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Mugabe, VA. Estudo eco-epidemidlogico sobre a ocorréncia de arboviroses na cidade de
Quelimane — Mo¢ambique.

Resumo
Em Mogambique, existem poucas informagdes sobre a ocorréncia de infec¢des por arbovirus.
Este estudo teve como objetivos investigar a frequéncia e fatores associados ao diagndstico de
dengue, chikungunya e zika em pacientes atendidos por doengas febris agudas, nos centros de
saude, na cidade de Quelimane — Mogambique. Adicionalmente, inquéritos ambientais e
entomologicos foram realizados nos domicilios e peri-domicilios dos participantes do estudo
para estimar a densidade vetorial e identificar os principais locais de reprodu¢do de mosquitos
do género Aedes. O estudo teve um desenho transversal, baseado em dados da vigilancia
sentinela para doengas febris agudas, realizada prospectivamente na cidade de Quelimane pelo
Instituto Nacional de Satide de Mocambique, entre fevereiro e junho de 2016. Foram incluidos
no estudo 163 pacientes, cujas amostras de soro foram testadas para dengue, chikungunya e
zika. Foram usados testes de imunoensaio enzimatico (ELISA) IgM e IgG para detecgdo de
infeccdes pelos virus da dengue (DENV) e chikungunya (CHIKV); testes
imunocromatograficos rapidos (RDT, rapid diagnostic test) para DENV (NS1, IgM e IgG) e
CHIKYV (IgM) e reagdo em cadeia da polimerase da transcriptase reversa, em tempo real (qQRT-
PCR) Trioplex para DENV, CHIKV e ZIKV. O teste de neutralizacdo por reducdo de placa
(PRNTSj) foi empregado em um subgrupo de amostras que foram positivas para CHIKV por
ELISA IgG. Os participantes também foram testados para malaria por um teste
imunocromatografico que detecta IgM. Os participantes incluidos no estudo foram
caracterizados por meio de medidas de frequéncia relativa, de tendéncia central e de disperséo.
Andlises bivariada e multivariada de regressdo log binomial foram usadas para verificar a
existéncia de associacdo entre fatores sociodemograficos e a prevaléncia de anticorpos IgG
anti-chikungunya. Razdes de prevaléncia (RP) e intervalo de confianga de 95% foram
estimados. Durante os inquéritos ambientais e entomoldgicas foram realizados busca por
criadouros de Aedes spp., coleta de larvas, instalagdo da ovitrampas e obtencdo das
coordenadas geograficas dos domicilios visitados. Calculou-se o indice de positividade da
ovitrampa (IPO) e o indice de densidade de ovos (IDO) e utilizou-se o Qgis 2.14 para
demarcac@o dos locais de residéncia dos pacientes em um mapa da Cidade. Dos 163 pacientes
estudados, 35 (21,5%) tiveram o diagndstico de malaria. N@o houve identificacdo de
participantes com infecgdes por DENV, CHIKV e ZIKV através do qRT-PCR ou por
soroconversdo. Entretanto, dos 127 pacientes testados pelo RDT NS1 para dengue, 4 (3,2%)
foram positivos e dos 104 pacientes testados pelo ELISA IgM para dengue, 1 (0,9%) foi
positivo. Em relacdo a chikungunya, dos 163 pacientes testados, 17 (10,4%) foram positivos no
ELISA IgM e 103 (63,2%) foram positivos no ELISA IgG. Maior idade e menor escolaridade
associaram-se independentemente com a presenca de IgG anti-CHIKV. A prevaléncia de
anticorpos IgG anti-CHIKYV foi 1,7 (IC95%: 1,3-2,1) vezes maior entre os pacientes com baixa
escolaridade quando comparada aquela dos pacientes que no minimo ingressaram no ensino
secundario, mesmo apds ajuste para faixa etaria. As inspe¢des ambientais e entomologicas
foram realizadas nos domicilios/peri-domicilios de 79 pacientes e em 16 (20,3%) das casas
foram identificados imaturos de mosquitos da espécie dedes aegypti. Os criadouros onde havia
imaturos foram: pocos, pneus, cascas de coco, baldes, latas, tubo de esgoto e area com actimulo
de lixo. Em relagdo aos indices entomoldgicos, o Indice de Positividade da Ovitrampa (IPO)
foi de 25,0% (16/64) ¢ o Indice de Densidade do Ovo (IDO) foi de 90,8 (1453/16) ovos por
palheta. A disposi¢do espacial dos enderecos de residéncia dos pacientes com evidéncia
laboratorial de infec¢@o pregressa por CHIKV sugeriu que as infec¢cdes devem ocorrer em
todas as areas da Cidade. Concluiu-se que a dengue ocorre com baixa frequéncia na cidade de
Quelimane enquanto que chikungunya deve apresentar transmissdo endémica. A identificacdo
de grande densidade do mosquito vetor refor¢a que a cidade de Quelimene apresenta condigdes
de manter uma transmiss@o autoctone de arbovirus.
Palavras-chave: arboviroses, dengue, chikungunya, zika, doencgas febris agudas, entomologia,
Quelimane.



Mugabe, VA. Eco-epidemiological study of arboviroses occurrence in Quelimane city —
Mozambique
Abstract

In Mozambique, there is little information on the occurrence of arbovirus infections. The
objective of this study was to investigate the frequency and characteristics associated with
dengue, chikungunya or zika infections in patients that sought medical care for acute febrile
illnesses in health centers of Quelimane city - Mozambique. Environmental and entomological
surveys were carried out in the households and perydomiciliary environment of the study
participants to estimate the vector density and to identify the main breeding sites of mosquitoes
of the Aedes genus. The study had a cross-sectional design, based on data from sentinel
surveillance for acute febrile illnesses, conducted prospectively in Quelimane city by the
National Institute of Health of Mozambique between February and June 2016. The number of
recruited patients in the study was 163, whose serum samples were tested for dengue,
chikungunya and zika. IgM and IgG enzyme immunoassay (ELISA) tests were used to detect
dengue virus (DENV) and chikungunya virus (CHIKV) infections; Rapid
immunochromatographic tests (RDT, rapid diagnostic test) for DENV (NS1, IgM and IgG)
and CHIKV (IgM) and Trioplex real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction
(qQRT-PCR) were used to detect the DENV, CHIKV and ZIKV virus. The plaque reduction
neutralization test (PRNTs() was used in a subgroup of samples that were CHIKV positive by
ELISA IgG. Participants were also tested for malaria by an immunochromatographic test that
detects IgM. Participants included in the study were demographically and clinically described
using frequency, central tendency and dispersion measures. Bivariate and multivariate analyzes
of binomial log regression were used to verify the existence of association between
sociodemographic factors and the prevalence of anti-chikungunya IgG antibodies. Prevalence
ratios (PR) and 95% confidence intervals were estimated. During the environmental and
entomological surveys, breeding sites of Aedes spp. were sought, larvae were collected,
ovitraps were installed and geographic coordinates obtained in the households that were
visited. The egg positivity index (EPI) and egg density index (EDI) were calculated and Qgis
2.14 was used to geocode all patients point of residence. Of the 163 patients studied, 35
(21.5%) had malaria. There was no patient with acute infections of DENV, CHIKV and ZIKV,
measured either qRT-PCR or by seroconversion. However, of the 127 patients tested by RDT
NSI for dengue, 4 (3.2%) were positive and 1 (0.9%) of the 104 patients tested by IgM for
dengue was positive. Regarding chikungunya, of the 163 patients tested, 17 (10.4%) were
positive in the IgM ELISA and 103 (63.2%) were positive in the IgG ELISA. Greater age and
lower educational level were independently associated with the presence of anti-CHIKV IgG.
The prevalence of anti-CHIKV IgG antibodies was 1.7 (95% CI: 1.3-2.1) times higher among
patients with low educational level when compared to patients who at least attended secondary
education, even after adjusting for age. Environmental and entomological inspections were
carried out in the households/ peridomiciles of 79 patients and in 16 (20.3%) of the houses,
immature forms of Aedes aegypti mosquitoes were identified. Immature forms of Aedes
aegypti mosquito were found in wells, tires, coconut shells, buckets, cans, sewage pipe and
garbage accumulation areas. Regarding entomological indices, the EPI was 25.0% (16/64) and
the EDI was 90.8 (1453/16) eggs per trap. The spatial distribution of households of patients
with laboratory evidence of CHIKV infection suggests that infections occur in all areas of the
city. Dengue occurs with low frequency in the city of Quelimane while chikungunya must
present endemic transmission. The high mosquito density identified reinforces that Quelimane
city presents conditions to maintain an autochthonous transmission of arboviruses.

Keywords: arbovirus, dengue, chikungunya, zika, acute febrile disease, diagnosis,
entomology, Quelimane.



SIGLAS E ABREVIATURAS

% — percentagem

°C — graus Celsius

CDC — Center for Disease Control and Prevention
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DENYV - virus Dengue

ELISA — imunoensaio enzimatico

EPI — egg positivity index
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Fig. — Figura
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h — horas
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mRDT — teste de diagndstico rapido de malaria (malaria rapid diagnostic test)
NSI — proteina ndo estrutural 1 do virus dengue

P.f. — P. falciparum

PRNT - Ensaio de neutralizagdo por redugéo de placa;
gRT-PCR — Reacdo em cadeia da polimerase da transcriptase reversa em tempo real,;
RDT - teste de diagnostico rapido

RP — Razio de prevaléncia

rpm — rotagdo por minuto

SCD - Sindrome de Choque da Dengue

ZIKV — virus Zika



APRESENTACAO

Esta dissertacdo representa o produto final do curso de Mestrado em Saude
Comunitaria, com concentragcdo em Epidemiologia, iniciado em margo de 2015, no Instituto de
Saude Coletiva da Universidade Federal da Bahia. O trabalho foi elaborado na forma de um
artigo original, cujo objetivo foi investigar a ocorréncia de arboviroses (dengue, chikungunya e

zika) na cidade de Quelimane — Mogambique.

As arboviroses, sobretudo a dengue, chikungunya e zika sdo importantes para a satde
publica em virtude das suas consequéncias adversas para a saude das populagdes. Em
Mogambique tem poucas informagdes sobre a ocorréncia de infec¢des por arbovirus. Portanto,
a investigacdo foi conduzida para produzir informagdes que ajudassem a orientar as ac¢des da

saude publica local no controle das causas de doencas febris agudas.

Em anexo, estd a versdo final do projeto desta dissertagdo, incorporando as sugestdes

apresentadas pela banca examinadora durante a qualificagdo.
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1- Introducéo

Nos ultimos anos, houve uma propagacdo sem precedentes dos virus chikungunya e
zika nas Américas, causando graves consequéncias para a saude das populagdes [1-3]. A
morbidade associada a esses dois arbovirus somou-se a carga da dengue, outra arbovirose que
acomete milhdes de pessoas todo ano no mundo ha décadas [4-6], e ampliou ainda mais a

importancia das arboviroses como um problema de saude publica global.

Na Africa, ha evidéncias de que as arboviroses ocorrem de forma endémica.
Entretanto, elas s3o pouco investigadas no continente, sobretudo na Africa Sub-Sahariana [7].
Em 2013 e 2014, o Ministério de Satide de Mogambique (MISAU) reportou surtos de dengue
na regido norte do pais (figura 1). Na sequéncia dos eventos, foi estabelecido um sistema de
vigilancia de doencgas febris, através do qual se confirmou a ocorréncia de infec¢des por
dengue em 100 (51,8%) pacientes, de um total de 193 recrutados em 2013 e em 171 (28,3%)
pacientes, de um total de 605 recrutados em 2014 nas provincias de Cabo Delgado e Nampula,
no norte do pais [8]. Este surto de dengue ocorreu trés décadas depois do primeiro e tnico
registro da dengue existente até entdo, em finais de 1984 e inicio de 1985, na provincia de

Cabo Delgado [9].

Recentemente, em 2015, foi publicado um estudo mostrando evidéncias soroldgicas
sobre a ocorréncia de chikungunya na regido sul de Mogambique. 9 (4,3%) pacientes, de um
total de 209 com doenga febril aguda apresentaram soroconversio (n = 6) e aumento de quatro
vezes os titulos (n = 3) de IgG anti-chikungunya [10]. Em relacdo aos vetores de arbovirus no
pais, as informagdes entomoldgicas existentes registram a presenga dos mosquitos do género
Aedes incluindo as espécies Ae. aegypti, Ae. africanus e Ae. simpsoni, desde a década de 1940

[11] e em 2016 foi relatado o primeiro registro de Aedes albopictus em Mogambique [12].

