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Resumo

Introducdo: A dengue é um dos maiores problemas de saude publica em todo o mundo.
E causada por um dos quatro sorotipos do virus DENV (DENV1-4), pertencente ao
género Flavivirus. E transmitida a0 homem através da picada da fémea de mosquitos do
género Aedes, principalmente o Aedes aegypti. Este vetor esta totalmente adaptado a
ambientes humanos e se reproduz em recipientes com agua, principalmente aqueles
produzidos pelo homem. Os objetivos deste estudo foram identificar as espécies de
mosquitos presentes em bairro com transmissdo sustentada do DENV; avaliar se as
armadilhas adulticidas podem ser usadas como indicadores de infestacdo vetorial na
area; identificar as areas do bairro com maiores indices de infestacdo vetorial e os
sorotipos circulantes; avaliar o uso das armadilhas como possiveis Sistemas Sentinelas
para a ocorréncia de dengue na area; e avaliar a distribuicdo espacial do risco relativo
para a ocorréncia de dengue e a sua associa¢do com os indicadores entomolégicos do
vetor no bairro. Materiais e Métodos: Armadilhas do tipo BG-Mosquitito e BG-
Sentinel foram instaladas em residéncias do bairro para captura dos mosquitos. Os pools
de mosquitos foram identificados e separados por género e espécie e tiveram 0 RNA
total extraido. Foram testados por Multiplex-RT-PCR, com primers genéricos para
Flavivirus com posterior Nested utilizando primers especificos para 0s quatros sorotipos
do DENV. Todas as amostras foram geocodificadas e foram construidos mapas
semanais e quinzenais. Resultados: Aproximadamente 3.000 armadilhas foram
instaladas durante o estudo, as mesmas coletaram um total de 1.645 mosquitos Aedes
aegypti, sendo 671 machos e 974 fémeas. Foram analisados 893 pools de mosquitos,
destes 2.8% foram positivos para o sorotipo DENVA4. Todos os enderecos das

residéncias onde as armadilhas foram instaladas e também dos casos de dengue
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notificados no bairro (positivos ou negativos, confirmados por exame laboratorial)
foram geocodificados. Conclusfes: Concluimos que a utilizacdo das armadilhas,
associadas a ferramentas de biologia molecular, ndo foi suficiente para detectar a
circulacdo viral na area antes da ocorréncia de casos humanos. No entanto, quando
associadas a ferramentas de andlise espacial, as mesmas se mostraram como bons
indicadores de areas de risco para a transmissdo da doenca, podendo ser utilizadas em

intervencdes pontuais.

Palavras-Chave: 1. Dengue. 2. Andlise Espacial. 3. Epidemiologia. 4. Vigilancia Entomoldgica
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Abstract

Introduction: The dengue is the most important vector-borne worldwide. It’s caused by
one of four serotypes of dengue virus (DENV1-4), which belong to Flavivirus genus. It
is transmitted to humans by the bite of Aedes mosquitos, especially Aedes aegypti. This
vector is adapted to human environments and water containers created by humans are
their breeding sites. In this study, we performed a screening for the circulating serotypes
of DENV in mosquitos from an area in Sdo José do Rio Preto — SP (Brazil), associated
with spatial analysis tools as entomological and epidemiological indexes for dengue.
Materials and Methods: BG-Mosquitito and BG-Sentinel traps were installed at
residences to capture mosquitos from the area. The mosquitos were pooled according to
the gender and species and had the viral RNA extracted. The pools were tested by
Multiplex-RT-PCR with Flavivirus generic primers followed by Nested assays with
species-specific primers for DENV. Every sample was geocoded and weekly and
fortnightly maps were created. Results: Nearly 3,000 trap collections were performed
and 1,645 Aedes aegypti mosquitos (671 males and 974 females) were collected. The
893 pools presented 2.8% positivity for the DENV-4. We geocoded all collection
addresses along the reported dengue cases in the neighborhood (confirmed as positive
or negative by the laboratory exam). Conclusions: The use of traps to collect adult
mosquitos was not sufficient for detecting the presence of infected mosquitos before the
occurrence of human dengue cases. However, the use of geostatistical techniques
associated with entomological indexes and dengue cases may provide the relative risk

of dengue occurrence and together, they could be use in point of care interventions.
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Key words: 1. Dengue; 2. Spatial Analysis; 3. Epidemiology; 4. Entomological

