu bebé serdo utilizadas para exames que podem
indicar se seu bebé teve dengue. Uma parte das amostras serd armazenada, pelo periodo
maximo de dez anos, no laboratério de Imunodiagnostico do IPEC (Fiocruz) sob a
responsabilidade da Dra Patricia Brasil, utilizando-se somente suas iniciais e 0 nimero que
vocé tera no estudo, garantindo a confidencialidade dos dados. Ao final do periodo de
armazenamento as mesmas serdo descartadas de acordo com as leis vigentes. A qualquer
momento vocé pode retirar o consentimento da guarda e utilizacdo deste material, sendo que
neste caso ele sera descartado. Se necessario, as amostras podem ser utilizadas em outros
projetos de pesquisa, desde que estes projetos sejam aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa e vocé autorize, por meio de novo consentimento.
Os riscos relacionados com a participacdo do seu filho(a) s&o minimos, sendo relacionados a
coleta de sangue (desconforto, mancha roxa), que sera feita por profissional de saude
qualificado, e serdo minimizados pela aplicacdo de anestésico local.
Os beneficios relacionados com a sua participacdo sao o0s seguintes:
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Vocé estara colaborando com um estudo cientifico que ajudara na prevencao dessa doenga.
Seu filho(a) recebera atendimento pelos médicos da Pesquisa sempre que tiverem febre. E
importante que vocé entre em contato com a equipe do estudo em caso de febre.

As informagOes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participagdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificacdo e estardo protegidos por codigos e senhas de acesso ao banco.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco institucional da
pesquisadora principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora
ou a qualquer momento.

Pesquisadora principal: Patricia Brasil
Av Brasil 4365, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)
Sala 109 subsolo do Hospital Tel: 3865-9554 ou 3965-9110.

Se voce tiver qualquer ddvida sobre questdes éticas, podera questionar os Comités de Etica
em Pesquisa(CEP) que aprovaram este estudo:

Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca- CEP da
ENSP -.Rua Leopoldo Bulhdes, 1.480, Térreo ,Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ Tel: 2598-
2863

Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Salde e Defesa Civil
CEP/SMSDC/RJ - Rua Afonso Cavalcanti, 455 sala 710- Cidade Nova- Rio de Janeiro - RJ
Telefone: 3971-1463

Declaro que entendi 0s objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar.

Autorizo uma coleta de sangue do meu filho (a) no terceiro ano de vida.

Autorizo uma coleta de sangue do meu filho (a) no quarto ano de vida.

Autorizo uma coleta de sangue do meu filho (a) no quinto ano de vida.

Autorizo receber contato telefonico e visita domiciliar.

Autorizo que nos casos de ndo ter ninguém na minha casa, um bilhete com a data da consulta
seja entregue para 0 meu vizinho (a).

Concordo que uma amostra de sangue do meu filho(a) serd armazenada e qualquer utilizacéo
posterior dessas amostras necessitara de aprovacdo formal do pesquisador principal do estudo
e de nova aprovacdo pelo CEP. Todas as amostras serdo armazenadas no laboratorio de
Imunodiagnéstico do IPEC (Fiocruz) sob a responsabilidade da Dra Patricia Brasil,
utilizando-se 0 numero do paciente no estudo e suas iniciais, para que seja garantida a
confidencialidade.

Autorizo o descarte das amostras ap0os o periodo de armazenamento.

Este documento deve ser rubricado em todas as paginas pela participante e pelo membro da
equipe que obteve o consentimento, e assinado em duas vias, uma para a participante e outra
para o pesquisador.

Data: I/

Nome do pesquisador ou membro da equipe  Assinatura do pesquisador ou membro da
equipe

Nome da gestante Assinatura da gestante

Nome da mée ou responsavel Assinatura da mée ou responsavel
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ANEXO C: Termo de consentimento livre e esclarecido — Reabertura da Coorte

Ministério da Saude ®

FIOCRUZ

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE FUBLICA
Fundagao Oswaldo Cruz SERGIO AROUCA
Escola Nacional de Saude Pablica Sergio Arouca EBISF
Comité de Etica em Pesquisa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Este € um convite para a pesquisa Formacao de uma coorte prospectiva para o estudo de
arboviroses em uma populagdo infantil. A pesquisadora responsavel por este estudo é a
Dra. Patricia Brasil, chefe do Laboratério de Doencas Febris Agudas do Instituto de
Infectologia Evandro Chagas, da Fiocruz.
Se vocé permitir, estamos convidando seu filho(a) a participar de um estudo de 5 anos de
duracdo, no qual serd acompanhado(a) por meio de consultas com um pediatra da equipe.
O periodo do estudo vai depender de quando ele entrar no estudo:
Se ele entrou no estudo antes de 2015 ou no ano de 2015, tera cinco visitas programadas
Se entrar em 2016, tera quatro visitas programadas
Se ele entrar em 2017, terd trés visitas programadas
Se ele entrar em 2018, tera duas visitas programadas
Se ele entrar em 2019, terd uma visita programada
Ele esta entrando no Ano do Estudo , 0 que quer dizer que ele tera Visitas
Durante este periodo a equipe do estudo entrara em contato com vocé, por telefone, ou
pessoalmente para perguntar sobre sua saude e de seu bebé, confirmar consultas ou endereco.
Caso a equipe ndo a encontre em casa, serd deixado um bilhete informando a data da consulta.
Se vocé autorizar, o bilhete podera ser deixado com seu vizinho (a). Vocé também podera se
comunicar com a equipe pela pagina do Facebook, Coorte Dengue Manguinhos.
A sua participacdo e a do seu filho ndo é obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir
de participar e retirar 0 seu consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com o seu atendimento na instituicao.
Os objetivos deste estudo sdo: 1. Saber se vocé ja teve dengue, chikungunya ou Zika em
algum momento da sua vida, e se 0s anticorpos que vocé tem passaram atraves da placenta
para o seu bebe.
2. Saber se o seu filho vai ser infectado pelo virus da Dengue, CHIKV ou ZIKAV no (s)
préximo(s) ano(s) de estudo. O seu filho fard parte de um grupo de criangas que serdo
acompanhadas para detec¢do da infeccdo pelo virus da Dengue, CHIKV ou ZIKAV.
A participacdo do seu filho serd através da coleta de 2 ml de sangue para verificar se ele
adquiriu o seu anticorpo contra a Dengue. Sera feita uma coleta de sangue uma vez por ano
mesmo se ele ndo tiver febre, para verificarmos se ele foi infectado pelo virus da Dengue,
CHIKV ou ZIKAV sem apresentar nenhum sintoma. A coleta de sangue sera feita por um
profissional de satde qualificado.
Todas as amostras de sangue coletadas de seu bebé serdo utilizadas para exames que podem
indicar se seu bebé teve dengue. Uma parte das amostras serd armazenada, pelo periodo
maximo de dez anos, no laboratério de Imunodiagnostico do IPEC (Fiocruz) sob a
responsabilidade da Dra Patricia Brasil, utilizando-se somente suas iniciais e 0 nimero que
vocé tera no estudo, garantindo a confidencialidade dos dados. Ao final do periodo de
armazenamento as mesmas serdo descartadas de acordo com as leis vigentes. A qualquer
momento vocé pode retirar o consentimento da guarda e utilizacdo deste material, sendo que
neste caso ele sera descartado. Se necessario, as amostras podem ser utilizadas em outros
projetos de pesquisa, desde que estes projetos sejam aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa e vocé autorize, por meio de novo consentimento.
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Os riscos relacionados com a participacdo do seu filho(a) s&o minimos, sendo relacionados a
coleta de sangue (desconforto, mancha roxa), que sera feita por profissional de saude
qualificado, e serdo minimizados pela aplicagdo de anestésico local.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo sao o0s seguintes:

Vocé estara colaborando com um estudo cientifico que ajudara na prevencao dessas doengas.
Seu filho(a) recebera atendimento pelos medicos da pesquisa sempre que tiverem febre ou
vermelhiddo na pele. E importante que vocé entre em contato com a equipe do estudo em caso
de febre.

As informagOes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o0 sigilo
sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificacdo e estardo protegidos por codigos e senhas de acesso ao banco.

Vocé receberd uma via deste termo onde consta o telefone e o endereco institucional da
pesquisadora principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora
ou a qualquer momento.

Pesquisadora principal: Patricia Brasil

Av Brasil 4365, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) Sala 109 subsolo do Hospital
Tel: 3865-9110.