Apesar das evidéncias sugerirem uma possivel transmissdo autdctone de arbovirus no
pais, as principais informagdes disponiveis sobre ocorréncia de arboviroses em Mocambique
restringem-se a relatos de surtos e a real magnitude epidemioldgica da transmissdo desses
virus permanece pouco conhecida. Assim, levanta-se a hipdtese de que a dengue e
chikungunya ou outras arboviroses ocorrem, no pais, mas sdo negligenciadas no contexto de
saude publica de Mocambique. Como as arboviroses apresentam um quadro sintomatologico
semelhante a de outras doengas febris agudas como malaria [ 13], por exemplo, supomos que a
historia epidemiologica das doencgas infecciosas em Mogambique e a insuficiéncia de recursos

para o diagnostico laboratorial dessas doencas influencia, sobremaneira, a decisdo dos clinicos
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na triagem para orientacdo clinica dos pacientes com doenca febril aguda e as arboviroses

permanecem encobertas pelas doengas como a malaria, que ¢ endémica no pais [14].

Atualmente, o Instituto Nacional de Satde (INS) de Mogambique instalou postos
sentinelas em alguns hospitais do pais, nos quais ocorre a vigilancia ativa de doengas febris
agudas para diagndstico etioldgico. Portanto, através da analise dos resultados da vigilancia
realizada na cidade de Quelimane, pretende-se investigar a circulagdo de dengue, chikungunya
e zika, até entdo desconhecidas no cenario epidemioldgico da Cidade e, por conseguinte,

fortalecer o apelo para a realizagdo do diagndstico diferencial nos centros de saude.

2 — Metodologia
2.1. Local de estudo

A cidade de Quelimane é a capital da provincia de Zambézia, no centro de
Mogambique (figura 1). Localiza-se no extremo sudeste da provincia, a 20 km do Oceano
Indico ¢ ocupa uma area de 117 km? [15]. O clima € tropical umido com duas estagdes
distintas: seca ou de inverno e imida ou de verdo; a precipitagdo média anual ¢ de 1395 mm,
com fortes chuvas registradas entre os meses de dezembro e abril, equivalente a 87% da
precipitagdo anual. A Cidade tem uma temperatura média anual de 25,7 °C [16]. A populag¢do
residente estimada para 2016 foi de 245.886 habitantes; no ultimo censo geral da populagdo e
habitagdo, realizado em 2007, a populagdo contabilizada nesse processo foi de 195.758

habitantes [17].

2.2. Desenho de estudo

Trata-se de um estudo transversal, cuja base de dados provém da vigilancia sentinela
para doengas febris agudas, realizada prospectivamente na cidade de Quelimane, pelo INS, de
24 de fevereiro a 20 de junho de 2016. O posto sentinela foi estabelecido no centro de saude
de Coalane, no qual foram realizados os primeiros registros de dados da vigilancia de doencas
febris agudas na provincia para o diagndstico de arboviroses. Com base em dados
preliminares de pacientes assistidos no centro de saude de Coalane, indicando a deteccdo
sorologica de anticorpos anti-chikungunya em pacientes febris, foram criados postos
sentinelas temporarios em quatro unidades de satide adicionais, para ampliar a cobertura para
o recrutamento de pacientes suspeitos de infec¢do por arbovirus na Cidade e verificar se

estava ocorrendo um surto de chikungunya. Esses postos sentinelas funcionaram por 12 dias,
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de 21 de maio a 2 de junho, nos centros de saude: 1) 17 de setembro; 2) 4 de dezembro; 3) 24

de julho e no 4) pronto socorro do hospital provincial de Quelimane.

2.3. Recrutamento de pacientes e coleta de dados

Os centros de saude onde a vigilancia para doencas febris agudas foi realizada t€m
unidades de pronto socorro que funcionam por 24 horas, todos os dias da semana. Os
pacientes foram recrutados consecutivamente de segunda-feira a sexta-feira, entre as 7h: 30
minutos e 13:00h. Os clinicos foram treinados para utilizar um algoritmo clinico para
identificar pacientes clinicamente suspeitos de infec¢do por dengue, chikungunya e zika
durante a triagem. Foram considerados elegiveis, de acordo com os critérios do INS, pacientes
com idade igual ou superior a cinco anos, com febre referida ou medida (temperatura axilar >
37,5 °C) de até sete dias de evolugdo, com um ou mais dos seguintes sintomas: cefaleia,
artralgia, mialgia, dor retro-orbitaria e exantema. Nao foram recrutados os pacientes com
pneumonia confirmada por radiografia do térax, com suspeita de tuberculose, bronquite e

amigdalite.

Inicialmente, a vigilancia foi projetada para recrutar pacientes ndo malaricos.
Entretanto, alguns pacientes com maléria confirmada laboratorialmente foram integrados na
vigilancia pelo fato de apresentarem sintomas semelhantes aos de infeccdo por arbovirus, tais

como artralgia, dor retro-orbitaria e mialgia.

Os pacientes foram incluidos no estudo mediante o fornecimento do consentimento
verbal, precedido pela explicacdo da finalidade da vigilancia. Apds a obtencdo do
consentimento, os pacientes responderam um questionario padronizado contemplando
questdes epidemioldgicas (infec¢des prévias por arbovirus, histéria de vacinagdo contra a
febre amarela e viagens para outras regides ou para paises onde ocorre a transmissdo de
arbovirus), sociodemograficos (sexo, idade, escolaridade, ocupacdo profissional) e clinicos

(presenca de cefaleia, artralgia, mialgia, dor retro-orbitaria e outras).

2.4. Procedimentos laboratoriais

Inicialmente, coletou-se uma amostra de sangue por punc¢ido de polpa digital para o
diagndstico laboratorial de infecgdes por Plasmodium falciparum. Foi utilizado um teste
rapido da SD BIOLINE (Malaria Antigen P.f), de acordo com as orientag¢des do fabricante. O
teste detecta, apenas, o antigeno HRP-II do P. falciparum.
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Em seguida, coletou-se 10 mL de sangue total (fase aguda), num tudo seco por pungéo
venosa. Os pacientes atendidos no centro de saide de Coalane foram convidados para
retornarem no centro de saide duas semanas depois, para a segunda coleta de 10 mL de

sangue (fase convalescente).

As amostras de sangue foram mantidas refrigeradas e centrifugadas no fim do dia do
recrutamento, no laboratorio do hospital provincial de Quelimane. Neste hospital, parte do
soro foi utilizado para a detec¢do de anticorpos anti-dengue e anti-chikungunya usando-se
testes imunocromatograficos (testes de diagndstico rapidos - RDT). Para a dengue foram
utilizados os kits da SD BIOLINE Dengue Duo, que tem a capacidade de deteccdo simultdnea
do antigeno NS1 do virus da dengue e dos anticorpos anti-dengue das classes IgG e IgM, no
soro. Para a chikungunya, foram utilizados os kits da SD BIOLINE, que detectam apenas
anticorpos anti-chikungunya da classe IgM. Todos os testes foram realizados de acordo com

as orientag¢des do fabricante.

As aliquotas contendo o soro remanescente foram mantidas a -20 °C por
indisponibilidade de um congelador a -70 °C. Mensalmente, as amostras foram enviadas para
o laboratdrio de referéncia nacional do INS, onde foram realizados testes para diagndstico de
infeccdes por dengue, chikungunya e zika pela reagdo em cadeia da polimerase da
transcriptase reversa, em tempo real (qQRT-PCR), Trioplex e imunoensaio enzimatico

(ELISA).

O trioplex qRT-PCR foi feito seguindo as instrugdes do CDC (Center for Disease
Control and Prevention) [18]. Esse teste tem um papel importante porque permite detectar e
diferenciar o RNA dos virus da dengue, da chikungunya e da zika. Para o diagndstico
sorologico da dengue e chikungunya por ELISA, foram utilizados kits comerciais de Panbio
Dengue Early ELISA e EUROIMMUN, respectivamente, baseando-se nos protocolos dos

fabricantes.

Por sua vez, o INS enviou algumas amostras para a Alemanha, para a realizacdo de
testes para deteccdo de anticorpos anti-chikungunya através dos testes de neutralizacdo por
reducdo de placa (PRNTsg). Para a realizagdo do teste, foram utilizados os procedimentos
descritos por Glésker e seus colaboradores [19]. O PRNT ajuda a descartar a possibilidade de
reacdes cruzadas com outros Alphavirus, por ser um teste mais sensivel em comparagdo com

o ELISA.
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2.5. Inspecio entomolégica

Durante o recrutamento dos pacientes no centro de satide de Coalane, foram obtidos os
numeros de telefone celular e os enderecos dos domicilios desses pacientes para que uma
equipe pudesse efetuar visitas para inspecdo entomoldgica aos sabados que seguiram a
semana de inclusdo de cada paciente na vigilancia. Na residéncia de cada paciente, a equipe
obteve as coordenadas geograficas usando um GPS (Sistema de Posicionamento Global)
portatil da marca Garmine Trex, procurou por criadouros, coletou larvas em recipientes

contendo 4gua e montou uma armadilha do tipo ovitrampa.

Tanto as larvas coletadas em criadouros quanto aquelas provenientes das armadilhas
foram colocadas em recipientes plasticos transparentes e em seguida, foram transportadas para
o laboratdrio provincial de entomologia. No laboratorio, as larvas foram criadas em bacias de
reproducdo, durante 10 dias, a uma temperatura de 27°C + 2°C, até a eclos@o de mosquitos
adultos. Diariamente, as larvas eram alimentadas com rac¢do de peixe. Os mosquitos que
eclodiam eram retirados dos recipientes e colocados em uma cdmara fria (para matar os
mosquitos). Em seguida, foram identificados com uma lupa microscépica e classificados nos
niveis de espécie e género, segundo a chave de classificacdo sistematica descrita por Press,

2004 [20]. Na sequéncia foram contabilizados e depois descartados.

2.6. Analise estatistica

Os dados foram inseridos no Excel 2013 [21] e no REDCap [22] e foram analisados no
STATA versdo 12 [23]. Utilizou-se a estatistica descritiva para caracterizar a populagdo do
estudo e os dados entomologicos. Calculou-se a propor¢do global de pacientes com anticorpos
anti-dengue e com anticorpos anti-chikungunya, pela razao entre o nimero de pacientes com
amostras positivas € o numero de pacientes com amostras testadas, multiplicados por uma
base decimal (100). A prevaléncia de IgG foi estratificada por idade. Utilizou-se o coeficiente
kappa de Cohen (k) para avaliar a concordancia na deteccdo de IgM anti-CHIKV entre o RDT
e o ELISA e para avaliar a concordancia na deteccdo de IgG anti-CHIKV entre o ELISA e o
PRNT.

Foram feitas analises bivariadas tendo como desfecho a prevaléncia de anticorpos IgG
anti-CHIKYV e como varidveis preditoras, as caracteristicas sociodemograficas dos pacientes.
Em seguida, as variaveis que se associaram com o desfecho na analise bivariada, foram

incluidas em um modelo de regressdo log binomial [24] para verificar a associag@o dos fatores
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sociodemograficos na prevaléncia de anticorpos IgG anti-chikungunya, controlando por
varidveis de confusdo. Em ambas analises foi utilizado um intervalo de confianga de 95% para

determinar associacdes estatisticamente significantes.

Para os dados entomologicos, foram calculados os indices de positividade da
ovitrampa (IPO) e o indice de densidade de ovos (IDO) definidos como: IPO = NAP/NAE X
100 e IDO = NO/NAP, onde NAP — nimero de armadilhas positivas, NAE= numero de
armadilhas examinadas e NO - numero de ovos. As coordenadas geograficas foram
exportadas para o programa Qgis 2.14 para localizar, espacialmente, os locais de residéncia
dos pacientes. Assim, foi gerado um mapa que ilustra a distribui¢do espacial dos enderegos
dos pacientes recrutados no centro de saude de Coalane, classificando-os em positivos e

negativos em relagéo a infeccdo por CHIKV.

3. Aspectos Eticos

A base de dados foi cedida pelo INS. Os dados foram analisados preservando as
informagdes que permitiam a identificacdo dos pacientes. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Instituto de Saude Coletiva da Universidade Federal da Bahia (ISC-
UFBA) e pelo Comité Institucional de Bioética para a Satude de INS (CIBS).