Surveillance.
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1.1 Descricdes Gerais

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o virus do dengue
(DENV) € o arbovirus que apresentou maior dispersdo mundial nos Gltimos 50 anos.
Durante a Assembleia Mundial de Salde em 2005, a dengue foi incluida entre as
doencas que constituem um problema de satde publica mundial, devido a sua expansao
e aumento de incidéncia®”. Anualmente estima-se que aproximadamente 390 milhdes de
infecgOes sejam causadas pelo DENV ao redor do mundo, sendo que 500 mil casos
evoluem para a Febre Hemorrdgica do Dengue (FHD) ocasionando 20 mil
mortes/ano®. Segundo a OMS, somente a América do Sul, entre os anos de 2001 e
2007, notificou em torno de 65% de todos os casos de dengue no mundo, dos quais
6733 evoluiram para FHD, com um total de 500 mortes. O Brasil, neste periodo,

registrou cerca de 98% dos casos®.

Dados do Ministério da Saude do Brasil (MS) mostram que 0 nimero de casos
de dengue vem crescendo anualmente no pais, nos Gltimos cinco anos foram notificados
aproximadamente 4.35 milhdes de casos de febre do dengue (FD) (Figura 1),
ocasionando 847 o6bitos. Somente no ano de 2014 foram registrados mais de 530 mil
casos. A regido Sudeste foi a regido que apresentou a maior quantidade de casos, com
cerca de 56%, a regido Centro-Oeste registrou em torno de 20% seguida pela regido
Nordeste com 15%, a regido Norte com 5% e com o menor nimero de casos ficou a

regido Sul com 4% (Figura 2)®.
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Figura 1: Série Historica do nimero de casos de dengue notificados no pais no periodo
de 2006 a 2013. Dados obtidos do Portal da Satide®.
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Figura 2: Casos de dengue no pais no ano de 2014 (relativos as semanas
epidemioldgicas 1-38/2014), divididos por regido. Dados obtidos do Portal
da Satde®,

O estado de Sao Paulo registrou aproximadamente 550 mil casos de dengue nos
ultimos cinco anos (Figura 3). No ano de 2014 foram registrados mais 165 mil casos

entre as semanas epidemioldgicas 1-38/2014®,



Séo José do Rio Preto, cidade do Noroeste Paulista, apresentou seu primeiro
caso autdctone de dengue notificado no ano de 1990 com a introducdo do sorotipo
DENV1 no municipio®. Nos anos de 1998 e 2005 foram introduzidos os sorotipos
DENV?2 e DENV3, respectivamente®. O sorotipo DENV4 foi introduzido no municipio
no ano de 20117, De 2010 a2014, o municipio notificou mais de 46 mil casos da
doenca (Figura 4), sendo que destes, mais de 19 mil foram notificados no ano de
2013®. Em 2014 o municipio notificou, até a semana epidemiolégica 38, 433 casos de

dengue (autoctones e importados).
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Figura 3: Seérie Historica do nimero de casos de dengue notificados no estado de Séo
Paulo entre os anos de 2006 e 2013. Dados obtidos do site CVE®.
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Figura 4: Série Historica do niumero de casos de dengue notificados no municipio de
Sdo José do Rio Preto - SP entre os anos de 2006 e 2013. Dados obtidos do
site CVE®),

O virus do dengue é um virus de RNA de fita simples com polaridade positiva, é
subdividido em quatro sorotipos (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4) distintos entre
si, mas antigenicamente relacionados. E pertencente ao género Flavivirus da familia
Flaviviridae. O genoma viral possui uma unica fase de leitura aberta (Figura 5), a qual
codifica uma poliproteina precursora que é clivada em dez proteinas, sendo trés
estruturais (C, M e E) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,

NS5)®,
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Figura 5: Genoma viral do DENV, contendo a poliproteina precursora com as dez

proteinas clivadas.