Se vocé tiver qualquer divida sobre questdes éticas, podera questionar os Comités de Etica em
Pesquisa(CEP) que aprovaram este estudo: Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satde
Publica Sergio Arouca- CEP da ENSP -.Rua Leopoldo BulhGes, 1.480, Térreo ,Manguinhos - Rio de
Janeiro - RJ Tel: 2598-2863. Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Salde e Defesa
Civil CEP/SMSDC/RJ - Rua Afonso Cavalcanti, 455 sala 710- Cidade Nova- Rio de Janeiro - RJ
Telefone: 3971-1463

Declaro que entendi 0s objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar.

Autorizo a coleta de sangue do meu filho (a) quando tiver febre ou vermelhidao.

Autorizo uma coleta de sangue do meu filho (a) em 2015

Autorizo uma coleta de sangue do meu filho (a) em 2016.

Autorizo uma coleta de sangue do meu filho (a) em 2017.

Autorizo uma coleta de sangue do meu filho (a) em 2018.

Autorizo uma coleta de sangue do meu filho (a) em 2019.

Autorizo receber contato telefénico/whatsapp, por rede social (facebook) e visita domiciliar.
Autorizo que nos casos de ndo ter ninguém na minha casa, um bilhete com a data da consulta
seja entregue para 0 meu vizinho (a).

Concordo que uma amostra de sangue do meu filho(a) sera armazenada e qualquer utilizacao
posterior dessas amostras necessitara de aprovacdo formal do pesquisador principal do estudo
e de nova aprovacdo pelo CEP. Todas as amostras serdo armazenadas no laboratorio de
Imunodiagndstico do IPEC (Fiocruz) sob a responsabilidade da Dra Patricia Brasil,
utilizando-se 0 numero do paciente no estudo e suas iniciais, para que seja garantida a
confidencialidade.

Autorizo o descarte das amostras apds o periodo de armazenamento.

Este documento deve ser rubricado em todas as paginas pela participante e pelo membro da
equipe que obteve o consentimento, e assinado em duas vias, uma para a participante e outra
para o pesquisador.

Data: I

Nome do pesquisador ou membro da equipe  Assinatura do pesquisador ou membro da equipe

Nome da participante Assinatura da participante

Nome do responsavel legal Assinatura do responsavel legal
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ANEXO D: Questionario do domicilio

FOLHA DE IDENTIFICACAO

1. Entrevistador:

2. Data: / / Hora:

3. Numero de registro na pesquisa D:I:'

4. Foram encontrados criadouros potenciais no domicilio (pneus, garrafas, recipientes que

acumulam agua da chuva, caixas-d’agua, tonéis, etc? |:|

0. Nao 1.Sim

5. Nome do respondente:

6. Sexo 7. ldade do respondente (anos)

0. Masculino I:l D:I

1. Feminino

8. E o principal responsavel (chefe) financeiro pelo domicilio?

0. Nao 1. Sim l:l

9. Endereco:

10. Complemento 11. Comunidade

12. Telefone (s):

13. Coordenadas do GPS

sLLI P 1T 11T ] wlil I T TP 1]

14. Assinou TCLE?

0. Nao 1. Sim I:'

DADOS DOS MORADORES




15. Quantas pessoas sao responsaveis financeiramente pelo domicilio?

16. Renda aproximada do domicilio em real (soma da renda de todos os moradores)
R$

17. Sexo (principal responsavel pelo domicilio)
0. Masculino 1. Feminino |:|

18. Data de Nascimento do principal responsavel pelo domicilio

/ /

19.

NUmero de moradores na casa:

Adultos acima de 18 anos

Criangas de 2 a 18 anos

Criancas menores de 2 anos

20. Algum morador da casa ja teve diagndstico de dengue?
0. Nao |:|
1. Sim. Especificar quem e quando:
8. N&o soube informar
21. Algum morador da casa teve mais de um episddio de dengue (recebeu mais de um

diagnéstico em periodos distintos)?

0. Nao |:|

1. Sim. Especificar quem e quando:
8. N&o soube informar

22,

A familia recebe visita regularmente da equipe de salde da Estratégia de Saude da
Familia (ESF)?

23.

0. Nao 1. Sim 8. Nao soube informar |:|
Se sim, especificar com que frequéncia?

0. Mensal 2. Anual 8. Nao soube informar |:|
1. Semestral 3. Outros

24,

Especificar que aspectos da doenca séo ou ja foram abordados:

A equipe de saude da familia aborda ou ja abordou alguma questdo relacionada ao
dengue durante as visitas domiciliares (como evitar formacdo de criadouros,
sintomas da doenca, etc) ?

0. Nao 2. Frequentemente 9. N&o se aplica

1. Raramente 8. Nao soube informar

CARACTERISTICAS DO DOMICILIO

25,

Tipo de moradia
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Casa |:|

Apartamento

Casa de vila ou condominio

Tenda/barraca

Casa de comodos, cortico ou cabeca de porco
Outro

o~ wbdhPo

26. Ha quanto tempo a familia mora na casa (mesmo endereco)?

I:l:l anos I:l:' meses 88- Nao soube informar

27. Quanto de cada um destes co6modos tem nesta casa?

D:‘Quarto (s) D:lSala(s) D:I Cozinha D:I Banheiro(s)

28. Usa ar condicionado em casa?

0. Néao
1. Sim
29. Qual a principal forma de abastecimento de 4gua no domicilio?
1. Ligado arede geral 3. Carro pipa |:|
2. Pogo ou nascente 4. Rio, agude, lago

3. 5. Outros. Especificar:

30. Ha intermiténcia de abastecimento de agua?

0. Néo 8. N&o soube informar |:|
1. Sim 9. N&o se aplica
31. Sesim, com que frequéncia?
0. Diéria 1. Semanal 2. Quinzenal 3. Mensal |:|
4. Semestral 5. Anual 8. N&o soube informar 9. N&o se aplica

32. Quais desses reservatorios/utensilios domésticos vocé usa para armazenar agua?

0. Nao 1. Sim

__| poco ou cacimba |:| tanque

|| cisterna |:| barril sem tampa/ mal vedado
|| caixa- d’agua sem tampa/mal vedada |:| tonel/ barril com tampa

|| caixa- d’agua com tampa |:| piscina ndo tratada

|| pequenos recipientes (panelas, garrafas, frascos de vidro, jarros, etc)
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33. Ha terreno(s) baldio(s) na vizinhanca (100 metros ou 100 passos) onde se costuma
ter acimulo de lixo?

1. Néo

2. Sim I:'

8. Nao soube informar

34. Quais dos estabelecimentos abaixo existem na vizinhanca (aproximadamente 100
metros ou 100 passos)?

0. Néo 1. Sim 8. Né&o soube informar
|:| Ferro Velho |:| Cemitério |:| Centros de reciclagem
|:| Borracharia |:| Casa abandonadalfechada
35. Qual destes materiais predomina na construcdo das paredes externas deste
domicilio?
1. Alvenaria de tijolo/bloco com revestimento 2.Taipa né&o revestida
3. Alvenaria de tijolo/bloco sem revestimento 4. Palha
5. Madeira para construgéo 6. Madeira aproveita
7. Lata/ papeldo/pedacos de madeira 8. Lona/Plastico

9. Outro. Especificar:

36. Qual destes materiais predomina na cobertura (telhado) deste domicilio?

[]

1. Telhado de barro 2. Tela de zinco/amianto (Brasilit)
3. Madeira para construgéo 4. Laje de concreto
5. Madeira aproveitada 6. Plastico/Palha

7. Outro. Especificar:

37. Tem forro no domicilio? l:l
0. Nao
1. Sim

38. Qual destes materiais predomina no forro deste domicilio? |:|
1. Madeira 3. Alvenaria
2. PVC 4. Outro:
9. N&o se aplica

39. Qual destes materiais predomina no piso deste domicilio? |:|

1. Ceramica/lajota/pedra/mosaico 2. Terra batida
3. Madeira para construgéo 4. Madeira aproveitada
5. Cimentoltijolo 6. Outros:

RECEPTIVIDADE DO DOMICILIO (ICD)
(preenchido pelo entrevistador)

40. Condic0@es internas da casa l:l

0.Mal cuidado (estrutura ruim, paredes descascadas, improvisadas, itens quebrados
visiveis, pouca organizacao e limpeza);




1.Razoavelmente cuidado (estrutura ruim compensada pela boa organizacéo e limpeza);
2.Visivelmente bem cuidado (estrutura interna em bom estado, pintura nova, ambiente
visivelmente limpo e organizado);