4. Resultados

4.1. Populacio de estudo

Durante os quase quatro meses de vigilancia de doencas febris agudas na cidade de
Quelimane, foram recrutados nas cinco unidades de saude 163 pacientes (tabela 1). A maior
parte dos pacientes, 97 (59,5%) foi recrutada no centro de saude de Coalane. Todos os
pacientes eram negros e mais que a metade, 99 (60,7%) era do sexo feminino. As criangas e 0s
adolescentes (<18 anos) foram apenas 17 (10,4%) do total de pacientes recrutados. A mediana
de idade foi de 28 anos (IQR: 20-40). Aproximadamente metade dos pacientes, 80 (49,4%)
tinha baixo nivel de escolaridade. Para os pacientes com idade ndo inferior a 18 anos, 94

(64,4%) estavam desempregados.

Com base em informagdes auto referidas, nenhum paciente tinha histéria de vacinagéo
contra a febre amarela, nenhum de infec¢des prévias por arbovirus ou viagens para paises nos
quais os arbovirus sdo endémicos. Todos os pacientes tinham domicilio na cidade de

Quelimane, embora alguns trabalhassem em outros distritos da provincia da Zambézia.
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A maior parte dos pacientes (124/163; 76,1%) foi atendida nos centros de satide com

até trés dias de febre (tabela 2). Os sintomas mais comuns apresentados pelos pacientes foram

cefaleia (154; 94,5%), artralgia (144; 88,3%), calafrios (132; 81,0%) e mialgia (118; 72,5%).

4.2. Resultados laboratoriais

Embora os 97 pacientes atendidos no centro de satide de Coalane tenham sido
convidados para retornar 14 dias depois para a coleta de amostras de sangue da fase

convalescente, apenas 20 (20,6%) deles retornaram.

4.2.1. Malaria
Todos os pacientes foram testados para infec¢@o por Plasmodium falciparum por RDT
e 35 (21,5%) deles foram positivos (tabela 3). Nao houve casos graves que necessitassem de

cuidados especiais ou de internamento.

4.2.2. Dengue

De 127 pacientes submetidos & investigacdo de dengue pelo RDT, 4 (3,2%) foram
positivos para NS1, 2 (1,6%) para IgM e 1 (0,8%) para IgG (tabela 3). De 104 pacientes que
tiveram as amostras agudas testadas para dengue por ELISA, 1 (0,9%) foi positivo no ELISA
IgM e nenhum foi positivo nos ELISAs NS1 e IgG. Todos os 163 pacientes foram testados
por qRT-PCR para dengue e nenhum foi positivo. Nenhuma das amostras convalescentes foi

testada para dengue.

4.2.3. Zika

Todos os 163 pacientes foram testados por qRT-PCR e nenhum foi positivo.
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4.2.4. Chikungunya

De 124 pacientes testados pelo RDT-IgM para CHIKYV, 45 (36,3%) foram positivos
(tabela 3). Todos os 163 pacientes foram testados para CHIKV IgM por ELISA e 17 (10,4%)
foram positivos, dos quais 14 foram recrutados no centro de saiide de Coalane e 3 nos outros
centros de saide. Em relagdo a detec¢do do IgG por ELISA, 103 (63,2%) dos 163 pacientes
foram positivos, dos quais 66 foram recrutados no centro de satide de Coalane e 37 nos outros
centros de satude . Entre os 17 pacientes positivos para IgM por ELISA, 12 (70,5%) também
foram positivos no ELISA IgG. Dos 5 pacientes que eram positivos para CHIKV somente

pelo ELISA IgM, 2 (40,0%) também tiveram o diagndstico de malaria.

Em relagdo ao PRNT para CHIKYV, foram testadas amostras de 12 pacientes, das quais
11 (91,7%) apresentaram resultados positivos no PRNT; os titulos variaram de 100 a 3200.
Das 20 amostras de sangue coletadas na fase convalescente da doenga, apenas 11 foram
testadas para CHIKV por ELISA (tabela 3). Nenhum dos 11 pacientes teve sua amostra de
sangue de fase convalescente positiva no ELISA IgM para CHIKV, mas 8 (72,7%) deles
tiveram as amostras de fase convalescnete positivas no ELISA IgG. Todos os 8 pacientes com
amostra de fase convalescente positiva no ELISA IgG também eram positivos no ELISA IgG
realizado na amostra de fase aguda e, portanto, ndo houve soroconversdo. Todos os pacientes

foram testados por qRT-PCR e nenhum foi positivo.

Baseando-se nos achados laboratoriais obtidos pelos testes de ELISA, os pacientes
foram classificados em quatro grupos: i) — negativos (55/163; 33,7% pacientes sem
evidénvias de anticorpos anti-CHIKV no soro); ii) — infec¢do aguda (5/163; 3,1% pacientes
que apresentavam anticorpos do tipo IgM contra CHIKV no soro, mas ndo apresentavam
anticorpos do tipo IgG); iii) — infecgdo recente (12/163; 7,4% pacientes com anticorpos IgM ¢
IgG contra CHIKV no soro) e iv — infec¢do pregressa (91/163; 55,8% pacientes que
apresentavam anticorpos do tipo IgG contra CHIKV no soro, mas ndo apresentavam
anticorpos do tipo IgM). Os resultados de RDT ndo foram utilizados na classificacdo

laboratorial dos pacientes por serem discordantes com os resultados do ELISA.

4.3. Anilise de concordincia

Foi realizado o teste kappa de Cohen (k) para verificar: i) a concordancia entre os
resultados do IgM anti-CHIKV entre o RDT e o ELISA, e ii) a concordancia entre os
resultados de IgG anti-CHIKV entre o ELISA e o PRNT (tabelas 4 e 5). Os resultados

indicaram que nao houve concordancia entre 0 RDT e o ELISA (kappa= -0,01; p=0,8; z= -



20

0.9), mas que, em contrapartida, houve perfeita concordancia entre os resultados do ELISA e

do PRNT (kappa =1; p=0,0003; z=3,46).

4.4. Georrefereciamento dos enderecos residenciais
De 97 pacientes recrutados no centro de saide de Coalane, foram obtidas as
coordenadas geograficas dos domicilios de 79 (81,4%) pacientes. A distribuicdo espacial dos

enderecos (figura 1) ndo apresentou um padrdo de aglomeragdo dos pontos.

4.5. Soroprevaléncia de chikungunya (presenca de anticorpos IgG) e as caracteristicas
sociodemograficas

A proporg¢do de pacientes com IgG positivo anti-CHIKV (tabela 6) foi maior entre os
individuos do sexo feminino 65 (65,7%) de um total de 99 recrutados, enquanto entre os
individuos do sexo masculino, 38 (59,4%) tinham IgG positivo, de um total de 64 rectutados.
De 52 pacientes que trabalhavam, 34 (65,4%) tinham IgG anti-CHIKYV positivo enquanto de
94 pacientes que ndo trabalhavam, 64 (68,1%) tinham IgG positivo. Em relagdo a idade, a

propor¢édo dos individuos com IgG positivo mostrou uma tendéncia crescente por faixa etaria.

Na analise bivariada, as variaveis idade e escolaridade associaram-se com a
prevaléncia do IgG anti-Chikungunya. Na andlise multivariada, os resultados continuaram
estatisticamente significantes, tendo se observado para a idade, o aumento da forca de
associacdo com o aumento da faixa etaria. Os individuos com mais de 55 anos tiveram 3,0
(IC95%: 1,1-8,0) vezes mais a prevaléncia de anticorpos IgG anti-CHIKV quando
comparados com os individuos com a faixa etaria entre os 05 e 15 anos, apds o ajuste pela
escolaridade. Por outro lado, os individuos com escolaridade baixa, tiveram 1,7 (IC95%: 1,3-
2,1) vezes mais a prevaléncia de anticorpos IgG quando comparados com aqueles que no

minimo ingressaram no ensino secundario, ajustado pela faixa etaria.

4.6. Inspe¢do ambiental e entomoldgica para vigilancia de Aedes spp.

De 97 pacientes recrutados no centro de saude de Coalane, foram realizadas inspe¢des
ambientais ¢ entomoldgicas nos domicilios/peri-domicilios de 79 (81,4%) pacientes e em 16
(20,3%) foram identificados imaturos de mosquitos. Os criadouros onde havia imaturos
foram: pogos (n=2), baldes (n=2), cascas de coco (n=2), pneus (n=2), tanques para lavar roupa
(2), tubos de esgoto (n=1), tambores (n=1), latas de leite (n=4), panela (n=1) e area com

acumulo de lixo (n=1) (figura 2). Das larvas coletadas, eclodiram no laboratério, 435
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435 mosquitos Aedes spp, dos quais foi possivel identificar o tipo de espécie para 204
mosquitos. Destes, 78 (38,2%) eram machos e 126 (61,8%) eram fémeas de Aedes aegypti. A
mediana dos ovos na palheta foi de 50 (IQR: 16-92,5). Em relacdo aos indices entomoldgicos,

o IPO foi de 25,0% (16/64) e o IDO foi de 90,8 (1453/16) ovos por palheta.

5. Discussio

Em Mogambique, a semelhanca de muitos paises africanos, existem poucas pesquisas
sobre a ocorréncia de arboviroses. Este trabalho ¢ importante por fornecer pela primeira vez
evidéncias de circulagdo silenciosa de arbovirus em uma regido de Mogambique onde nunca

tinham sido registrados anteriormente.

Em particular, a identificacdo de que mais de 60% dos pacientes apresentavam IgG
para CHIKV e de que a proporc¢do de positivos no ELISA IgG para CHIKV era maior entre
aqueles com maior idade apontam para uma possivel transmissdo endémica do virus na

regido.

Os resultados do ELISA IgM para dengue sugerem que a doenga ocorre na cidade de
Quelimane, mas com baixa frequéncia (0,9% dos pacientes testados foram positivos)
comparado com outras regides onde ha o registro da doencga, dentro do pais [8] ou nos paises
vizinhos [25,26]. Embora o primeiro registro da dengue em Mogambique tenha sido feito em
finais de 1984 e principios de 1985 [9], nossos achados sugerem que o DENV deve ter sido
introduzido recentemente na cidade de Quelimane ou que infec¢des por este virus sejam
eventos esporadicos. Importa mencionar que encontramos casos de dengue NS1 (3,2%)
positivos por RDT. Apesar de esses pacientes terem sido negativos por ELISA, o achado
serve de alerta para o risco de surtos, em particular devido a alta susceptibilidade da
populagdo para todos os sorotipos do virus da dengue, ja que poucos tem anticorpos IgG anti-

dengue.

Nosso achado em relagdo a evidéncia de chikungunya, mostra que a prevaléncia de
IgM anti-CHIKYV foi de 10,4% e de I1gG anti-CHIKYV foi de 63,2%. A concordancia de 100%
do PRNT para CHIKV com o ELISA IgG para CHIKV confirma os achados do ELISA IgG.
Entretanto, ndo ha evidéncias que afastem a transmissdo de outros Alphavirus no pais e, por
isso, ndo podemos descartar a possibilidade de reagdes cruzadas com outros Alphavirus, como

por exemplo O’ nyong-nyong que circula na Africa Oriental [27].
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Estratificando em grupos, de acordo com o tipo de anticorpos anti-CHIKV presentes
no soro dos pacientes, observamos um gradiente de casos com anticorpos IgM (3,1%),
I1gM/1gG (7,4%) e 1gG (55,8%), e assumimos tratar-se de casos de infecgdo aguda, infeccdo
recente e infecc¢do pregressa, respectivamente. Mesmo sem detecgdo do CHIKV por qRT-PCR
ou soroconversdo, ¢ provavel que o virus chikungunya esteja circulando na cidade de
Quelimane. Esta ocorréncia ndo € inesperada e ja havia sido postulada por Worth em 1960
[11], em decorréncia de surtos nos paises vizinhos [28,29] e reiterada por Gudo, em 2015
[10]. Entretanto, nos surpreendeu nesta pesquisa a elevada proporcao (63,2%) de individuos
apresentando IgG anti-CHIKV. Esta frequéncia esta entre aquela (72%) registrada no Kenya,
depois da reemergéncia da doenca em 2004 [27], e aquela (45%) registrada em algumas
cidades de Madagascar, em 2009 [30]. Portanto, ha fortes razdes para se acreditar que uma
intensa transmiss@o de chikungunya ocorreu na Cidade no passado, pois, desde a recente
reemergéncia do CHIKV, muitos paises da regido incluindo as ilhas do Oceano Indico
reportaram epidemias de chikungunya [31,32]. Assim, estes achados sugerem que
chikungunya tenha se tornado endémico na cidade de Quelimane e a elevada propor¢do de
individuos com anticorpos IgG anti-CHIKV pode ser consequéncia de exposicdo acumulada

da populagéo ao virus ao longo do tempo.