Existem diferentes manifestacGes clinicas que a infeccdo pelo virus DENV pode
causar, sendo 0s sintomas mais comuns: nauseas, exantema, mialgia, artralgia, cefaleia,
dor retrorbital, petequeias e leucopenia. A dengue pode evoluir para dengue com sinais
de alarme, no qual o individuo apresenta um ou mais dos seguintes sintomas: dor
abdominal intensa, vomitos persistentes, acumulacdo de liquidos, sangramento de
mucosas, letargia ou irritabilidade. E os casos mais graves podem evoluir para dengue
grave, resultando em chogue devido ao extravasamento grave do plasma evidenciando
taquicardia, extremidades frias e tempo de enchimento capilar igual ou superior a trés
segundos e/ou sangramento grave e ainda podendo levar ao comprometimento grave de

6rgaos®.

O DENV é transmitido ao homem através da picada da fémea do mosquito
Aedes aegypti infectada por um ou mais sorotipos DENV. Este mosquito € encontrado
principalmente em regides tropicais e subtropicais, entre as latitudes de 35°N e 35°S.
Seus estagios imaturos dependem de locais que apresentem agua limpa e
preferencialmente sem matéria organica para se reproduzir, principalmente aqueles
reservatorios artificiais produzidos pelo ser humano®® . Por ter desenvolvido

comportamento sinantropico, esta espécie pode ser encontrada tanto no intra como no



peri-domicilio2!3), Também é reconhecido entre os demais culicideos como a espécie
mais associada ao homem por apresentar comportamento antropofilico, sendo

considerado o principal vetor responsavel pela transmiss&o urbana do DENV®4),

Estudos sugerem que as fémeas de Aedes aegypti passam a maior parte do seu
ciclo de vida ao redor das casas de onde as mesmas emergiram como adultas. Devido a
sua grande adaptacdo a ambientes humanos, a propagacdo viral entre diferentes
hospedeiros é favorecido por este comportamento *®. Para que o DENV possa ser
transmitido, a fémea do mosquito deve picar uma pessoa doente, que esteja com altos
indices de viremia, para que assim seja infectada pelo virus. Apos a picada, a fémea vai
se tornar infectante apds um periodo de incubacgdo extrinseco do virus que varia de 7 a

12 dias, mas que normalmente no ultrapassa 8 dias® *°.

De acordo com Donalisio e Glasser*®), as condigdes climaticas estio diretamente
relacionadas com a ocorréncia de dengue. Os autores citam a ocorréncia de grandes
epidemias no Sudeste Asiatico (1954-58) e nas Américas (1980-90) diretamente

relacionadas a estaco chuvosa e com temperaturas elevadas™®.

Até o presente momento ndo existe nenhuma vacina licenciada para dengue que
possa ser comercializada. Portanto o controle do vetor e 0 monitoramento de casos
suspeitos sdo as Unicas alternativas para a tentativa de diminuir a ocorréncia da
doenca®. Muitos estudos tém abordado a epidemiologia da dengue, nesta perspectiva
podemos destacar a identificacdo de eventos especificos, sensiveis e que tenham bom
custo beneficio. Sistemas de alerta precoce que permitam o rapido desencadeamento de
medidas para prevenir a dispersdo do DENV s&o cruciais para o controle da dengue nas

cidades?,



Segundo Coelho™®, os mosquitos Aedes aegypti podem ser encontrados no
Brasil em todas as unidades da federacdo, o que demonstra a seriedade com que as
medidas de controle de infestacdo devem ser tratadas e conduzidas. Para isto 0 MS
desenvolveu o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) com o intuito de

melhorar a qualidade dos servigos de campo voltados para o controle do vetor.