41. Tem quintal ou area externa (peridomicilio)?

0. Néo |:|

1. Sim

42. Condicbes do quintal ou area externa (peridomicilio) |:|

1. Mal cuidado (presenca de lixo/entulho, gramado crescido, pneus, garrafas,
etc);

2. Razoavelmente cuidado (estrutura ruim compensada pela boa organizacéo
e limpeza);

3. Bem cuidado (ndo ha lixo/entulho evidente, grama cortada, jardim bem conservado);

9. N&o se aplica

43. Condi¢des do sombreamento do quintal ou area externa (peridomicilio) |:|
0. Pouca ou nenhuma sombra (<25%), sem arvores grandes, arbustos ou algo que
funcione de toldo;
1. Alguma sombra (>25% e <50%);
2. Quintal com bastante sombra (>50%), com cobertura artificial, arvores grandes ou
camadas de arbustos com efeito de estufa;

Anotagdes complementares:

44. Qual o destino do lixo da sua casa?

1. Recolhido por servigo de limpeza publica l:l
Queimado

Jogado em terreno baldio ou equivalente

Coletado em cacamba

Jogado em rio ou equivalente

Enterrado

7. Outros. Especificar:

oghwnN

45. Com que periodicidade o lixo é recolhido pelo servigo publico de limpeza?

0. Uma vez por semana 3. Trés vezes por semana 9. N&o se aplica
1. Duas vezes por semana 8. Nao soube informar |:|
46. Pavimentagao. A calgcada desta casa é:
0. N&otem 2. Tijolo I:'
1. Terra 3. Cimentada
4. Outros:
47. Pavimentacdo. A rua na qual esta casa se localiza é de: |:|
0. Nao tem (rua na qual ndo seja possivel transitar um veiculo)
1. Asfalto
2. Terra 3. Pedraltijolo

3. Pedratftijolo 4. Qutro:
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ANEXO E: Termo de consentimento livre e esclarecido — Domicilio

Ministério da Saude e/
- -
FIOCRUZ
ESCOLA NACIONAL DE SAUDE FUBLICA
Fundagao Oswaldo Cruz SERGIO AROUCA

Escola Nacional de Saude Piblica Sergio Arouca ENSP

Comité de Etica em Pesquisa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Referente ao Adendo: COMPONENTE ENTOMOLOGICO DA VIGILANCIA ATIVA DOS
CASOS FEBRIS EM AREA ENDEMICA DE DENGUE NO RIO DE JANEIRO. Do
Projeto: FORMACAO DE UMA COORTE PROSPECTIVA PARA O ESTUDO DO
DENGUE EM UMA POPULAGCAO INFANTIL
Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma etapa da pesquisa Formacdo de uma
coorte prospectiva para o estudo do dengue em uma populacgéo infantil. A pesquisadora
responsavel por este estudo é a Dra. Patricia Brasil, chefe do Laboratério de Doencas Febris
Agudas do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.
A pesquisadora responsavel por esta etapa € a Dra. Nildimar Honorio do Laboratério de
Transmissores de Hematozoarios do Instituto Oswaldo Cruz.
Caso vocé aceite, 0s seguintes procedimentos serdo realizados no domicilio:
Aplicagdo de um questionario para a coleta de dados sobre a familia e o domicilio. As
perguntas sobre a familia serdo para caracterizar os participantes da pesquisa. O tempo para
responder este questionario é de aproximadamente 30 minutos. Durante a visita, algumas
informacdes sobre o domicilio serdo observadas, relativas as condigdes estruturais e
organizagdo que servirdo para caracterizacdo do ambiente, visto que 0 mosquito se desenvolve
em determinadas condi¢bes. Vocé sera orientado (a) sobre como prevenir que 0 mosquito se
desenvolva no domicilio. Todas as informac6es obtidas sdo confidenciais e a familia ndo sera
identificada.
Coleta de mosquitos adultos e coleta dos ovos do mosquito dentro e ao redor da casa, com o
objetivo de verificar a presenca de Aedes aegypti, que € 0 mosquito que transmite o dengue
no Brasil e, posteriormente, detectar o virus dengue nos adultos capturados.
A coleta do mosquito € feita por aspiradores movidos a bateria, que € um método que captura
0S mosquitos que estdo repousando dentro ou fora da casa. Os mosquitos serdo capturados
vivos, transferidos para gaiolas devidamente etiquetadas quanto ao enderego, data e local de
coleta (dentro ou fora da residéncia) e depois levados para o Laboratorio de Transmissores de
Hematozoéarios, do Instituto Oswaldo Cruz. Todos os mosquitos serdo mantidos vivos,
identificados quanto a espécie, separados por sexo e, posteriormente, colocados em freezer -
70°C para posterior isolamento viral.
A coleta dos ovos ¢ feita por armadilhadas denominadas ovitrampas (que s&o do tamanho de
um vaso pequeno de planta). Os ovos serdo capturados e devidamente identificados quanto ao
endereco, data e local de coleta (dentro ou fora da residéncia) e depois levados para o
Laboratorio de Transmissores de Hematozoarios, do Instituto Oswaldo Cruz para contagem e
identificagdo da espécie.
Caso alguém da familia tenha sido anteriormente internado por dengue, a equipe precisara
acessar o(s) prontuario(s) medico(s) relativo a esta internacdo . Os resultados dos exames
serdo fornecidos de maneira confidencial e serdo utilizados para publicacdo cientifica com
sigilo absoluto da identidade. Além disso, as conclusdes do estudo serdo encaminhadas para
as autoridades publicas de saude.
Os riscos relacionados com sua participacdo nesta etapa é somente relacionado ao possivel
desconforto de responder ao questionério, ter o domicilio aspirado e a instalacdo da(s)
ovitrampa (s) no domicilio. Este desconforto sera minimizado pelo treinamento da equipe.
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Os beneficios relacionados com a sua participacdo sdo os seguintes: VVocé estard colaborando
com um estudo cientifico que ajudara na prevencéo dessa doenca.

Vocé pode ndo concordar com qualquer um dos procedimentos descritos acima, ou mesmo
retirar 0 consentimento jA& dado em qualquer momento, sem que isto prejudique o
atendimento.

Vocé receberd uma via deste termo onde consta o telefone e o endereco institucional da
pesquisadora principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participagdo, agora
ou a qualquer momento.

Pesquisadora principal: Patricia Brasil

Av Brasil 4365, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)

Sala 109 subsolo do Hospital Tel: 3865-9110.

Pesquisadora responsavel pela coleta mosquitos: Dra. Nildimar Honorio

Av Brasil 4365, Laboratorio de Transmissores de Hematozoarios do Instituto Oswaldo Cruz
Tel (21) 2562-1309

Se vocé tiver qualquer duvida sobre questdes éticas, podera questionar os Comité de Etica em
Pesquisa(CEP) que aprovou o estudo:

Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca- CEP da
ENSP -.Rua Leopoldo Bulhdes, 1.480, Térreo ,Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ Tel: 2598-
2863

Este documento deve ser rubricado em todas as paginas pelo (a) participante e pelo membro
da equipe que obteve o consentimento, e assinado em duas vias, uma para o (a) participante e
outra para o pesquisador.

Declaro ter recebido informacGes a respeito desse estudo e autorizo a equipe do projeto:
() arealizar as capturas de mosquitos adultos no domicilio.

( ) ainstalar as ovitrampas para captura de ovos no domicilio.

() Concordo em responder ao questionario.

Data: [/

Nome do pesquisador ou membro da equipe  Assinatura do pesquisador ou membro da
equipe

Nome do (a) participante Assinatura do (a) participante

Nome do responsavel legal Assinatura do responsavel legal


tel:3865-9554
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ANEXO F: Questionario do Lactente

FORMAGAO DE UMA COORTE PROSPECTIVA PARA O ESTUDO DO DENGUE EM UMA POPULAGAO
INFANTIL

Questionario do Lactente

1. N2 Registro na pesquisa Avaliagdo: 10 ou vincuélto |:| Numero do Prontuario:
2 5
3

Dados de Identificacao
Data de Nasc.: |dade na consulta:

I S |:|Meses |:| Dias

Nome da Crianga:

Nome da Mae:

O telefone é o mesmo? 1. Sim |:| 2. Ndo |:| Novos tels: 1) 2) 3)
O enderego é o mesmo? Novo enderego:
1. sim []
2. Nao |:| Comunidade:

Interrogatorio Sintomatologico

Data / /

Hipoatividade 1. Sim |:| 2. Ndo |:| 3. Ndo sabe informar |:|

Febre (no dia da consulta) 1.Sim |:| 2. Ndo |:| 3. N3o sabe informar |:|

Vémitos 1.sim [__] Ne de episédios/24horas | |2. No [ 3. Nio sabe informar ]
Sonoléncia 1. Sim |:| 2. N3o |:| 3. N&o sabe informar |:|

Diarréia 1.Sim |:| N2 de evacuacdes/dia | | 2. Nao |:| 3. Ndo sabe informar |:|
Recusa alimentar 1.Sim |:| 2. Ndo |:| 3. N&o sabe informar |:|