Nossos resultados também confirmam especulagdes levantadas em estudos anteriores
[10], de que o virus chikungunya circulasse em areas do pais onde casos da doenca néo
haviam sido detectados. Assim, nossos achados somam-se a de estudos anteriores [33] e
ajudam a reduzir as incertezas sobre a ocorréncia de chikungunya em Mog¢ambique,
reforcando a inclusio de Mogambique como um dos paises da Africa oriental onde ha

transmissdo do CHIKV.

A distribuicdo espacial dos enderecos dos pacientes recrutados no centro de satde de
Coalane ofereceu uma ideia sobre a ocorréncia de chikungunya na cidade de Quelimane.
Infelizmente, ndo conseguimos obter as coordenadas dos domicilios dos pacientes recrutados
nos outros centros de saude. Contudo, baseando-se na observacdo da disposi¢do espacial dos
enderecos dos pacientes recrutados no centro de saide de Coalane ndo constatamos qualquer
padrio de aglomeragdo nos bairros e a aleatoriedade dos pontos (figura 1) sugere a
probabilidade de que o padrio de difusdo de chikungunya pode ter ocorrido de modo
semelhante nos outros bairros da cidade, uma vez que encontramos casos de exposi¢do ao

CHIKYV entre os pacientes atendidos nos outros centros de satude.
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A prevaléncia de anticorpos IgG entre os pacientes investigados, esteve associada com
a idade e escolaridade. Em relagdo a idade, constatou-se que a forga de associagdo aumenta
com o aumento da faixa etaria. Este achado refor¢a a hipétese de que chikungunya circula na
cidade ha décadas e, os casos ndo foram detectados durante a sua ocorréncia. Na analise
multivariada sobre a influéncia de escolaridade na prevaléncia de IgG anti-CHIKYV,
controlando pela idade, constatou-se que a baixa escolaridade associou-se independentemente
com a presenca de IgG anti-CHIKV. Dado que a escolaridade pode ser utilizado como proxy
do nivel de pobreza, com o achado sugere-se que as condigdes socioeconOmicas baixas

contribuem para a exposi¢cdo desigual da populagdo ao virus CHIKV.

Os sintomas mais frequentemente apresentados pelos pacientes estudados, como:
febre, cefaleia, artralgia e mialgia, sdo comuns para muitas doengas febris agudas, sendo, por
conseguinte, dificil de determinar clinicamente a provavel etiologia pelas suas manifestacdes.
Ao longo do tempo, em muitos paises da Africa Sub-Sahariana endémicos para maléria, a
maior parte de doengas febris eram tratadas como maldria. Dado que dengue e chikungunya
ndo foram causas frequentes para a procura por atendimento médico nos centros de saude e
que o diagnostico de maléria s6 explicou cerca de um quinto dos casos, outros agentes
infecciosos que ndo eram alvo dessa pesquisa devem ter um papel relevante na etiologia das
doencas febris na cidade de Quelimane. Investigagdes futuras com objetivo de escalerecer
melhor quais as principais causas das doencas febris em Mocambique s3o necessarias,
principalmente porque estudos tém mostrado uma grande variabilidade nos principais agentes

infecciosos que atuam na etiologiade doencas febris agudas a depender do local [26,34,35].

Dengue, chikungunya e zika s@o transmitidos principalmente pelo mosquito Aedes
aegypti [36,37]. Os nossos achados de que o Ae. aegypti ¢ abundante na cidade de Quelimane
suporta a hipotese de que ha transmissao de arbovirus na cidade e apontam para o risco de
epidemias. Nos constatamos que uma de cada cinco das casas de pacientes onde realizamos o
inquério ambiental e entomoldgico havia a presenca de formas imaturas de Ae. aegypti.
Adicionalmente, descrevemos pela primeira vez em Mogambique criadouros nos quais ocorre
a reproduc@o dos mosquitos. Trata-se de pogos sem tampa, pneus, cascas de cocos € outros
materiais descartados no entorno das residéncias e que acumulam agua. A insalubridade das
condi¢des ambientais da Cidade, o crescimento da populacdo e a ineficiéncia do sistema de
coleta e tratamento de residuos solidos, oferecem risco eminente para a explosdo da populacdo
de Aedes spp. Este fato representa um sério problema de saude publica, dado que a maior

parte da populagdo ndo estd imune contra dengue.
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Além do fato de termos identificado grande infestacdo do Ae. aegypti na cidade de
Quelimane, a observacdo de que nenhum dos pacientes qua apresentava anticorpos contra
DENV e CHIKYV tinha viajado para locais com ocorréncia endémica desses virus também
sugere que haja transmissdo autoctone da dengue e chikungunya na cidade de Quelimane.
Atualmente, ndo existem programas especificos em Mogcambique para o combate dos
mosquitos do género Aedes. Embora se saiba que as atuais estratégias adotadas para esse fim
ndo sejam capazes de impactar positivamente no controle de arboviroses [38,39], a educacdo
da populacdo sobre os riscos que a circundam e do seu papel para minimizar os efeitos desses

riscos ¢ fundamental.

Todos os pacientes estudados também foram testados para infeccdes por P.
falciparum, por ser este o maior responsavel por casos de malaria na Africa Sub-Sahariana e
uma das principais causas de doencas febris agudas [40,41]. A prevaléncia da malaria que
identificamos foi de 21,5%. Contudo, a propor¢do de casos positivos pode ser maior dado que
apenas usamos o mRDT, cuja sensibilidade ¢ relativamente baixa [42,43]. Também ndo
podemos descartar a possibilidade da ocorréncia de maléria por outros tipos do plasmoédio,
que poderiam ndo ser detectaveis pelo RDT. Digno de nota foi a identificacdo de dois casos
que apresentavam IgM para CHIKV no ELISA e RDT positivo para malaria. Esse achado
aponta para a necessidade de futuras investigagdes clinico-epidemiologicas sobre a frequéncia
com que a maldria se apresenta associada a uma co-infec¢do, bem como sobre os efeitos de

infecgdes concomitantes no curso das duas doencas.

As limitagdes do estudo incluem: i) o nfo recrutamento de pacientes durante todo o
horario de funcionamento dos centros de saude; ii) o fato de parte das atividades ter sido
programada para dar uma resposta urgente ao Ministério de Saude sobre a ocorréncia de
chikungunya na cidade de Quelimane e por essa razao nao ter sido possivel obter um numero
grande de amostras da fase convalescente; iii) a impossibilidade de testar todas as amostras de
soro da fase convalescente; a sua realizagdo ajudaria para a avaliagdo da soroconverso; iv) o
recrutamento baseado no relato da febre, que pode ter condicionado a ilegibilidade de
pacientes com outros sinais e sintomas compativeis com chikungunya, como artralgia cronica,
e, consequentemente pode ter levado a uma subestimacdo da carga da doenca; v) a
discrepancia observada entre os resultados de ELISA e RDT, o que pode ser, devido a
circulagdo de outros arbovirus relacionados que induzem reagdes cruzadas; vi) ndo ter sido
possivel testar as amostras para outros virus relacionados e que podem induzir reagdes

cruzadas; vii) por fim, as amostras de soro de fase aguda foram armazenadas a -20 °C, o que
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pode ter reduzido a sensibilidade do qRT-PCR em identificar pacientes com infec¢des por
arbovirus. Portanto, a interpretacdo dos nossos resultados deve ser feita com parcimonia,

considerando todas as limitagdes acima.

6. Conclusio e sugestdes

Apesar das limitagdes, os resultados indicam que a populacdo local da cidade de
Quelimane ¢ aparentemente acometida por doengas que ndo sdo consideradas no contexto da
saude publica local e, por conseguinte, ndo fazem parte do grupo de doencgas de notificagdo na
Cidade. Estes achados sdo significativos para a satide publica por sugerirem que os arbovirus
também influenciam para a ocorréncia de doencas febris agudas na cidade de Quelimane. A
dengue ocorre com baixa frequéncia enquanto que chikungunya parece ter transmissdo
endémica na cidade de Quelimane. As baixas condi¢des econdmicas sdo fundamentais para a
exposicdo aos virus. Acreditamos que razdes que concorrem para subnotificacdo de casos de
chikungunya na cidade de Quelimane estejam relacionadas a similaridade de sinais e sintomas

da doenca com aqueles da maldria e a falta de uma vigilancia sistematica.

Embora o estudo tenha sido realizado com uma amostra intencional, em centros de saude,
acreditamos que os resultados se aplicam para outras regides do pais, sobretudo para as
cidades costeiras, cujas condi¢des ambientais e sociodemograficas sdo similares. Para
melhorar a compreensdo dos aspectos relacionados com a carga de arboviroses, a dindmica de
transmissdo, as cepas circulantes e os vetores envolvidos, em Mog¢ambique, ainda ha a
necessidade de realizagdo de pesquisas adicionais. Por outro lado, € pertinente que as
autoridades locais de satde publica envidem esfor¢cos na formagdo de recursos humanos
qualificados e para o estabelecimento de infraestrutura para o diagndstico laboratorial dos
arbovirus, permitindo a deteccdo precoce de surtos e o reconhecimento do padrdo de

ocorréncia e transmissdo dos arbovirus nas diversas regides do pais.
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes recrutados

em cinco centros de saude da cidade de Quelimane, 2016 (N=163)

Variaveis n %
Sexo
Feminino 99 60,7
Masculino 64 39,3
Idade (anos)
Mediana (IQR*) 28 20 - 40
05-15 12 7,4
16 - 25 53 32,5
26 - 35 51 31,3
36 -45 23 14,0
46 - 55 13 8,0
> 55 11 6,8
Escolaridade**
Nenhum até ensino primario 80 49,4
completo
Secundario incompleto até 82 50,6
universitario
Trabalho***
Nio 94 64,4
Sim 52 35,6

* IQR - Intervalo interquartil
** Apenas para os pacientes com idade > 7 anos (N=162)

**% Apenas para os pacientes com idade > 18 anos (N=146)



Tabela 2. Manifestacdes clinicas dos pacientes incluidos no estudo (N=163)

Caracteristicas clinicas n %
< 3 dias de febre 124 76,1
Febre 163 100,0
Medida (t > 37.5 °C) 47 28,8
Reportada 116 71,2
Cefaleia 154 94,5
Artralgia 144 88,3
Calafrios 132 81,0
Mialgia 118 72,4
Prostracdo 106 65,0
Anorexia 79 48,5
Tosse 58 35,6
Dor abdominal 56 34,4
Dor retro - orbitaria 49 30,1
Dor de garganta 22 13,6
Vomito 18 11,0
Diarreia 14 8,6

IQR = Intervalo interquartil
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Tabela 3. Resultados laboratoriais de pacientes com doenga febril aguda, recrutados em cinco

centros de saude da cidade de Quelimane.

Total de pacientes Numero de pacientes
Teste  testados __________ positives %
Amostras de fase aguda
Malaria
antigeno HRP-II RDT 163 35 21,5
Dengue
NS1, RDT 127 4 3,2
IgM, RDT 127 2 1,6
IgG, RDT 127 1 0,8
NS1, ELISA 163 0 0,0
IgM, ELISA 104 1 0,9
IgG, ELISA 163 0 0,0
gRT-PCR 163 0 0,0
Chikungunya
IgM, RDT 124 45 36,3
IgM, ELISA 163 17 10,4
IgG, ELISA 163 103 63,2
PRNT 12 11 91,7
gRT-PCR 163 0 0,0
ZIKA
iRT-PCR 163 0 0,0
Chikungunya
IgM, ELISA 11 0 0,0

IgG, ELISA 11 8 72,7
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Tabela 4. Analise de concordancia entre os resultados de IgM anti-CHIKV por ELISA e
RDT.