O PNCD recomenda algumas estratégias que visam mensurar os indices de
infestacdo vetorial em suas fases imaturas. Estas estratégias tém o enfoque voltado para
a inspecdo de construcdes (como casas, comércios ou terrenos) para a localizacdo de
possiveis criadouros do mosquito. Para isso foram lancadas propostas de atividades de
campo que produzam indices como o Indice de Breteau (IB)*® ou o Indice de
Infestacdo Predial (1IP) bem como o levantamento da densidade de larvas e/ou de pupas

nas localidades trabalhadas®® 20: 21,

No entanto, diversos autores descrevem que o levantamento destes indices
apresenta varias limitagdes, tais como gasto aumentado de tempo e pessoal de campo,
como também a baixa sensibilidade destes métodos quando comparados a outros
indicadores entomoldgicos e também por estes indices ndo considerarem a

produtividade de adultos na localidade®® 2% 22),

Armadilhas para a captura de mosquitos adultos podem ser utilizadas para
levantamentos de indicadores entomologicos que visam a verificacdo da realidade do
local e também para a visualizacdo de &reas com maiores riscos de transmissao e
ocorréncia da dengue. Isso se deve, por este levantamento ser realizado utilizando

indices de mosquitos adultos, ou seja, aqueles insetos que realmente podem transmitir o



virus, sendo assim sdo uma alternativa mais proxima da realidade do que os indices

larvarios®).

As armadilhas BG-Mosquitito e BG-Sentinel foram desenvolvidas na Alemanha
pela Universidade de Regensburg e sdo comercializadas pela empresa Biogents S/A
(Regensburg — Alemanha). Ambas as armadilhas utilizam atraentes sintéticos que
minetizam o odor da pele humana. Estes atraentes sdo compostos por aménia, acido

latico e 4cido caprdico, sendo todos atdxicos®,

Alguns autores® 26 27 testaram no Brasil a eficaciade dois tipos de armadilhas
de captura de adultos, a MosquiTrap™ e a BG-Sentinel™ | e perceberam que elas se
mostraram de facil manipulacdo, capturam uma quantidade maior de insetos e puderam
cobrir uma area maior em um tempo menor. Em estudo realizado na Polinésia
Francesa®® os autores compararam a eficécia das armadilhas BG-Mosquitito ™ e BG-
Sentinel ™ com iscas humanas e perceberam que ambas apresentaram a mesma eficacia
para a captura de insetos adultos. E ainda testaram a eficécia destes tipos de armadilhas
comparando-as com aspiradores manuais e neste caso as armadilhas se mostraram mais

eficazes do que os aspiradores, pois capturaram um nimero superior de insetos.

De acordo com Deneger®), a investigacio molecular da presenca do DENV em
mosquitosé importante visto que permite a realizagdo de uma estimativa entre as
diferengas de risco de transmissdo do DENV em uma area tratada e uma &rea néo
tratada. A técnica molecular de transcricdo reversa tem sido empregada, nos ultimos
anos, em diversos diagnosticos de doengas infecciosas e tem demonstrado ser um
instrumento Util para o diagnéstico do DENV. Além de eficiente para a identificacéo

viral é uma técnica bastante simples e que permite a caracterizagdo viral durante
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epidemias, é sensivel para deteccdo viral e pode ser utilizadas em diferentes tipos de
amostras, como por exemplo: soro, tecidos de casos fatais, cultura de células e pools de

larvas e adultos de mosquitos®®: 30,

John Snow em 1854 foi o primeiro epidemiologista a associar epidemiologia a
técnicas de analise espacial.Durante um surto de colera na cidade Londres UK, ele
construiu um mapa da Broad Street epicentro da epidemia, sendo possivel a
visualizacdo da relacdo entre os casos da doenca com a utilizacdo de agua de pocos
contaminados®Y. Com o passar do tempo as tecnologias de cartografia e mapeamentos
foram sendo aprimorados até que, na década de 1960, surgiu o GIS (Geographical
Information System) com o qual hoje é possivel a constru¢cdo de mapas para a
verificacdo da dispersdo de diferentes fatores associados a proliferacdo de doencas

infectocontagiosas®?.