Exantema 1. Sim I:l 2. Nao I:l 3. Ndo sabe informar I:l

Fezes com sangue 1.Sim |:| 2. Ndo |:| 3. N&o sabe informar |:|

Choro fécil / irritagdo 1.Sim I:l 2. Ndo |:| 3. Ndo sabe informar |:|

Tosse 1. Sim |:| 2. Ndo |:| 3. Ndo sabe informar I:l

Coriza 1. Sim I:l 2. Nao I:l 3. N&o sabe informar |:|

Sangramento 1. Sim |:| Localizar: 2. Nao |:| 3. Ndo sabe informar |:|
Cansaco / Dispnéia 1.Sim I:l 2. Ndo |:| 3. Ndo sabe informar |:|

Qutros: 1.Sim I:l 2. Ndo I:l Descrever:

Uso de Medicamento: tsim [] 2.Nd0 [] Qual:

1)  Alguma vez teve febre desde que nasceu ou desde a Ultima avaliagdo? 1. Sim |:| 2. Pés-vacina |:| 3. Ndo |:|
Se respondeu “N&do”, pule para a questdo 4

2)  Quanto tempo durou a febre? I:I Dias I:I Horas [ ] Néo se aplica

3) Teve febre pela ultima vez hd quanto tempo? I:IMeses I:I Dias I:I Horas

4)  Desde a Ultima avaliagdo, alguém teve Dengue em casa? 1. Sim [__| 2.Ndo [__] 3.Ndosabeinformar [ ]




Temperatura (°C)

FC: bpm

FR:

irm

Peso (em g):

Comprimento (cm)

Perimetro cefalico (cm)

3. NAI:l

PA (mm Hg)

Tempo de Preenchimento Capilar

1. Normal (< 2 segundos) I:l 2. Anormal (2 2 segundos) |:|

Estado Geral

1. Bom |:| 2. Regular |:| 3. Grave |:|

Palidez cutdneo-mucosa +++/4

1.5im (] 2.n30 []

Hidratagdo

1. Hidratado |:| 2. HipohiI:Iado 3. Desi[lado

Prova do Lago

1. Positiva |:| 2. Negativa |:|

3. Ndo realizada |:|

Tipo de Exantema
Urticariforme

Estado de consciéncia 1. Normal |:| 2. Sonoléncia/irritagio |:| 3. Torpor |:|
Alteracdes da Pele 1. Sim |:| 2. Nao |:| Descrever:

Petéquias 1. Sim |:| 2. Ndo |:| Localizar:

Edema 1.Sim |:| 2. Ndo |:| Localizar:

Exantema 1.Sim |:| 2. Ndo |:|

1. Macular |:|2. Maculopaular |:|3. Papulovesicular |:|

4. MorDrme

Ictericia 1.5im [] 2nso []

Ganglios linfaticos 1. Normal |:| 2. Hipertrofia |:| Descrever:
Nariz (coriza/obstrugdo) 1. Sim |:| 2. Ndo |:|

Garganta D

Petéquias no palato 1.Sim |:| 2. Nao

Ulceras 1. Sim |:| 2. Nao |:|

Placas 1. Sim |:| 2. Nao |:|

Otoscopia/sinais de OMA 1.Sim |:| 2. Ndo |:| 3. N3o realizada |:|

Aparelho Respiratério

Inspegdo

Tiragem 1.Sim I:l 2. Nao I:l

BAN 1.Sim ] 2.nN&o[]

Geméncia 1.Sim [] 2N ]

Ausculta 1. Normal |:| 2. Alterada |:| Descrever:

Aparelho Cardiovascular

RCR2T 1.Sim I:l 2. Nao I:l

Sopro sistélico 1. Sim |:| 2. Ndo |:|

Arritmia 1. Sim |:|2‘N§o |:|

BNF 1. Sim |:| 2. N§o|:|

sopro diastdlico 1. Sim |:| 2. N3o |:|

Aparelho Digestivo

Inspegdo de Abdomen

1.Normal [ ]

2. Alterada Descrever:

Hepatomegalia

1. Sim |:| 2. N3o |:|

Esplenomegalia

1.Sim I:l 2. Ndo I:l

Sistema Nervoso

Alteragdes do SN

1.Sim |:|

2. Ndo |:| Descrever:

Fontanela anterior

1. Normal |:| 3. Abaulada |:|

2. Normotensa |:|

4. Deprimida |:|

—Rigidezdemuca

TS I_Q_N'd'c'l 3
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ANEXO G: Questionario do Lactente Febril

FORMAGAO DE UMA COORTE PROSPECTIVA PARA O ESTUDO DO DENGUE EM UMA POPULAGAO

INFANTIL

Questionario do Lactente Febril

1. N2 Registro na pesquisa

[IT]

Avaliagdo: 1 I I |
21 s [
3 v

Dados de Identificacdo

Nome da Crianga:

Data de Nasc.:

Idade naI:Insulta: |:|

/ / Meses Dias
Nome da Mée: (- [
O telefone é o mesmo? 1. Sim 2. Ndo Novos tels: 1) 2) 3)
O enderego é o mesmo? Novo Enderego:
1. Sim
2. Nio Comunidade: 1
1|
Aferida Temp. max. aferida:
Inicio da Febre / / Término da Febre / / N&o aferida

Interrogatorio Sintomatologico

Data _ / [/
Hipoatividade [] 1.Sim []2.Ngo
7 7
Febre (no dia da consulta) — 1.Sim — 2. Ndo
| S— | S—
Sonoléncia 1. Sim 2. Ndo
Choro facil / irritagdo [ 1.sim [J2.N3o
Vémitos T 1.sim I nso Ne de episddios/24horas:
Recusa alimentar [ 1.Sim DZ. Nao
Diarréia [T 1.sim 2. nEo Ne de evacuagdes/dia
Fezes com sangue [ 1.sim [ 2. N30
Exantema 1 1.sim [ 2. N3o
[1 1.Macular [ 2. Maculopapular [ 3. Papulovesicular
[ 4. Morbiliforme [ 5. Urticariforme
Tosse [] 1.Sim [ 2 Nzo
Coriza [ 1.sim [ 2.N30
Sangramento [ 1.sim [ 2. N30 Localizar:
Cansago / Dispnéia [ 1Sim [ 2 Néo
Outros: I T I e T Descrever:
Uso de Medicamento: LI 1. sim L2, Ndo Qual:
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Temperatura (°C)

FC: bpm FR:

irm

Peso (em g):

Comprimento (cm)

Perimetro cefalico (cm)

3. NAI:l

PA (mm Hg)

Tempo de Preenchimento Capilar

1. Normal (< 2 segundos) I:l 2. Anormal (2 2 segundos) |:|

Estado Geral

1. Bom |:| |:| I:l

2. Regular 3. Grave

Palidez cutdneo-mucosa +++/4

1. Sim

(] 2.n30 [

Tipo de Exantema
Urticariforme

Hidratagdo 1. Hidratado |:| 2. Hipohil:Iado 3. Desi[lado
Prova do Lago 1. Positiva |:| 2. Negativa |:| 3. Ndo realizada |:|
Estado de consciéncia 1. Normal |:| 2. Sonoléncia/irritagdo |:| 3. Torpor |:|
Alteracdes da Pele 1.Sim |:| 2. Nao |:| Descrever:

Petéquias 1. Sim |:| 2. Nao |:| Localizar:

Edema 1.Sim |:| 2. Ndo |:| Localizar:

Exantema 1. Sim |:| 2. Nao |:|

1. Macular |:|2. Maculopaular |:|3. Papulovesicular |:|

4. MorDrme 5.

Ictericia 1.5im [] 2nso []

Ganglios linfaticos 1. Normal |:| 2. Hipertrofia |:| Descrever:

Nariz (coriza/obstrugédo) 1. Sim |:| 2. Ndo |:|

Garganta D

Petéquias no palato 1.Sim |:| 2. Nao

Ulceras 1. Sim |:| 2. Ndo |:|

Placas 1. Sim |:| 2. Ndo |:|

Otoscopia/sinais de OMA 1.Sim |:| 2. Ndo |:| 3. Ndo realizada |:|
Aparelho Respiratério

Inspegdo

Tiragem 1.Sim I:l 2. Nao I:l

BAN 1.Sim ] 2.nN&o[]

Geméncia 1.5im [] 2N ]

Ausculta 1. Normal |:| 2. Alterada |:| Descrever:

Aparelho Cardiovascular

RCR2T 1.Sim I:l 2. Nao I:l

Sopro sistélico 1. Sim |:| 2. Ndo |:| Arritmia 1. Sim |:|2‘ Ndo |:|

BNF 1. Sim |:| 2. N§o|:|

sopro diastdlico 1. Sim |:| 2. N3o |:|

Aparelho Digestivo

Inspegdo de Abdomen

1.Normal [ ]

2. Alterada Descrever:

Hepatomegalia

1.Sim

|:| 2. Ndo |:|

Esplenomegalia 1. Sim |:| 2. Ndo I:l
Sistema Nervoso
Alteragdes do SN 1.Sim |:| 2. Ndo |:| Descrever:

Fontanela anterior

1. Normal |:| 3. Abaulada |:| 4. Deprimida |:|

2. Normotensa |:|

—Rigidezdemuca

[ 2ol |

TSt
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ManifestacSes Hemorrdgicas 1.Sim I:l 2. Nao I:l

Petéauias 1. Sim |:| 2.Ndo |:| Localizar:
Sangramento Nasal 1. Sim I:l 2. Ndo |:|

Gengivorragia 1.Sim I:l 2. Nao I:l

Evacuacdo com sangue 1. Sim |:| 2. Nao |:|

Vémito em borra de café 1.Sim |:| 2.Ndo I:l

Impressdo diagnostica

Infeccdo de vias aéreas 1. Sim |:| 2.Ndo |:| 3. Ignorado |:|
OMA 1.sim [] 2.Nso [__| 3.lenorado [__]
Sinusite 1.Sim I:l 2. Nao I:l 3. lenorado I:l
Roséola 1. Sim |:| 2. Néo |:| 3. lgnorado |:|
Pneumonia /BCP 1. Sim |:| 2. Ndo |:| 3. lgnorado |:|
Bronquiolite 1.Sim I:l 2. Nao I:l 3. Ignorado I:l
Meningite viral 1.Sim |:| 2. Ndo |:| 3. Ignorado |:|
Meningite bacteriana 1.Sim I:l 2.Ndo |:| 3. Ignorado |:|
ITU 1.Sim I:l 2. Nao I:l 3. lenorado I:l
Dengue 1.Sim |:| 2. Ndo |:| 3. lgnorado |:|
Febre com sinais localizados 1. Sim |:| 2. Ndo |:| 3. lgnorado I:l
Bacteremia oculta 1.Sim |:| 2. Ndo I:l 3. lgnorado |:|

Outro diagndstico:

Descrever:

Antibioticoterapia

1.Sim

]

2. Ndo I:l

Data de inicio da antibioticoterapia

~

Nome do antibidtico

N&o sabe informar I:l

Exames Laboratoriais

Hemograma

1.Sim

]

2.Ns0 ]

Data de coleta

/

/

Hora

Hematacrito (%)

Hemaglobina (g/dL)

Leucécitos

Bastonetes

Segmentados

Linfdcitos tipicos

Plaquetas

Atipia linfocitdria

1.Sim

]

2. Nao

Granulagdes toxicas

1.Sim

(I

mjin

2. Nao
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Urianalise realizada

1.sim[__] 2.Nzo ]

Data

/]

Leucdcitos por campo

Nitritos

pH

Densidade urindria

RX de Térax realizado

1.sim [] 2.Nso [|

Data

/ /

Alteracdes radiolégicas

1. Sim I:l 2. Nao I:l Descrever:

Urocultura realizada

1.sim ] 2.Nso [__|

Data / /
Resultado: 1. Negativa I:l 2. Positiva I:l 3. NSA I:l
Isolado

Diagnostico final (1. Sim 2.Nao)

Inf vias aéreas sup |:| OMA |:|
Sinusite |:| Roséola |:|

Pneumonia/BCP |:| Bronquiolite |:| Meningite viral |:|
Meningite bacteriana |:| ITU|:| Dengue |:|

Febre resolvida sem sinais localizados I:l Bacteremia oculta I:l

Outro diagndstico I:l Especificar:

E caso confirmado de dengue?

1.sim ] 2.Ndo [

Forma Clinica do Dengue

OMS 1997 1. Classica |:| 2. Com complicagdes |:| 3. Hemorragica |:|
4. Sindrome do choque do dengue [__| 5. Extravasamento Plasmatico [__|
6. Manifestagdo Hemorragica |:|

OMS 2009 1. Grave |:| Choque |:| Disfunc¢do Respiratdria |:|

Hemorragia importante I:l Disfungdo Organica

2. Ndo grave |:| Sem sinais de alerta |:| Com sinais de alerta |:|

Se dengue hemorragica, GRAU:

L[] 2] 3m[Jav]

RN/Lactente foi internado?

1.sim [] 2.Nso ] 3.1gnorado [_|

Data da internagdo

Y

Tempo de hospitalizagdo

horas

| | dias

Evolugdo hospitalar

1. Alta por cura |:| 2. Obito |:| 3. Alta por transferéncia |:| 4. N3o foi internado |:|




ANEXO H: Questionario da Gestante

FORMACAO DE UMA COORTE PROSPECTIVA PARA O ESTUDO DO DENGUE EM
UMA POPULACAO INFANTIL
Questionario da Gestante
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Nome:

NUmero do Prontuario:

1. N° Registro na pesquisa

2. Local do Recrutamento

1. ClinicadaFamilia Vitor Valla
2. ClinicadaFamilia CSGSF
3. Maternidade

3. Data do Recrutamento

4. Data provavel do parto

CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA E SOCIOECONOMICA

5. Quantos anos vocé completou no seu dltimo aniversario?

anos

6. Qual a data do seu nascimento?

NO

Endereco:
Logradouro:
Comunidade:
Ha quanto tempo mora nesta comunidade?
Telefone 1: Obs Tell
Telefone 1: Obs Tel 1
Telefone 1: Obs Tell

7. Ja teve Dengue?

1. N&do
2. Sim
1986 1991- 1992
2001-2002 2007- 2008
2010-2011 2011-2012
2012-2013 2013-2014

N&o se lembra

3.N&o sabeinformar

8. Qual a data (dia/ més/ano)
da Gltima menstruagao?
/I 1

9. Idade gestacional:

semanas

10. Alguma vez tomou vacina
para febre amarela?
1. Sim
2.Nao

3. Ndo sabeinformar

11. Qual asuacor/raga?
1. Parda

2. Negra

3. Branca

4. Indigena

5. Oriental (amarela)
6. Ignorado

12. Qual a sua situacao conjugal?
1. Solteira

2. Unido estavel (mora junto)

3. Casada nocivil

4. Separada/ Divorciada

5. Vidva

6. Ignorado

13. Qual foi o curso mais elevado que vocé concluiu?

1. Alfabetizacdo

5. Supletivo ensino fundamental

2.12 a 42 série do 1° grau 6. Superior
3. 5% a 82 série do 1° grau 7. Nao alfabetizado

4, Ensino Médio

14.Numerodeanosdeestudo
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populacional em uma area urbana desfavorecida
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Estudio de una cohorte de nacimientos de base
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de Rio de Janeiro, Brasil: implementacion y
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Abstract

A comprehensive cohort study including an entomological surveillance com-
ponent can contribute to our knowledge of clinical aspects and transmission
patterns of arbovirosis. This article describes the implementation of a pop-
ulational-based birth cohort study that included an entomological surveil-
lance component, and its associated challenges in a low-income community
of Rio de Janeiro, Brazil. The participants were recruited in two periods: from
2012 to 2014, and from 2015 to 2017, The children had scheduled pediatric
consultations and in case of fever. Epidemiological, clinical data and biologi-
cal samples were collected at pediatric visits. Active febrile surveillance was
performed by telephone calls, social networking, message apps, and household
visits. A total of 387 newborns and 332 new children were included during the
first and second recruitment periods, respectively. By July 2017, there were
451 children on follow-up. During the study, 2,759 pediatric visits were per-
formed: 1,783 asymptomatic and 976 febrile/rash consultations. The number
of febrile or rash consultations increased 3.5-fold after the use of media tools
for surveillance. No temporal pattern, seasonality or peak of febrile cases was
observed during the study period. A total of 10,105 adult mosquitoes (includ-
ing 3,523 Aedes spp. and 6,582 Culex quinquefasciatus) and 46,047 Aedes
eggs were collected from households, schools, and key sites. Although challeng-
ing, this structured sentinel populational-based birth cohort is relevant to the
knowledge of risks and awareness of emerging pathogens.

Arbovirus Infections; Cohort Studies; Maternal and Child Health;
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Background

Arbovirosis are arthropod-borne viral diseases considered a global health problem due to their sig-
nificant morbidity in humans. The invasive and urban mosquito species Aedes aegypti can transmit
the main relevant arbovirosis, such as yellow fever, dengue, Zika, and chikungunya 1. Comprehensive
cohort studies are needed to better understand clinical aspects, and transmission patterns of these
arboviruses, particularly in places where all viruses co-circulate and might influence both the vector
capacity and human immune responses.