ELISA
Positivos Negativos Indeterminado  Total
RDT n(%) n(%) n(%)
Positivos 5(4,0) 40 (32,3) 0 (0,0) 45 (36,3)
Negativos 6 (4,8) 72 (58,1) 1 (0,8) 79 (63,7)
Total 11 (8,9) 112 (90,3) 1 (0,8) 77/124 (63,6)

Kappa =-0,01; p=0,8; Z=-0,9; ELISA=enzyme-linked immunosorbent assay;
RDT=rapid diagnostic rest

Tabela 5. Analise de concordancia entre os resultados de IgG anti-CHIKV por ELISA e

PRNT.
PRNT
Positivos Negativos Total
ELISA n(%) n(%) n(%)
Positivo 11 (91,7) 0(0,0) 11 (91,7)
Negativo 0(0,0) 1(8,3) 1(9,3)
Total 11 (91,7) 1(8,3) 12/12 (100,0)

Kappa = 1; p=0,0003; Z=3,46; PRNT - Plaque reduction neutralization test;

ELISA=enzyme-linked immunosorbent assay



Tabela. 6. Prevaléncia de IgG anti-chikungunya de acordo com os fatores sociodemograficos (N=163)

Bruta Ajustada***
Variaveis N n(%) PR 1C 95% RP 1C 95%
Sexo
Feminino 99 65 (65,7) 1,0
Masculino 64 38 (59,4) 0,9 0,7-1,2
Idade (anos)
05-15 12 3 (25,0) 1,0 1,0
16 —25 52 26 (49,1) 2,3 0,7-5,4 2,2 0,8-6,1
26 —35 51 36 (70,6) 2,8 1,0-7,6 2,9 1,1-7,7
3645 23 17 (73,9) 3,0 1,1-8,1 3,1 1,2-8,0
46 — 55 13 11 (84,6) 3.4 1,2-9,3 3,5 1,3-9,0
> 55 11 10 (90,9) 3,6 1,3-9.9 3,0 1,1-8,0
Escolaridade*
Nenhum até ensino primario completo 80 64 (80,0) 1,7 1,3-2,2 1,7 1,3-2,1
Secundario incompleto até ao ensino universitdrio 82 39 (47,6) 1,0 1,0
Trabalho*
Nao 94 64 (68,1) 1,0
Sim 52 34 (65,4) 1,0 0,8-1,2

* Apenas para pacientes com idade > 7 anos (N=162)
** Apenas para os pacientes com idade > 18 anos (146)
*** modelo log-binomial
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Fig. 1. Distribui¢fo espacial dos enderegos dos pacientes recrutados no centro de satde de Coalane

©/Quelimane

Legend

® Positivos
© Negativos

ﬁ Centros de saude

750 1500 2250 m

A - Localizacdo de Mogambique e da cidade de Quelimane; B - Distribuicdo espacial dos enderecos dos individuos recrutados no centro
de saude de Coalane.
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Fig.2. Diferentes recipientes contendo agua e imaturos no entorno das residéncias dos

pacientes.

Legenda

a — casca de coco;
b — bacia e baldes;
¢ — pneu;

d — canal de esgoto;

€ — po¢o sem tampa
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1. Introducio

Arboviroses sdo doencas infecciosas emergentes e reemergentes que ocorrem em Varios
paises do mundo, sobretudo nas regides tropicais, com um impacto significativo para a saude
publica devido ao incremento das taxas de morbidade e mortalidade. O ciclo de transmissdo

dessas doencas envolve mosquitos hematdfagos como vetores e vertebrados suscetiveis [1].

A dengue ¢ uma das arboviroses de maior relevincia para a satde publica. As
estimativas atuais indicam que cerca de 3.9 bilhdes de pessoas vivem em paises endémicos ou
sob-risco de transmissdo da doencga [2], que causa anualmente 390 milhdes de infec¢des, entre
sintomaticas e assintomaticas [3]. Adicionalmente, os recentes surtos de chikungunya e zika
[4-7] nas Américas, associados as implicagdes sérias para a saude publica, a exemplo da
sindrome de Guillain Barré e microcefalia [7-9] realcam a importancia dessas doengas como
ameaca a saude global. O impacto das arboviroses ¢ ainda maior por ndo existirem terapias

especificas ou medidas imunoprofilaticas para a prevencdo dessas doengas [8,10-12].

No continente Africano, a ocorréncia da dengue foi reportada em pelo menos 34 paises,
entre 1960 e 2010, dos quais 12 registraram casos apenas em viajantes [13]. Bhatt e
colaboradores [3] demonstraram que, em 2010, a dengue, na Africa, respondeu por 16% das
infecgdes globais. Embora ndo seja consensual, dada a insuficiéncia de dados [2], esta
estimativa sustenta a importancia significativa da dengue para a saude publica no continente. A
reemergéncia dos virus chikungunya e zika, isolados pela primeira vez na Republica da
Tanzéania, em 1952 [14] e na floresta de Zika na Republica do Uganda, em 1947 [15],

respectivamente, também tem criado uma onda de surtos no continente [16—18].

Apesar do crescente interesse no estudo das arboviroses, na Africa, a real magnitude
epidemiologica da dengue, chikungunya, zika e outras arboviroses € pouco conhecida,
sobretudo na Africa Sub-Sahariana. Dentre varias razdes destacam-se: auséncia de vigilancia
sistematica [13], similaridade dos sinais e sintomas com outras doencgas febris, sobretudo, a
maléaria que ¢ endémica na regido, bem como os desafios para o diagndstico devido ao

desconhecimento dessas doengas e insuficiéncia de capacidade laboratorial [13,19,20].

Em Mogcambique, registrou-se a ocorréncia da dengue pela primeira vez em finais de
1984 e principios de 1985, em um surto que ocorreu na cidade de Pemba, no qual foi
identificado por reacdo em cadeia da polimerase da transcriptase reversa (RT-PCR) o sorotipo
DENV-3, sendo o primeiro registro da sua ocorréncia em Africa [20]. Desde entdio, nenhum

caso foi notificado até que um novo fosse registrado durante o surto que ocorreu em



2013/2014, nas cidades de Pemba e Nampula no norte do pais. Durante a ocorréncia,
Massanguaia e colaboradores [21] identificaram por RT-PCR o DENV-2, em 3 amostras de um
total de 193 pacientes suspeitos. Ainda no registro de ocorréncia de arbovirus no pais, uma
pesquisa sorologica evidenciou, em 2015, a ocorréncia da chikungunya em Maputo, regido sul

de Mocambique [22].

Até o presente, os principais registros sobre a ocorréncia de arboviroses em
Mogambique limita-se a descri¢do dos surtos. Entretanto, a identificagdo do Aedes aegypti em
algumas cidades do pais [23] e do Aedes albopictus em Maputo [24], sugere que o pais é
vulneravel para a ocorréncia dessas doengas, uma vez que eles sdo importantes vetores na

cadeia epidemiologica das arboviroses.

Deste modo, hipotetiza-se que a dengue, chikungunya e outras arboviroses ocorrem no
pais, mas sdo negligenciadas no contexto da satide publica local, pois, & semelhan¢a de outros
paises africanos, a endemicidade da malaria e de outras doencas infecciosas febris induz a uma
subnotificacdo dos arbovirus como etiologia das doencas febris agudas, devido a similaridade

entre os sinais e sintomas.

Com o objetivo de investigar a presenca dos arbovirus como causa de doencgas febris
agudas em Mogambique, o Instituto Nacional de Saide (INS), por um lado, instalou postos
sentinelas em Maputo, Pemba, Nampula, Caia e Quelimane, nos quais se realiza a vigilancia
para doencas febris agudas. Por outro lado, o INS realiza atividades de inspe¢@o ambiental e
entomoldgica para a identificacdo dos mosquitos Aedes spp circulantes, sua distribui¢ao,
densidade vetorial, sua biologia e comportamento de modo a permitir predi¢des de risco de

ocorréncia de doengas por eles transmitidas.

O presente trabalho ird basear-se nos dados produzidos na cidade de Quelimane, onde
até o inicio da vigilancia ndo havia relatos de infec¢des por arbovirus, bem como a ocorréncia
do mosquito vetor. Assim, espera-se que o trabalho contribua com informagdes
sistematicamente produzidas, sobre o papel dos arbovirus na etiologia das doencas febris

agudas.



2. Revisdo da literatura
2.1. Arboviroses

As arboviroses sdo doengas causadas por virus que infectam o homem e outros animais
vertebrados. O termo “arbovirus” provém do inglés “Arthropod-borne viruses”, para designar o
conjunto de virus transmitidos por artropodes hematdfagos, nos quais ocorre parte do seu ciclo
biolégico [1]. Existem mais de 100 arbovirus capazes de provocar viremia no homem, cuja
maioria ¢ transmitida por mosquitos, incluindo o virus da dengue (DENV), chikungunya
(CHIKV) e zika (ZIKV) [25]. Esses virus encontram-se distribuidos em todo o mundo, mas
com maior prevaléncia nas regides tropicais, devido a existéncia de condi¢des ecologicas

favoraveis para a proliferacdo dos seus vetores [26].

Os arbovirus ocorrem naturalmente em ciclos silvestres, envolvendo varios hospedeiros
vertebrados como primatas ndo humanos, sobre os quais os virus garantem a sua manutencao e
persisténcia na natureza [1,27]. Entretanto, alguns arbovirus como DENV, CHIK e ZIKV
conseguiram adaptar-se ao longo do tempo a outros ciclos de transmissdo e atualmente
infectam o homem no seu local de residéncia. A conjuntura atual, caracterizada pelas mudangas
climaticas, urbanizagdo sem provisdo de medidas do saneamento do meio, comércio e transito
livre, migra¢des, destruigdo de florestas, constitui a forga motriz para a manuten¢o e dispersdo

desses virus para novos ambientes [28].

Surtos e epidemias ocorrem mediante relagdes complexas entre trés elementos,
nomeadamente o virus (patogenicidade da cepa viral), o artrépode (densidade do vetor, sua
capacidade e competéncia vetorial) e o vertebrado (existéncia do reservatorio do virus,
suscetibilidade do hospedeiro para permitir uma viremia em titulos suficientes para a infec¢io
do vetor) [29]. As formas clinicas produzidas no homem variam conforme o tipo de arbovirus
responsavel pela infec¢do e a gravidade depende, sobretudo da viruléncia da cepa e das

condicdes bioldgicas do hospedeiro.

Em paises em desenvolvimento, como muitos do continente africano, as arboviroses
ocorrem de forma endémica, mas sdo frequentemente subnotificadas, embora possam
contribuir substancialmente para ocorréncia de doencgas febris de etiologia indeterminada, por
um lado. Por outro, em regides ndo endémicas, a ocorréncia de surtos causados por arbovirus &,
muitas vezes, imputada a outras etiologias endémicas nessas regides. Em ambas situacdes, a
maior dificuldade provém da auséncia da especificidade de sinais e sintomas que ocorrem
durante o periodo virémico, desafiando os clinicos no seu diagndstico preciso. Outras questdes

sdo relativas a insuficiéncia tanto de recursos humanos devidamente treinados para o



reconhecimento clinico, quanto de infraestruturas laboratoriais preparadas para oferecer a
cobertura bésica necessaria para o diagndstico dos arbovirus e outros agentes etioldgicos de

doencas febris agudas.

2.2. Epidemiologia e manifestacdes clinicas da dengue

2.2.1. Epidemiologia da dengue

A dengue é uma arbovirose causada por um virus RNA, com 4 sorotipos virais
(DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4), pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae.
O homem ¢ infectado ao ser picado pela fémea de mosquitos do género Aedes infetada pelo
virus. Esta doenga € endémica nas regides tropicais e subtropicais do planeta, com registro de
epidemias nas Américas, Africa, no Leste do Mediterraneo, no Sudeste Asiético e no Oeste do
Pacifico. Dados publicados por Bhatt e colaboradores [30] indicam que a dengue ocorre em
mais de 100 paises do mundo, com maior risco de transmissdo entre os paises tropicais das

Américas e da Asia.

A ocorréncia da dengue na Africa é secular. Contudo, o continente possui poucos
estudos sobre a dengue [31,32] dificultando a definicdo de estimativas da real carga da doenga.
Entretanto, supde-se que a verdadeira magnitude da dengue no continente esteja proxima
aquela estimada para as Américas, ou seja, em torno de 16% dos casos globais da dengue

ocorrem na Africa [30].