De acordo com Cavalcante et al®?, o emprego de anélise espacial em
epidemiologia visa principalmente responder a diversas questdes.Dentre elas, podemos
destacar: se a distribuicdo de casos acontece aleatoriamente ou existe um padréo de
distribuicdo; se a populacdo tem acdo direta ou indireta na disseminacdo; se existe
algum fator ambiental relacionado a dispersdo; e se existe a formacgédo de algum fator

potencial de risco.

Segundo Nogueira e Amaral®®, quando se realiza a interpolacdo de dados
geograficos com dados pontuais € possivel a criacdo de representagdes espaciais
relativas a um evento. Hoje temos analises cada vez mais precisas e isso se deve tanto
ao progresso computacional quando ao aprimoramento das técnicas de mapeamento e

da avaliacdo da qualidade dos atributos a ela direcionados.
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Existem diferentes métodos de processamento de dados geogréaficos, dentre eles
podemos destacar a técnica de Krigagem, que realiza um processo de estimativa
geoestatistico que leva em consideracdo dois tipos de estimador: 1- realizando uma
interpolacdo exata de todos os valores observados; ou 2- fazendo um célculo da média
de uma variavel regionalizada para uma regido maior. Em ambos, essa técnica realiza
uma estimativa de uma regido e fornece ao final da analise um possivel “erro” associado

a esta estimativa®¥.

Os GIS e andlise espacial podem ser associados a vigilancia de dengue para
avaliar e identificar os fatores de risco associados a disseminacdo da doenca em uma
determinada &rea. Assim, nesse caso, os dados geograficos sdo utilizados para
identificar as areas criticas que estdo diretamente relacionadas com a modulacdo da
dinamica da dengue® 36 3 Ferramentas de anélise espacial foram utilizadas na
Tailandia por pesquisadores que queriam compreender a dindmica da doenca naquela
localidade e chegaram a conclusdo de que este tipo de analise pode avaliar a difusao
espacial da doenca além de ser possivel observar a formacdo de hotspots de transmissdo

de dengue no pais©®.

Portanto, a utilizacdo em conjunto de ferramentas de analise espacial, analise
molecular com utilizacdo da técnica de PCR e estudos tanto epidemioldgicos como
entomoldgicos fornecem informagdes cruciais para a tomada de decisdes por parte das

autoridades de saude do municipio.
1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivos Gerais



12

O objetivo deste trabalho é avaliar a eficacia das armadilhas de captura de
mosquitos adultos associadas a ferramentas de analise espacial e molecular como

indicadores epidemioldgicos e entomoldgicos em municipio do estado de Sdo Paulo.
1.2.2. Objetivos Especificos

» ldentificar as espécies de mosquitos presentes em um bairro com transmissao
sustentada do DENV;

» Auvaliar se as armadilhas adulticidas podem ser usadas como indicadores de
infestagdo vetorial na area;

» Identificar as areas do bairro com maiores indices de infestacdo vetorial;

» Identificar os sorotipos do virus do dengue circulantes no bairro;

» Avaliar o uso de armadilhas como possiveis Sistemas Sentinelas para ocorréncia
de dengue na area do estudo;

» Auvaliar a distribuicdo espacial do risco relativo para a ocorréncia de dengue e a

sua associacdo espacial com os indicadores entomoldgicos do vetor no bairro.
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ARTIGO I|

Epidemiological Surveillance: Evaluation of the Sentinel System for

Dengue in a city in the northwest Sao Paulo.