Dengue is endemic in about 100 countries, with 3.2 million reported cases in 2015 2. In Brazil,
dengue is an important cause of epidemics since the 1980s, chikungunya virus (CHIKV) emerged in
2014 3, and Zika virus (ZIKV) in 2015. Zika virus emergence and spread in Brazil — the congenital
Zika syndrome and its consequences in neonate 45678 — have raised major concerns.

There are few clinical and epidemiological studies about arbovirosis in infants. Most published
prospective dengue studies in neonates have been conducted in Southeast Asian countries 910,11,12. In
Vietnam, prevalent infectious diseases as dengue, influenza, and rotavirus were studied in a cohort of
neonates 12. In a pediatric cohort of Nicaragua, children were followed up until they were 14-years-
old for an overall incidence of 16.1 cases of dengue/1,000 person-years. Most of the primary dengue
cases occurred in children under 6-years-old 13,14. In Brazil, a birth cohort study was carried out in
Recife showing a cumulative incidence of dengue of 10% in infants in their first year of life 15. Pro-
spective studies including both passive and active serological surveillance are important to estimate
the incidence of arbovirosis and to guide control measures.

Focused efforts worldwide on mosquito vector control have not been very successful 16,17,
Although most studies consider the household as the main default location of arboviruses, daycare
spaces for young children and neighborhood key-sites (such as junkyards, thrift stores, factories, tire
repair shops and garages) should also be included in epidemiological studies. Although these sites may
contribute to a significant proportion of the overall mosquito population, they are not usually priority
targets for vector surveillance and control 18,19,

In 2012, considering the epidemiological scenario in Brazil, the main objective of the study was to
increase the knowledge about the prevalence of maternal antibodies and the kinetics of the maternal
anti-DENV antibodies transplacental transference, essential to understand the dynamics of the dis-
ease incidence and to establish the optimal age for vaccination. Furthermore, we expected to contrib-
ute to the identification of asymptomatic cases and their role in disease transmission, which became
even more challenging after the ZIKV emergence due to its serological cross-reactions with DENV.

This article aims to describe the implementation and characteristics of a populational-based birth
cohort for the study of arbovirosis integrating entomological data in a low-income urban area in Rio
de Janeiro. The laboratory investigation is not within the scope of this publication.

Methods

A prospective cohort study of 0-5-year-old children resident in Manguinhos — a low-income commu-
nity in Rio de Janeiro, Brazil — began in May of 2012 and is ongoing. Manguinhos, with approximately
36,000 inhabitants, had, at the beginning of the study, one of the lowest Human Development Indices
of the municipality (12nd in the ranking of 126 neighborhoods) 20. Primary care is delivered by two
primary health-care facilities that coordinate the work of 13 family health teams 21: the health center
at Sergio Arouca National School of Public Health (ENSP)/Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz) and
Victor Valla Family Clinic.

The initial design of this prospective populational-based birth cohort for dengue ended at the age
of 2 years. In 2014, the follow-up was extended to 5-years-old, in order to study the natural history of
dengue in the children in this area. In 2015, we reopened the enrollment to compensate the dropout
rate and to include in the study two other arboviruses, Zika, and chikungunya, already spreading in
the city (study design is summarized in Figure 1).

Cad. Saude Publica 2019; 35(5):e00023918



ARBOVIROSIS POPULATIONAL-BASED BIRTH COHORT STUDY

Figure 1

Study design of the arbovirosis birth cohort study in Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil.

RECRUITMENT AT PRIMARY HEALTH CARE FACILITIES
+ Written informed consent;
+ Epidemiological and clinical data collected at standardized form;
15t RECRUITMENT (2012-2014): Women at third semester of gestation and their infants after birth;
Blood sample collected for DENV serological survey.

27 RECRUITMENT (2015-2017): Women at any week of gestation and children (0-5years-old),

Blood sample collected for DENV, ZIKV and CHIKV laboratory survey.
Pregnant women — urine collected for Zika-PCR

v v v

SCHEDULED PEDIATRIC VISITS FEBRILE/RASH SURVEILLANCE ENTOMOLOGICAL
+ Epidemiological and clinical data COMPONENT
collected at standardized form; PASSIVE HOUSEHOLDS (2014-2017)
Mothers were instructed to contact the study staff Mosquitoes aspiration in the
2012-2014: anytime, in case of infant s fever or rash. household of the febrile/rash case
* Periodicity: within 7 days after symptomatic
1styear: quarterly, 2 year: ACTIVE pediatric visit.
biannual; 3t to 5* year: annual; Contact is made biweekly by telephone calls,
- Blood sample collected: DENV Facebook and WhatsApp. SCHOOLS AND KEY-SITES
serological survey. (2015-2017)
PEDIATRIC VISIT Mosquitoes traps and ovitraps
2015-2017: + Scheduled within 7 days after the onset of remained 24 hours in the schools
symptoms; and one week in the field.

« Periodicity: annual;

+ Blood sample collected for
DENV, ZIKV and CHIKV laboratory
survey.

+ Clinical questionnaire.

2012-2014:
* Blood sample collected: DENV serological
survey, DENV-PCR, and CBC.

2015-2017:
+ Blood sample collected: DENV and CHIKV
serology survey, DENV-PCR, Zika-PCR, and CBC.

CBC: complete blood count; CHIKV: chikungunya virus; DENV: dengue virus; PCR: polymerase chain reaction;
ZIKV: Zika virus.

Sample size

As there is no available data about incidence, and it varies substantially between epidemic and non-
epidemic years, we estimated an incidence of 50%, conservatively, leading to a sample size higher than
necessary (fixing the other variables). For the sample size calculation, a level of significance of 0.05 and
a statistical power of 0.8 was set, resulting in a sample of 383 newborns 22. Considering 25% of loss,
we aimed to recruit 500 pregnant women. The sample size to reopen the enrollment has considered
the lower incidence risk of dengue (0.08) in the two years (2013-2015) and an absolute error of 0.035.
Losses of 32.5% over the same period were considered, resulting in approximately 700 children.

Eligibility criteria and recruitment

The main eligibility criterion was to be assisted by the primary health care facilities. Newborns whose
parents withdrew consent for infant participation at any time during the follow-up were excluded.
Participants who moved from the study area were also excluded because they were no longer assisted
by the primary health care facilities and would not represent the local incidence of arbovirosis.
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¢ 1Istrecruitment: 2012-2014

From 2012 to 2014 the eligibility criteria were women in the third trimester of pregnancy enrolled
in low-risk prenatal care at the primary health care facilities. Their offspring were automatically
included in the study.

A standardized form to collect epidemiological and clinical data of pregnant women’s recruit-
ment was applied. Blood samples from mothers collected at recruitment and at delivery were stored
at -80°C.

e 2nd recruitment: 2015-2017

From 2015 to 2017, the eligibility criteria were pregnant women at any gestational week. Newborns
were included in the study after parental informed consent and had the same follow-up of any other
children in the cohort.

Epidemiological and clinical data were registered in a similar form of the previous group
(Supplementary Material 1: http://cadernos.ensp.fiocruz.br/site/public_site/arquivo/suppl-
€000239-18-1_2773.pdf). Blood and urine samples collected at every trimester and at delivery were
stored at -80°C.

Since early 2016, children aged 0-5 years have been recruited to replace losses to follow-up.

Follow-up

At the primary health care facilities, questionnaires were applied by nurses, the material collection
was performed by specialized technicians, while physical examinations and febrile consultations were
performed by pediatricians.

Newborns that were included between 2012 to 2014 had a quarterly contact in the first year, bian-
nual in the second year, and annual in the third, fourth and fifth years of follow-up. Newborns and
children included between 2015 and 2017 had annual scheduled pediatric visits or febrile/rash visits.

Clinical history, physical examination, anthropometry, and demographic data (i.e., address and
phone number) of infants were collected at each contact in a standardized form (Supplementary
Material 2: http://cadernos.ensp.fiocruz.br/site/public_site/arquivo/suppl-e000239-18-2_2175.
pdf). Blood samples were stored at -80°C.

We only considered a loss to follow-up if the child had no contact for one year. Children missing
any scheduled contact were re-invited by phone, social networks, message apps or by household visits
by the staff.

Febrile/rash surveillance

Passive and active febrile/rash cases surveillance was also included in the study protocol. Mothers
could contact the study staff anytime in case of an infant’s fever or rash. Active surveillance of children
was fortnightly by phone calls and household visits. Since 2014, the use of the most popular social
network and message app (Facebook and WhatsApp) was implemented.