Entre finais do Século XIX, e principios do século XX, foram reportadas epidemias de
dengue no Egypto (1887, 1927), Burkina Faso (1925), Africa do Sul (1926-1927), Zanzibar
(1927-1928) e Senegal (1927-1928) [13]. No entanto, foi a partir da década de 60 que a
ocorréncia de dengue cresceu no continente, com registro de epidemias nos paises da Africa
Ocidental: Nigéria (1964-1968); Senegal (1974-1985); Burkina Faso (1983-1986); Senegal
(1980, 1990, 1999-200) e da Africa Oriental: Ilhas reunido (1977-1978); Seychelles (1977-
1979); kenya (1982); Mog¢ambique (1985-1986); Suddo (1985-1986); Somalia (1992-1993);
Comores (1992-1993) e Djibouti (1992-1993) [13,20]. Na ultima década, foram registrados
alguns surtos em Madagascar (2012) Tanzania (2014) e Mogambique (2013/2014) [13,33-35].

O virus da dengue foi isolado pela primeira vez no continente africano, na Nigéria, na

década de 1960, tendo sido identificado os sorotipos DENV-1 ¢ DENV-2 [36]. Atualmente, os



quatro sorotipos circulam de forma endémica no continente [37]. Em Mocambique, ja foram

identificados os sorotipo 3 [20] e o sorotipo 2 [21].

2.2.2. Manifestacdes clinicas da dengue
A maior parte das infecgdes por dengue € assintomatica [30,38]. As manifestagdes
clinicas quando presentes assemelham-se a aquelas apresentadas por outras arboviroses ou

outras doengas febris agudas. A morbidade ¢ alta e a mortalidade é relativamente baixa [39].

Depois do periodo de incubacdo de trés a sete dias [32], aparecem os sinais e sintomas
que podem durar entre dois a sete dias. Didaticamente, o periodo virémico ¢ dividido em trés
fases: fase aguda, fase critica e fase de recuperacdo [38]. A fase aguda, que dura de dois a sete
dias, caracteriza-se por febre de inicio subito, acompanhada, geralmente, de cefaleia, dor retro-
orbitdria, mialgia, artralgia, anorexia, dor de garganta, exantema e vOomitos [32,38]. A fase
critica ou defervescéncia, com duragdo de um a trés dias, é caracterizada pela disfungio
endotelial com aumento da permeabilidade capilar e o extravasamento do plasma para o espago
extravascular. Esta fase ocorre entre 10 a 15% dos pacientes que apresentam manifestacdes
clinicas da dengue. Por ultimo, a fase de recuperacdo, que pode durar de um a trés dias, é
caracterizada por registro de melhorias da disfungdo endotelial e reabsor¢do do fluido

extravascular [32,38].

Atualmente, as formas clinicas da dengue sdo classificadas em dengue (com ou sem
sinais de alerta) e dengue grave [40—42]. A dengue sem sinais de alerta corresponde a fase
aguda da doenca. A dengue com sinais de alerta caracteriza-se pela diminui¢do abrupta da
temperatura, dor abdominal intensa e continua, ndusea e vomitos persistentes, hepatomegalia e
sangramentos espontidneos. O aumento do hematdcrito acompanhado de diminui¢do das
plaquetas determina o inicio da fase critica. A dengue grave ¢ definida como a forma de
evolugdo que apresenta a fase critica na sua maior intensidade, com importante extravasamento
de plasma levando ao choque e/ou insuficiéncia respiratdria e evolugdo para disfungio

organica.

A infecgdo pelo virus da dengue confere imunidade permanente contra o sorotipo
causador da infeccdo, mas induz uma protecdo parcial e transitéria contra os demais trés
sorotipos, ou seja, ndo oferece protecdo cruzada entre si [38,43]. Todos os sorotipos podem

induzir quadros graves da doenga [38].



Ha evidéncia na literatura de que a ocorréncia das formas mais graves da dengue, ou
seja, a ocorréncia da febre hemorragica da dengue (FHD) e sindrome de choque da dengue
(SCD) estaria frequentemente associada a viruléncia da cepa infectante (teoria de Rosen) [44]
ou as infecgdes sequenciais por diferentes sorotipos do virus dengue (teoria de Halstead) [45—
47]; ndo obstante o registro de ocorréncia de formas mais graves em primo-infec¢des [48,49].
Recentemente, tem sido proposta a teoria de multicausalidade, segundo a qual, se aliam varios

fatores de risco as teorias de infec¢des sequenciais e de viruléncia da cepa [50,51].

2.3. Epidemiologia e manifestagdes clinicas da chikungunya

2.3.1. Epidemiologia da chikungunya
A chikungunya é uma arbovirose causada pelo virus chikungunya (CHIKV) pertencente
ao género Alphavirus, familia Togaviridae. Na Africa Sub-Sahariana ocorrem ciclos silvestres

envolvendo primatas ndo humanos e mosquitos do género Aedes [52].

O virus CHIKYV foi isolado pela primeira vez em soro humano no distrito de Newale, na
Tanzania, em 1953 [14,53]. A designacdo “chikungunya” deriva da lingua Maconde falada no
norte de Mogambique e na regido sudeste da Republica da Tanzania. Esse termo foi usado para
caracterizar a forma encurvada devido a ocorréncia de fortes dores articulares entre os

pacientes infectados [14].

Desde entdo, surtos de CHIKV foram reportados em muitos paises da regido Central e
Austral da Africa: Tanzénia (1952); Uganda (1958; 1971 e 1985); Republica Democratica do
Congo (1960; 1999-200); Zimbabwe (1961; 1963); Africa do Sul (1970); Quénia (1970, 2004,
2005); Seychelles (2005); Ilhas Reunido (2005-2006) e Madagascar (2006). Na Asia, também
foram registrados surtos na Tailandia (1960, 1962-1964, 1988, 1991-1993, 1995), Vietnam
(1965, 1967), Indonésia (1973, 1980, 1983-1984, 1998-1999, 2000-2005) e india (1963-1965,
1973, 2006) [54].

Apesar do registro de infecgdes por CHIKV em muitos paises Africanos e Asiaticos, a
chikungunya caracterizou-se como uma arbovirose emergente e relevante para a satide publica
em 2005 e 2006, em decorrénica de surtos nas ilhas do Oceano Indico (Comores, Mauritania,

Madagéscar, Reunido e Seychelles) e no Sudeste Asiatico (India) [55].

Desde entdo, o virus propagou-se rapidamente para outros paises de Africa, Asia e

Europa por meio de turistas infectados pelo virus, ainda no periodo de incubagio, que sairam
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de locais endémicos do Sudeste Asiatico e das Ilhas do Oceano Indico [54,56]. Entre 2006 e
2007 alguns paises Europeus como Itdlia, Espanha, Alemanha, registraram a ocorréncia de

surtos da chikungunya [57]. Nas Américas, o CHIKV foi identificado pela primeira vez no
Caribe, em 2013 [4,58].

2.3.2. Manifestacdes clinicas da chikungunya

A principal forma de transmissdo do CHIKV ocorre pela picada de mosquitos vetores
do género Aedes, durante o repasto sanguineo. Todos os individuos ndo previamente expostos
ao CHIKV (suscetiveis) t€m risco de adquirir infec¢do e manifestar a doenga, desenvolvendo

imunidade duradoura e protetora contra novas infecgdes.

O periodo de incubagdo extrinseco (no mosquito) pode durar 10 dias. No homem, o
periodo de incubacgio ¢ tipicamente de 3 a 7 dias (podendo variar de 1 a 12 dias) [8,52]. Depois
do periodo de incubagdo intrinseco (no homem), aparece a viremia que pode persistir por até
10 dias. A maior parte dos casos de infec¢do por CHIKV sio sintomaticos. Embora a letalidade
seja baixa, a doenga tem uma alta morbidade, associada a artralgia persistente, e por vezes,
incapacitante. Os casos mais graves ocorrem, geralmente, em extremos de idade e em pacientes

com co-morbidade [58].

As manifestagdes clinicas sdo semelhantes as de outras doengas febris agudas, como
dengue e zika. Contudo, a chikungunya pode evoluir em trés fases: a fase febril ou aguda, a
fase subaguda e a fase cronica [59]. A fase aguda ¢ caracterizada pela febre de inicio subito,
acompanhada de artralgia intensa, cefaleia, mialgia, dores nas costas, fadiga e exantema
maculopapular. A febre pode ser continua ou intermitente, com duragdo média de 7 dias. A
caracteristica mais evidente nas infec¢des por CHIKV ¢ a artralgia. Geralmente, a dor articular
¢ poliarticular e simétrica, nfo obstante a existéncia de casos de dor assimétrica e
monoarticular em todas as fases da doenca. Outros sinais e sintomas da fase aguda incluem

calafrios, conjuntivite, nauseas, vomitos, dor abdominal, diarreia e edema articular.

Na fase subaguda a febre desaparece, podendo haver persisténcia ou agravamento de
artralgia. Este periodo pode prolongar-se por até 3 meses depois do inicio das manifestagdes
clinicas. Nesta fase, alguns pacientes apresentam poliartrite distal, exacerbacdo da dor em
articulagdes e ossos previamente lesionados e tenosinovite hipertréfica subaguda nos pulsos e
tornozelos [8]. Ha casos em que a artralgia persiste por mais de 3 meses apds o inicio dos
sintomas, caracterizando a fase cronica da doenca. Esta fase inicia apds a etapa subaguda (> 3

meses). O sintoma mais comum ¢é o acometimento articular persistente nas mesmas
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articulagdes atingidas durante a fase aguda e subaguda, caracterizado por: dor com ou sem
edema, limitacdo de movimento e, por vezes, com deformidade. Pesquisas recentes indicam
uma provavel ocorréncia de complicagdes neurologicas, como a sindrome de Guillain Barré e a

paralisia flacida, associadas as infec¢des por CHIKV [60,61].

2.4. Epidemiologia e manifestagdes clinicas da zika

2.4.1. Epidemiologia da zika

A zika ¢ uma arbovirose causada pelo virus zika (ZIKV), membro do género Flavivirus,
familia Flaviviridae. O virus zika foi isolado pela primeira vez em 1947 em um macaco
Rhesus, na floresta Zika, na Uganda, do qual deriva o seu nome [15]. A semelhanca do DENV
e CHIKYV, o ciclo natural de transmissdo do ZIKV envolve primatas ndo humanos e mosquitos

silvestres do género Aedes.

Em 1948, o ZIKV foi isolado em mosquitos e, em 1954, foi isolado pela primeira vez
em humanos, na Nigéria [62,63]. Em 1957, foram encontrados anticorpos contra zika em soro
humano em Mocambique [64]. A principal forma de transmissdo do ZIKV ocorre pela picada
de mosquitos vetores do género Aedes infectadas pelo virus [65,66]. As outras formas

provaveis de transmissdo do ZIKV incluem a via sexual [67,68] ¢ a transfusdo sanguinea [69].

Investigacdes soroldgicas realizadas entre as décadas 50 e 80 evidenciaram que o ZIKV
ocorreu de forma endémica em alguns paises africanos e no Sudeste Asiatico [70,71]. Até
entdo, ndo tinha muita importancia para a saude publica e tornou-se notavel a partir de 2007
durante a epidemia que assolou mais que a metade da populagdo na Ilha de Yap em Micronésia
[72]. Desde entdo, o virus ZIKV se propagou rapidamente pelo mundo. Surtos e epidemias
foram reportados em varios paises, sobretudo das Américas e do Caribe, com particular
relevancia para os surtos que ocorreram na Polinésia Francesa, em 2013 [73] e no Brasil, em
2015[5,6,74]. No continente africano, foram reportados surtos da zika no Gabdo em 2007 [18]
e, em Cabo Verde, em 2015 [16].

2.4.2. Manifestacdes clinicas da zika

As infecgdes pelo zika abrangem desde a auséncia dos sintomas (cerca de 80% dos
casos) até a uma sindrome febril semelhante a gripe, acompanhada de outros sintomas nao
especificos, nomeadamente: cefaleia; erup¢des cutdneas (exantema); prurido; anorexia;

fraqueza; edema; artralgia; mialgia; dor retro-orbital. Outros sintomas, embora raros, incluem:
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dor abdominal; diarreia; constipacgdo; fotofobia; conjuntivite e pequenas ulceras na mucosa oral

[71].