In case of fever or rash, a pediatric visit was scheduled within seven days of symptoms onset. The
protocol included a clinical evaluation by a pediatrician and blood sample collection for complete
blood count (CBC), dengue and chikungunya serological tests, reverse-transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) for dengue and Zika. Families were told to return for a consultation with
the infant within 48 hours after the first febrile/rash visit for a clinical review and 14 days after the
onset of symptoms for pairing serological tests. Children missing those return visits were invited to
schedule it again by phone, social networks, and message apps or by home visits by the staff.

Entomological surveillance

Mosquitoes capture was performed weekly and started in February 2014 in the households and in
May 2015 in schools and key-sites in the vicinity of the fever/rash cases within seven days after the
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symptomatic pediatric visit. Adult mosquitoes were collected using backpack aspirators 23 follow-
ing febrile/rash notifications. Collections by aspiration took 15-20 minutes per site 202122232425, A
total of 45 ovitramps — consisting of a black plastic container filled with hay infusion and a wooden
paddle — were placed weekly in schools from October 2015 to May 2016 to routinely collect mos-
quito eggs 24. Adults were carried on dry ice to the Sentinel Operational Unit for Mosquito Vectors
(Nosmove/Fiocruz), where they were counted, sexed and identified according to the standard taxo-
nomic key 25. Wooden paddles were collected weekly and inspected for the presence of eggs, which
were counted and hatched at 25-28°C and 80% humidity. Engorged and nonengorged females were
stored in the freezer (-80°C) until tested 26. All collection sites were geocoded using GPS. A struc-
tured questionnaire was developed to collect socioeconomic data of participants and environmental
data of households.

Ethics approval and consent to participate

Informed consent was signed by each pregnant woman and by the children’s parents at the moment
of recruitment and cohort extension. The study protocol was approved by the Ethics Committee of
the ENSP/Fiocruz (protocol number: 1.721.793, CAAE: 13202113.1.0000.5240).

Data analysis and statistical procedures

The descriptive analysis presented included the data available for the period between May 2012 and
July 2017. Differences in mothers characteristics between groups of infants included and not included
in the cohort follow-up were determined by Chi-square test. Statistical analysis was performed using
R statistical package, version 3 (http://www.r-project.org) 23.

Results

The results presented here are the adherence of participants, children’s follow-up by the number of
consultations, entomological surveillance, and characteristics of the household.

Cohort enrollment and a number of participants in the follow-up is shown in Figure 2. At the
beginning of the study (first recruitment), 78.4% of the eligible infants were included in the cohort
follow-up. There were no statistically significant differences in the mother’s age, marital status, eth-
nicity or years of study between groups of infants included and not included in the cohort follow-up.

Almost 17% of infants recruited were lost to follow-up in the first year of life and 17% in the sec-
ond year. Most of them could not be located (unsuccessful contact or address not found) (n = 57; 47%)
or had moved (n = 35; 29%) in two years.

From the second recruitment, 332 new children were included in the study. To date, 719 children
were enrolled in the study with at least one blood sample collected: 451 children are on follow-up, 75
5-years-old children concluded the study, and the others were lost during the period (Figure 2). One
child died because of non-infectious disease.

Cohort participants reside in different areas covered by primary health care facilities in Manguin-
hos (Figure 3).

Most of the mothers enrolled in the study were young, married or living with a partner and with
a median level of schooling (Table 1).

There was a similar proportion of male (48%) and female followed-up in 2,759 pediatric consulta-
tions during the study period. Among 2,181 scheduled consultations in the follow-up routine, 81.8%
of children were asymptomatic. In total, there were 976 symptomatic consultations between sched-
uled and febrile/rash surveillance visits.

Phone calls, WhatsApp or Facebook messages were effective methods for active febrile/rash sur-
veillance in 36.7% of cases, while household visits were successful in 48.7% of cases. Passive contacts
were not registered.

At the beginning of the study, 34.4% of infants have not even had one febrile or rash consultation.
After implementation of the media apps for active surveillance, this proportion decreased to 29.6%,
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Figure 2

Flowchart of participants of the arbovirosis birth cohort study in Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil, 2012-2017.

1st Recruitment (2012-2014)

Extension of follow-up until 5 years

2nd Recruitment (2015-2017)

56 still pregnant '

| 502 pregnant women enrolled |

—

8 stillbirths |
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A 4
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322 infants were followed-up

1 year

2 address not found

28 unsuccessed contact

44 54 infants loss of follow-up |—> 10 withdrawn

13 change of address
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________ 2 address not found
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44 48 children not enrolled |—> 37 change of address
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y

220 children included in the
cohort extension (3-5 years)

4 change of address
l—>| 8 children loss of follow-up |—> 3 unsuccessed contact

212 children were followed-up
for 3 years or more

26 change of address

13 refusal | 304 pregnant women enrolled |

7 abortion
6 unsuccessed contact

2 withdrawn

4 stillbirths |

190 infants eligible

45 refusal |‘—

y

| 145 infants included in the study |—>

| 187 new children included

F——

1 withdrawn

13 change of address

44 18 children loss of follow-up |—> 4 unsuccessed contact

1 child's death

44 75 children concluded the study |

y

| 451 children on follow-up

and the total number of febrile or rash consultations increased 3.5-fold. During the study period, no
temporal pattern, seasonality or peak of febrile cases were observed in the graphics, depicting the

small number and high fluctuation of cases (Figure 4a).

During the entomological surveillance, 277 households, 23 key-sites, and nine schools were vis-
ited for the collection of adult mosquitoes and eggs (Figures 4a and 4b). A total of 10,105 adult mos-
quitoes were collected, including 3,457 Ae. aegypti, 46 Ae. albopictus, 16 Ae. scapularis, 4 Ae. fluviatilis and
6,582 Culex quinquefasciatus. Moreover, 46,047 eggs were collected from the schools. The mean eggs/
week collected per school varied between 13.2 and 233. From the total eggs collected, 12 Ae. albopictus
and 183 Ae. aegypti larvae were identified (eclosion rate: 0.42%).

Several characteristics of the households presented potential breeding sites, as described in

Table 2.
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Figure 3

Geographic distribution of participants of the arbovirosis birth cohort study in Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil.
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care facilities
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Fiocruz: Oswaldo Cruz Foundation.
Note: the distribution of participants in the areas covered by primary health-care facilities is shown.
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Table 1
Characteristics of mothers enrolled in the arbovirosis cohort study in Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil, 2012-2017.
2012-2014 2015-2017
(N =502) (N =452)
Mean age in years [SD] 25 [6] 24 [7]
Marital status *
Single 179 (35.7) 151 (33.6)
Living with partner or married 317 (63.1) 298 (65.9)
Separated/Divorced 3(0.6) 2(0.5)
Widowed 2(0.4) -
Ethnicity **
Brown 322 (64.2) 215 (47.6)
Black 72 (14.3) 91 (21.2)
White 108 (21.5) 133(29.4)
Yellow - 5(1.1)
Indigenous - 2(0.7)
Years of study ***
<9 255 (50.8) 209 (46.2)
9to 12 231 (46.0) 231 (51.1)
>12 15(3.2) 12(2.7)
Note: Number of mothers for each category is indicated, followed by percentage in parenthesis.
* Two missing data;
** Five missing data;
*** One missing datum.
Figure 4

Total number of febrile/rash cases and Aedes spp. collected per month during the study period.

4a) Monthly febrile/rash cases and Aedes spp. capture in the households
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Figure 4 (continued)

ARBOVIROSIS POPULATIONAL-BASED BIRTH COHORT STUDY

4b) Monthly Aedes spp. capture at schools and key-sites
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Note: the number of febrile/rash cases (blue line) and mosquitoes (red line) numbers collected where febrile/rash cases were reported is shown (a).

The number of adult traps and ovitraps at schools (purple line) and key-sites (green line) is shown (b). Aedes spp. included the species Ae. aegypti, Ae.

albopictus, Ae. scapularis, and Ae. fluviatilis.

Discussion

Table 2

Characteristics of participants’ households of the arbovirosis cohort study in

Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil, 2012-2017.

N =341
n (%)

Household water tank 181 (53.1)
Properties in the vicinity *

Junkyard 35(33.3)

Tire repair shops 17 (16.3)

Recycling centers 10 (9.5)

Abandoned house 43 (40.9)
Destination of household waste **

Garbage container 194 (56.9)

Regular garbage collection 139 (40.8)

*N =105;
** Eight missing data.

This study is the first birth populational-based cohort in a low-income neighborhood in Rio de
Janeiro, an important hub for all arbovirosis endemic in South America. We describe the method-

ological aspects and the complexity of implementing a comprehensive cohort study in such areas of a

large urban settlement in a middle-income country, enlightening the main obstacles and facilitators.

Participants’ households were homogeneously distributed in the Manguinhos territory. The

primary health care facilities was very important to improve adherence, and especially helpful in the

recruitment process of pregnant women and children. The similarity of social and demographic char-

acteristics in both phases of recruitment indicates that the criterion for eligibility was homogeneous

and had not changed over time.
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The pediatric care offered to the children included in the study was central to the adherence; a
large number of consultations indicated the importance of this cohort. Most children had at least one
scheduled pediatric visit in the first two years of life, and the annual loss of follow-up was almost the
same in each year

Concerns about newborns blood collection were the most relevant reason for the refusal of
pregnant women to participate in the study, as shown in previous studies 910,11,12,14, In addition, the
frequency of dropouts in this populational-based birth cohort was directly related to the social and
housing conditions of the study’s territory.

Phone calls to invite children to scheduled visits were often unsuccessful due to the frequent
phone number and address changes, both inside and outside the territory of Manguinhos. In 2008, the
federal government implemented a housing, transportation and sanitation program (Growth Accel-
eration Program — PAC) in the area, resulting in a series of urban movements, partially explaining the
loss of follow-up 27. Moreover, urban violence related to traffic dealers and police gun conflagrations
limited the movement of families and restricted the presence of the research team in the area 28. In
fact, the proportion of losses was similar in other cohort studies in the same region (30.7%-35%) 29.
However, losses were smaller (14.7%) in a hospital-based infant dengue cohort study carried out in
Recife, Pernambuco State 15,

The implementation of the Pacifying Police Unit (UPP-Manguinhos), a policy of local develop-
ment, social inclusion and action against violence in the area, benefited the neighborhood and, conse-
quently, the study between 2013 and 2015, when it was interrupted. The lack of regular investments
in the study area impaired the maintenance of improvements in public health interventions and,
hence, the ongoing projects.

During the study, we adopted some strategies to improve attendance at scheduled visits. The
availability of a car ride to bring participants from their residences to the health unit for the pediatric
consultations was a successful approach. The use of social networks, such as Facebook and WhatsApp
in 2014, improved the communication between the family and the project team. Furthermore, we
used visits by our local staff to remind participants of the scheduled visit when other strategies were
not successful.

Most cohort studies have used mainly passive surveillance of suspected cases for disease moni-
toring 11,12,13,14, In this study, although young, mothers were concerned about their children, which
helped increasing adherence to the project and contributed to the surveillance of febrile children.
The most effective strategy to enhance the frequency of children consultation was the household visit
performed by the local field assistants.

Integration of entomological surveillance with the epidemiological populational-based cohort
study was successful, resulting in relevant data. Household conditions favored the presence of Ae.
aegypti. The presence of water reservoirs inside the households results in potential breeding sites and
contributes to stable mosquito infestation over time 30,31. As expected, mosquitoes collection in key-
sites and daycare facilities were more effective than in the households 30. In almost all households in
which a febrile case dwelt, the Aedes spp. was collected. Ae. albopictus, a competent vector for impor-
tant arboviruses and more commonly found in areas with higher vegetation coverage, was present in
this low-income urbanized area 32. Moreover, Zika virus was detected in April 2015 in engorged Ae.
aegypti mosquitoes collected in this area 26.

During the dengue and Zika epidemics in 2013/2014 and 2015/2016, respectively, there was no
increase in the referred incidence of fever or rash episodes among children. Whether previous dengue
infection or maternal antibodies protected them against Zika or they had asymptomatic infections is
unknown. Further serological studies are needed to answer this question.

Reopening the cohort was sufficient to replace the dropouts and contributed to the incorporation
in the study of another arbovirosis such as Zika and chikungunya virus infection, since 2015 426,32,
The opportunity for detecting emerging infectious diseases increases in an open cohort with time
extension and constant enrollment of new participants and changing of clinical criteria inclusion, all
within a flexible methodology, in contrast to regular clinical research protocols.

Our capacity to mount a rapid research response during emergency periods such as the detection
and follow up of ZIKV positive pregnant women at the very beginning of the Zika epidemic was due
to the existence of this ongoing cohort study 4. Furthermore, although challenging, adding an ento-
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mological component to the study enabled detection of ZIKV in mosquitoes before the first case of

autochthonous ZIKV virus disease was diagnosed in Rio de Janeiro 26,
Although the contests and facilitators discussed here are not statistically representative of the

population as a whole, our results highlights the need of studies in endemicity places and, maybe, even

contribute to the implementation of similar studies in these areas.
The ability to perform such a population-based cohort study relied on the willingness and enthusi-

asm of a multidisciplinary team, capable of keeping continuous surveillance over the years. Together,

our indirect results 426,32 underscore potential contributions of this structured sentinel populational-
based birth cohort, both towards the knowledge of risks and awareness of emerging pathogens.
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Resumo

Estudos de coorte com um componente de vigilan-
cia epidemiolégica podem contribuir para nosso
conhecimento dos aspectos clinicos e dos padroes
de transmissdo de arboviroses. Este artigo descreve
a implementac¢do de um estudo de coorte de nasci-
mento de base populacional que incluiu um com-
ponente de vigilancia entomoldgica e desafios rela-
cionados numa comunidade desfavorecida do Rio
de Janeiro, Brasil. Os participantes foram recru-
tados em dois periodos: de 2012-2014 e de 2015-
2017. As criangas tiveram consultas pedidtricas
agendadas e em caso de febre. Dados epidemiologi-
cos, clinicos e amostras bioldgicas foram coletadas
nas visitas pedidtricas. A vigilancia ativa febril
foi realizada por meio de ligacaes telefonicas, re-
des sociais, aplicativos de mensagens e visitas do-
miciliares. Um total de 387 recém-nascidos e 332
novas criangas foram incluidas durante o primeiro
e segundo periodos de recrutamento, respectiva-
mente. Em Julho de 2017, havia 451 criancas em
seguimento. Durante o estudo, foram realizadas
2.759 visitas pedidtricas: 1.783 assintomdticas e
976 consultas por febre/exantema. O niimero de
consultas por febre ou exantema aumentou 3,5
vezes apos uso de ferramentas de midia para vi-
gilancia. Nenhum padrao temporal, sazonalidade
ou pico de casos de febre foi observado durante o
periodo do estudo. Um total de 10.105 mosquitos
adultos (incluindo 3.523 Aedes spp. e 6.582 Culex
quinquefasciatus) e 46.047 ovos foram coletados
de domicilios, escolas, e pontos estratégicos. Apesar
dos desafios, esta coorte de nascimento sentinela de
base populacional é relevante para o conhecimento
dos riscos e de patigenos emergentes.
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Resumen

Un estudio completro de cohorte que incluya una
vigilancia entomoldgica puede contribuir a nues-
tro conocimiento de aspectos clinicos y patrones de
transmision de arbovirosis. Este articulo describe
la implementacion de un estudio poblacional de
cohorte de nascimientos que incluyd el componente
de vigilancia entomoldgica y los desafios asociados
en una comunidad desfavorecida de Rio de Janei-
ro, Brasil. Los participantes fueron captados en
dos periodos: de 2012a 2014y de 2015 a 2017. Los
nifios tenian fijadas consultas pedidtrica regula-
res y por fiebre. Durante las visitas pedidtricas, se
recogieron datos epidemioldgicos y clinicos, asi co-
mo muestras bioldgicas. Se realizé una vigilancia
activa de la fiebre mediante llamadas telefonicas,
redes sociales, aplicaciones de mensajes, y visitas
a domicilio. Un total de 387 recién nacidos y 332
nuevos nifios fueron incluidos durante el primer y
segundo periodo de reclutamiento, respectivamen-
te. En julio de 2017 se habia realizado un segui-
miento a 451 nifios. Durante el estudio, se realiza-
ron 2.759 visitas pedidtricas: 1.783 asintomdticas
y 976 por fiebre/urgencias. El niimero de consul-
tas por fiebre o urgencias aumento 3.5-veces tras
el uso de herramientas de comunicacion para la
viglancia. No se observaron patrones temporales,
estacionalidad o casos de picos de fiebre durante
el periodo de estudio. Un total of 10.105 mosquitos
adultos (incluyendo 3.523 Aedes spp. y 6.582 Cu-
lex quinquefasciatus) y 46.047 huevos fueron re-
cogidos de viviendas, escuelas, y lugares estratégi-
cos. A pesar de los retos, esta cohorte de nacimiento
estructurada y supervisada, basada en poblacion
es relevante para el conocimiento de los riesgos y la
concienciacion sobre patégenos emergentes.
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