2.5. Diagnéstico laboratorial de arbovirus
Os exames laboratoriais sdo fundamentais para a confirmag¢do do diagnostico etioldgico
das doengas cujas manifestagcdes clinicas ndo sdo especificas. Eles podem ser tuteis na

vigilancia de agravos, na identificacdo e no monitoramento das cepas.

Em geral, o diagndstico laboratorial das infecgdes por arbovirus pode ser feito através
de: 1-isolamento viral; 2-detec¢do de particulas virais (RNA) pela reacdo em cadeia da
polimerase da transcriptase reversa (RT-PCR), ou por RT-PCR em tempo real (QRT-PCR); 3-
deteccdo de anticorpos por método indireto de imunofluorescéncia, imunocromatografia, ou
outros testes sorologicos incluindo o imunoensaio enzimatico (ELISA), inibicdo de
hematoglutinacdo (HI), [75], testes de neutralizagdo por redugdo de placa (PRNT), teste de

fixacdo do complemento (FC), e 4-por detec¢do de antigenos virais.

A escolha do método a utilizar depende do periodo da coleta da amostra durante a
evolucdo da doenca. O isolamento viral e o RT-PCR sdo métodos especificos para confirmagao
do diagndstico. Sao usados, geralmente, nos primeiros cinco dias depois do aparecimento dos
sintomas e, principalmente, nos trés primeiros dias, isto ¢, quando a viremia esta no apice. No
caso particular da dengue, pode-se empregar também o NS1 ELISA, uma técnica que detecta
uma proteina ndo estrutural (NS1) do virus, presente na corrente sanguinea dos pacientes nos

primeiros dias de infecgdo.

Os anticorpos costumam ser detectados por métodos soroldgicos, geralmente, a partir
do quinto dia da manifestacdo de sinais e sintomas, nas infec¢des primdrias devido a produgéo
tardia de anticorpos. Assim, o ideal para o diagndstico sorologico de uma infeccdo recente é
fazer o teste em amostras pareadas de soro coletadas na fase aguda e convalescente. O soro da
fase aguda deve ser coletado até o sétimo dia depois do inicio dos sintomas e o soro da fase
convalescente deve ser coletado entre a segunda e a quarta semanas depois do inicio da doenca.
Um resultado positivo nos testes soroldgicos oferece apenas um diagndstico presuntivo, em
particular em contextos epidemioldgicos de transmissdo de muitos arbovirus da mesma familia,

em fung¢do da possibilidade de rea¢des cruzadas.

Amostras coletadas antes do sétimo dia depois do inicio da doen¢a podem ndo ter

anticorpos em niveis detectaveis, dai a necessidade da amostra da fase convalescente para se
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avaliar a soroconversdo. A detec¢do de anticorpos IgM para um certo arbovirus pode indicar
uma infec¢do em curso, e sugere a realizagdo de testes de confirmacdo, por um lado. Por outro,
a detec¢do dos anticorpos IgG na amostra da fase aguda com IgM negativo indica uma infecgdo
pregressa, ocorrida em qualquer momento no passado. Outra questdo para se levar em

consideragdo na interpretagdo dos resultados soroldgicos, é a possibilidade do registro de

resultados falso-positivos ou ocorréncia de reacdes cruzadas.

2.6. Vigilancia para doencas febris agudas

Uma das atuais preocupagdes no mundo € a propagagdo sem precedentes de arbovirus,
causando inestimaveis encargos econdmicos para o atendimento dos casos em varios paises. A
apresentacdo clinica comum a muitas doengas febris agudas ¢ um grande desafio em areas

endémicas para outras doengas infecciosas, como a malaria e a leptospirose, por exemplo.

Em Mogcambique, o Instituto Nacional de Satde (INS) fortaleceu a vigilancia da
sindrome febril aguda para o diagndstico de doencas emergentes e reemergentes, com a
ocorréncia de surtos da dengue nas provincias de Nampula ¢ Cabo Delgado, em 2013/2014.
Atualmente, conta-se com mais de cinco postos de vigilancia para doencas febris agudas,
localizados nas regides norte, centro e sul do pais. A medida visa aumentar a sensibilidade e
ampliar a capacidade de monitoramento de casos suspeitos de infec¢des por arbovirus, para

além da identificagdo precoce de surtos dessas doengas.

A vigilancia para doencas febris agudas oferece melhorias no processo diagnostico de
casos através da observagdo exaustiva das caracteristicas clinico-epidemiologicas e da
realizacdo de exames laboratoriais especificos, fortalecendo, de igual modo, a conduta clinica,

diagnostica e terapéutica, diante de enfermidades de dificil disting@o.

2.7. Diagnéstico diferencial

Nos paises tropicais ¢ comum a ocorréncia simultinea de mais de um patogeno
produzindo manifestacdes clinicas similares. Dengue, chikungunya e zika podem manifestar-se
de forma parecida com muitas outras doengas febris, ndo sendo possivel o diagnodstico
etiologico apenas com base nas manifestagdes clinicas. A natureza ndo especifica dos sinais e
sintomas dessas doengas, que podem ser confundidas com outras, como a malaria e a gripe, ou
entre elas, a depender do que € endémico na regido, pode induzir a tomada de decisdes clinicas
incorretas. Um exemplo dessa dificuldade foi o surto de dengue que ocorreu em Pemba, em

1984/85 inicialmente confundido com malaria [20].
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Em Mog¢ambique, a insuficiéncia de dados detalhados e precisos sobre a distribui¢do e
ocorréncia de infecgdes por arbovirus, sobre sua incidéncia populacional e sua prevaléncia
entre pacientes com doengas febris agudas, dificultam a adogao de um fluxograma no pais para
o diagndstico diferencial. Pesquisas realizadas em alguns paises africanos evidenciam que
muitos casos de doengas febris diagnosticados como sendo malaria, na sua maioria sdo
causados por outros agentes infecciosos [76,77]. Assim, na impossibilidade de um diagnoéstico
especifico, o tratamento costuma ser orientado pelos sinais e sintomas, ou mesmo opta-se pela

administracdo de antimalaricos, mesmo sem a confirmagéo etioldgica.

Uma avaliagdo clinica minuciosa, aliada a elementos epidemioldgicos detalhados,
ajudam a estabelecer um diagnodstico diferencial. Porém, a certeza do diagnostico € conseguida
mediante evidéncias laboratoriais. Outras doencas febris que podem ser consideradas no
diagnostico diferencial das arboviroses incluem: sarampo, infec¢do aguda por HIV, febre
tifoide, hepatites virais, malaria, leptospirose, influenza, rubéola, mononucleosis infecciosa e

rickettsiosis.

2.8. Mosquitos vetores de arbovirus

Os principais mosquitos vetores de arbovirus que infectam humanos no mundo sdo:
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) e o Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse,1894)
[25,78], pertencentes a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae, e subfamilia
Culicinae [79]. Relatos de casos autdctones de infeccdo por arbovirus foram associados a
ocorréncia desses mosquitos em Camardes e no Gabdo, na Africa [80-82]; Italia ¢ Franca, na

Europa [56,83] e em varios paises das Américas [84].

Influenciados pelas mudangas climaticas, ha registro crescente da presenca dos
mosquitos vetores em areas tradicionalmente conhecidas como imprdprias para a sua
sobrevivéncia [85]. A rapida dissemina¢do dos mosquitos vetores de arbovirus ¢ suportada
pelas migragdes e o comércio livre de mercadorias que facilitam o transporte de ovos e larvas
entre varios quadrantes do planeta. O aumento da populagdo, o crescimento urbano
desordenado e ndo planificado (aglomerados populacionais), habitagdes precarias, falta ou
insuficiéncia do saneamento basico (coleta de lixo, abastecimento de dgua e drenagem pluvial),

criam condigdes ecoldgicas favoraveis para o estabelecimento e proliferacdo desses mosquitos.

No continente africano, existem muitas espécies de mosquitos do género Aedes
(Stegomyia) implicadas nos ciclos silvestre e urbano de transmissdo de arbovirus. Desses

mosquitos, o Ae. Aegypti é o principal protagonista, transmitindo dentre varios arbovirus, os
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virus da dengue, chikungunya, zika e da febre amarela. Outros mosquitos com competéncia
vetorial para arbovirus sdo: Ae. africanus; Ae.furcifer e Ae. Vitattus [71,86]. O registro de Ae.
albopictus é recente no continente. O primeiro relato ocorreu em 1989 [87] na Africa do Sul e,
em 1991, foi registrado na Nigéria [88]. A partir do ano 2000, propagou-se para outros paises

africanos [87].

Em Mogambique, os mosquitos do género Aedes, incluindo as espécies Ae. Aegypti, Ae.
Africanus e Ae. simpsoni, foram encontrados na década 1940 [64]. Recentemente, cinco
décadas depois, confirmou-se através de uma investigacdo entomoldgica a ocorréncia do Ae.
aegypti em algumas cidades do pais [23]. Em finais de 2015, foi encontrado, casualmente, pela

primeira vez o Ae. albopictus na cidade de Maputo, na regido sul do pais [24].

3. Pergunta de investigacio

Ha ocorréncia de arboviroses (dengue, chikungunya e zika) na cidade de Quelimane?

4. Objetivos
4.1. Geral: Investigar a ocorréncia de arboviroses (dengue, chikungunya e zika) na cidade de

Quelimane — Mogambique.

4.2. Especificos

e Investigar a frequéncia de ocorréncia de dengue, chikungunya e zika em pacientes com
doengas febris agudas, atendidos nos centros de saude na cidade de Quelimane;

e Investigar se os fatores sociodemograficos estdo associados a detec¢do de anticorpos
contra dengue e chikungunya;

e Estimar, por meio de um inquérito entomoldgico e ambiental, a densidade vetorial dos
mosquitos do género Aedes na area de estudo;

e Identificar os criadouros onde ocorre a reprodugdo do Aedes spp.

5. Referencial teorico

A transmissdo de arbovirus € secular e relevante para a saide publica. A experiéncia
sobre campanhas recentes para erradicacdo dos principais vetores ndo revelou resultados
encorajadores [89,90]. Atualmente, estima-se que aproximadamente 3,9 bilhdes de pessoas

vivam em situagdes de risco para se infectar por dengue no mundo [2] e as estimativas
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aproximadas possivelmente passar@o a valer para chikungunya e zika em médio prazo, devido
a sua capacidade de dispersdo rapida desde a sua reemergéncia, entre 2004 e 2007. Nao
existem até ao momento (com exce¢do da febre amarela) terapias ou vacinas disponiveis ao
publico para o tratamento ou prevengdo de enfermidades como dengue, chikungunya e zika.
Assim, o tratamento biomédico convencional ndo pode por si sé garantir o controle dessas

doengas.

O sucesso para a manutengdo desses virus na natureza e a consequente transmissao
decorre da complexidade da ecologia do vetor, associada a outros fatores interconectados, tais
como: fatores sociais, politicos ¢ econdmicos, moldados pela distribuicdo diferencial dos
recursos na populacdo. Assim, para a compreensdo do processo saude-doenca envolvendo a
transmissdo de arbovirus, recorremos ao modelo da ecossaude [91]. Este modelo, tras uma
reflexdo sobre a importancia dos ecossistemas e a participacdo social para o entendimento das

questdes relacionadas com a saude.

Assim, o enfoque da ecossaude inspira uma nova forma de analise do processo saude-
doenga, dando énfase a uma abordagem multidisciplinar para o estudo dos determinantes
sociais da saude [92,93] que envolve um conjunto de condigdes sociais ¢ ambientais que podem
caracterizar a dindmica da transmissdo dos arbovirus e a dispersdo do mosquito vetor. Essas
condi¢des incluem as inter-relagdes entre os fatores, sociodemograficos, ecoldgicos, clinico-

epidemiologicos, politicos, econdomicos e culturais.

Portanto, o esfor¢o para o entendimento das relagdes entre esses fatores e o risco de
infeccdo pelo virus, particularmente de dengue, chikungunya e zika, pode proporcionar
evidéncias para guiar medidas de controle de transmissdo dessas doengas. Assim, com base nas
reflexdes apresentadas, foi construido um modelo das inter-relagdes entre as diferentes

dimensdes que influenciam para a ocorréncia das arboviroses.

Fig.1. Modelo conceitual
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6. Justificativa

A reemergéncia da dengue na regido norte de Mogambique e a detec¢do de casos de
chikungunya no sul do pais, bem como a preseng¢a dos mosquitos Aedes spp. em diferentes
areas demandam estudos visando o conhecimento da real situagdo epidemiologica das

arboviroses em Mogambique ¢ o seu impacto para a saide publica.

A relevancia do tema sustenta-se também por se acreditar na possibilidade da
ocorréncia de uma transmissdo “silenciosa” dos arbovirus no pais. Ou seja, dentre as doengas
febris agudas registradas nos centros de satide do pais podem ocorrer casos de arboviroses
que ndo sdo identificados devido a similaridade de sintomas com outras doengas como
malaria, ¢ pelo contexto de desconhecimento da importancia epidemioldgica dessas doengas

no pais.

Em Quelimane, regido centro de Mocambique, ndo existem dados relativos a
ocorréncia de arbovirus e tdo pouco se conhece sobre a presengca dos mosquitos vetores.
Assim, esta pesquisa ¢ fundamental para a satde publica local e do pais na medida em que
produzira evidéncias sobre a possivel ocorréncia de infec¢des por arbovirus e seus vetores.
Além disso, podera auxiliar na planificacdo dos servicos de satde, tendo em vista a orientagio
do diagnostico e conduta frente a doengas cujos sinais e sintomas parecem indistinguiveis e a

provisdo de medidas de combate do mosquito vetor.

7. Metodologia

7.1. Desenho de estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal, que utiliza a base de dados providos
de um sistema de vigilancia para doengas febris agudas, realizado em cinco centros de satde
da cidade de Quelimane entre fevereiro e junho de 2016, com o objetivo de identificar casos
de arboviroses entre os pacientes com doencas febris agudas. Também foram realizadas
inspecOes ambientais nas residéncias dos pacientes para a coleta de larvas de mosquitos para a
identificacdo das espécies Aedes spp que proloferam na cidade e identificacdo dos potenciais

criadouros.

7.2. Caracterizacio do local de estudo
A cidade de Quelimane é a capital da Zambézia, provincia da regido central de
Mogambique. A cidade localiza-se no extremo sudeste da provincia, no estuario do rio dos

Bons Sinais, a 20 km do Oceano Indico e ocupa uma area de 117 km?® [94].
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Administrativamente, ¢ dividida em 4 postos administrativos, com um total de 46 bairros. A
populacdo residente na cidade de Quelimane foi estimada em 245.886 habitantes para 2016;
no ultimo Recenseamento Geral da Populagdo e Habitagdo, realizado em 2007, a populagio

residente na cidade foi contabilizada em 195.758 habitantes [95].

O clima ¢ tropical imido, com duas estacdes distintas: seca ou de inverno e umida ou
de verdo. A precipitagdo média anual ¢ de 1395 mm, com o registro de chuvas intensas
durante o verdo, entre os meses de dezembro e abril, cobrindo 87% da precipitagdo anual. A

temperatura média anual é de 25,7 °C [96].

Nos tltimos anos, a cidade de Quelimane tem apresentado um crescimento populacional e um
incremento na ocupacdo dos espagos para construcdo de residéncias. As habitacdes sdo
precarias e os bairros nfo apresentam uma estrutura urbana devidamente organizada. Esta
situagdo dificulta a instalagdo de uma rede de saneamento basico (coleta de residuos solidos e
a de aguas pluviais) e, por conseguinte, se cria um cenario ideal para a ocorréncia, sobretudo
na época chuvosa, de doengas como diarreias, colera, maldria e outras de interesse para a

saude publica.

Em Quelimane, ha uma rede de 19 centros de satde publicos em funcionamento. O sistema
de vigilancia foi inicialmente implantado no centro de satide de Coalane, localizado no Bairro
Coalane na Avenida Julius Nyerere — cidade de Quelimane. O local foi escolhido como
unidade sentinela pelo INS, por causa do seu raio de abrangéncia no que tange ao
atendimento hospitalar, cobrindo um terco dos bairros residenciais e pela sua localizagdo
numa zona entre uma darea peri-urbana e urbana. Apdés a identificacdo dos casos de
chikungunya no centro de saude de Coalane, outros quatro centros de saide foram
selecionados pelo INS para também conduzir uma vigilancia para doengas febris agudas. Os
centros escolhidos foram: centro de satde 17 de setembro, centro de satde 4 de dezembro,

centro de satde 24 de julho e o pronto socorro do hospital provincial de Quelimane.

7.3. Vigilancia para doenca febril aguda

Os centros de saude onde a vigilancia foi conduzida possuem unidades de pronto
socorro que funcionam 24 horas por dia e sete dias por semana. Entretanto, a vigilancia para
doencas febris agudas foi realizada de segunda a sextas-feiras, entre 7 h: 30 minutos e 13
horas. Os clinicos foram treinados para a identificagdo de pacientes que preenchessem os

critérios de elegibilidade para a vigilancia.
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Foram elegiveis os pacientes com idade nfo inferior a cinco anos completos, com febre
referida ou medida, de duragdo maxima de até sete dias no momento da consulta. Ndo foram
elegiveis para a vigilancia os pacientes que apresentassem pneumonia confirmada por

radiografia do térax ou com suspeitos de tuberculose, bronquite e amigdalite.

Os pacientes foram recrutados mediante um consentimento verbal, antecedido pela
explicacdo dos objetivos da vigilancia. Para colheita de dados, cada paciente respondeu um
questionario elaborado pelo INS com perguntas fechadas contemplando questdes relacionadas
a situacdo sociodemografica, epidemioldgica, clinica e ambiental. Durante o recrutamento,
foram registrados os niimeros de telefone e enderecos dos pacientes para facilitar o lembrete
sobre o retorno para a coleta de sangue na fase convalescente (14 dias depois da coleta da
amostra na fase aguda) e permitir a visita as casas para a obteng@o das coordenadas

geograficas e realizacdo das inspe¢des ambientais e entomologicas.

7.4. Procedimentos laboratoriais

Depois de responder ao questiondrio, os pacientes foram submetidos a coleta de
amostra de sangue de 10 mL por venopungdo em um tubo seco. As amostras de sangue foram
mantidas num refrigerador (6 °C) e, diariamente foram transportadas refrigeradas com gelo
reciclavel para o laboratdrio provincial, onde foram centrifugadas, a 2500 rotagdes por minuto
(rpm) durante 15 minutos. O soro resultante foi armazenado em aliquotas de 2 mL e
congelado num freezer a -20 °C. Mensalmente, as amostras foram enviadas para o laboratdrio

de referéncia nacional, do Instituto Nacional de Satide, em Maputo.

Em Quelimane, no hospital provincial, parte do soro obtido das amostras da fase
aguda foi testado através dos testes imunocromatograficos rapidos, para deteccdo de
anticorpos anti-dengue (kit SD BIOLINE Dengue Duo: Dengue NS1 Ag + IgG/IgM) e anti-
chikungunya (Kit SD BIOLINE Chikungunya IgM). Os resultados foram disponibilizados aos
pacientes logo depois da sua realizagdo. Ja no Laboratorio do INS, as amostras foram testadas
através das técnicas: ELISA IgM e IgG para deteccdo de infecgdes pelos virus da dengue
(DENV) e chikungunya (CHIKV); qRT-PCR Trioplex para DENV, CHIKV e ZIKV. O
PRNTs5 foi empregado em um subgrupo de amostras que foram positivas para CHIKV por
ELISA IgG. As amostras da fase convalescente foram testadas por ELISA para detec¢do de
infeccoes pelo CHIKV. Para cada um dos ensaios foram seguidas as instrugdes do fabricante

ou um protocolo validado para os devidos efeitos.
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7.5. Vigilancia entomolégica

Através dos numeros de celulares disponibilizados pelos pacientes durante o
recrutamento, a equipe estabeleceu contato tendo em vista a realizagdo da inspe¢do ambiental
e entomologica nas suas casas. As inspe¢des basearam-se na identificacdo de criadouros,

coleta de larvas de mosquitos e instalacdo de armadilhas de oviposi¢do (ovitrampa).

As armadilhas foram instaladas no peri-domiciclio. Trata-se de um pote de flores de
cor preta com uma infusdo de gramineas ¢ uma palheta de madeira no seu interior. A remo¢ao
da armadilha foi feita sete dias depois da sua instalagdo. As amostras foram encaminhadas
para o insentario provincial onde as larvas foram criadas por até 10 dias, periodo considerado
suficiente para eclosdo de adultos. Assim, os adultos que eclodiram eram aspirados e em
seguida, colocados num freezer a -20 °C por 10 minutos. Na sequéncia, foram contabilizados
e enviados para o laboratorio de Entomologia do INS, para a identificagdo. Os ovos nas

palhetas foram contabilizados e em seguida, as palhetas foram incineradas.

7.6. Confirmacio laboratorial dos casos

Foi definido como caso de infec¢do aguda, confirmado laboratorialmente, o paciente
com qRT-PCR positivo ou ELISA NSI positivo (caso particular da dengue), na amostra de
soro da fase aguda; ou ainda por seroconversiao de IgM e/ou IgG. Os resultados do RDT néo
foram utilizados para a confirmagao laboratorial do caso devido a discordancia dos resultados

em relacdo ao teste de referéncia (ELISA).

Por outro lado, foi definido como caso provavel, o paciente suspeito cujo soro da amostra
aguda apresenta anticorpos IgM e/ou IgG. Assim, de acordo com o tipo de anticorpos
presentes no soro dos pacientes, os casos provaveis foram classificados conforme segue
abaixo:

e Apenas IgM positivo : provavel infeccdo aguda;

e IgM e IgG positivos : provavel infec¢@o recente; e

e Apenas IgG positivo : provavel infec¢do pregressa.

Os resultados do PRNT foram utilizados para reforcar aqueles obtidos no ELISA, dado

que apenas foram testadas as amostras de fase aguda.

7.7. Definicio das variaveis
Para o presente estudo, foram analisadas as variaveis sociodemograficas (sexo, idade,

nivel de escolaridade, ocupacéo), epidemiologicas (infec¢do aguda, recente e pregressa por
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arbovirus), manifestagdes clinicas (febre, cefaleia, artralgia, mialgia, exantema, dor retro-
orbitaria e outras), laboratoriais (presenga de marcadores do virus no soro dos pacientes) e

ambientais (presenga de criadouros na residéncia, presenca do Aedes spp).

7.8. Plano de analise estatistica

A unidade de analise foi o individuo. As respostas dos questionarios foram descritas
por meio de tabelas de frequéncias relativas e calculo de medidas de tendéncia central e de
dispersdo. A prevaléncia de anticorpos foi calculada pela razdo entre o nimero de pacientes
positivos e o niimero total dos pacientes testasdos multiplicados por uma base decimal (100).
Foram feitas analises bivariadas e multivariadas para detec¢do de possiveis associacdes, tendo
como desfecho a prevaléncia de anticorpos no soro dos pacientes e como variaveis
independentes, as caracteristicas sociodemograficas. A magnitude das associa¢des foi
estimada pela razdo de prevaléncia (RP), com um nivel de confianca de 95%. Utilizou-se o
coeficiente kappa de Cohen (k) para avaliar a concordancia na deteccdo de IgM anti-CHIKV
entre 0 RDT e o ELISA e para avaliar a concorancia na detec¢do de IgG anti-CHIKYV entre o

ELISA e o PRNT.

Também foram calculados os indices de positividade da ovitrampa (IPO) e o indice de
densidade de ovos (IDO) definidos como: IPO = NAP/NAE X 100 ¢ IDO =NO/NAP, onde
NAP — nimero de armadilhas positivas, NAE= niimero de armadilhas examinadas ¢ NO -
numero de ovos. As coordenadas geograficas foram exportadas para o programa Qgis 2.14

para localizar, espacialmente, os locais de residéncia dos pacientes em um mapa da cidade.

8. Consideracdes éticas

Em atencdo as normas regulamentares sobre estudos envolvendo seres humanos, o
trabalho foi realizado observando-se todos os aspectos éticos, assegurando o consentimento
voluntario dos participantes, sigilo de identidade e confidencialidade dos dados. Os
questionarios foram aplicados por investigadores do INS treinados em matéria de
comunicacdo efetiva para garantir uma boa abordagem aos pacientes. A coleta das amostras
de sangue foi realizada por pessoas devidamente treinadas sobre os procedimentos

laboratoriais de coleta de amostras. Os riscos para os participantes foram minimos.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Satide
Coletiva da Universidade Federal da Bahia (ISC-UFBA) e pelo Comité Institucional de
Bioética para a Saude de INS (CIBS).
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