Parra, MCP!: Favaro, EA!: Dibo, M? Pereira, M? Eiras, AE3, Kroon, EG?3:
Chiaravalloti-Neto, F*; Mondini, A®; Nogueira, ML,

! FAMERRP - Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto;
2 SUCEN - Superintendéncia de Controle de Endemias;

8 UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais;

4 USP — Universidade de Sao Paulo;

% UNESP — Universidade Estadual Jalio Mesquita/FCFAR-Araraquara.

ABSTRACT

The dengue virus is the most important vector-borne disease worldwide. Aedes aegypti
is the main mosquito responsible for the urban transmission of the disease. Sdo José do
Rio Preto (SJRP) is a city located in the northwest of Sdo Paulo and had a high
incidence of dengue cases in 2013. Some tools can make dengue surveillance more
effective, such as geographic information systems (GIS) and spatial analysis. Spatial
data on the traps used to capture adult mosquitos enable the analysis of fundamental
variables in the disease’s transmission. This study used traps for adult mosquitos as a
dengue sentinel surveillance system to detect dengue cases in a region of SJRP. Two
types of traps were installed weekly, the BG-Mosquitito™ and the BG-Sentinel™. To
detect the serotypes of dengue circulating among the mosquitos, we used a multiplex
nested RT-PCR. TerraView and ArcGIS softwares were used to produce thematic maps.
We analyzed 893 mosquito pools, which 2.8% were positive for the DENV-4. Thematic
maps showed clusters of the vector infestation. In relation to mosquito location, dengue

cases were identified before the detection of DENV in mosquitos, a clear indication that
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these traps were not a suitable sentinel surveillance system for detecting dengue cases.

However, they can be used as instruments for entomological surveillance.

SUMMARY

Sdo José do Rio Preto is a city in the state of Sdo Paulo with a high annual number of
dengue cases. Without a specific vaccine for the illness, the only way to contain the
illness is through vector control. For this study, traps to capture adult mosquitos and M-
N-RT-PCR were used as a sentinel surveillance system. Mosquito were captured for one
year and DENV was detected in 2.8% of the collections. However, these traps did not
work as a sentinel system for human dengue cases as expected.

INTRODUCTION

Dengue viruses produce one of the most important vector-borne diseases
worldwide. The virus has four antigenically distinct serotypes (DENV1-4). Dengue can
present as an asymptomatic or as a self-limited febrile illness or may present warning
signs that can evolve to more serious manifestations (1). Annually, it is estimated that
approximately 390 million infections are caused by DENV worldwide, with 500,000
cases evolving to more severe manifestations and causing 20,000 deaths/year (2).
According to the World Health Organization (WHO), from 2001 to 2007, South
America registered 64.6% of the dengue cases in the world, with 6,733 evolving to
hemorrhagic forms of the disease, with 500 deaths. Brazil was responsible for 98.3% of

these dengue cases in this period (1).

Mosquitos from the genus Aedes are those primarily responsible for DENV
transmission. Aedes aegypti has evolved to be well domesticated; it can be found inside
premises (3, 4) and shows anthropophilic behavior, being recognized among the culicids

as the most adapted to manmade environments (5). It is the main vector responsible for
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the urban transmission of the DENV, with the ability to reproduce in manmade breeding

sites (6, 7).

Currently, different strategies enable the measurement of Aedes aegypti
infestations; such as the larval-based Breteau index and the house and container indices
are traditionally used in control routine and research (8). However, in areas where
immature forms of the vector are located, it is not possible to estimate the real
abundance of the mosquitos or the risk of disease transmission (9). Indices based on
trapped and captured adults have been used as an alternative approach, and they
perform better than do larval indices at providing suitable estimates of mosquito density

and disease transmission risk (10).

Other authors (11, 12, 13) who tested the efficiency of the traps for capturing
adults in Brazil found that the MosquiTrap™ and the BG-Sentinel™, when contrasted
with other entomological surveillance methods, demonstrated more efficiency, they
were more easily manipulated, captured multiple specimens at once and covered larger

areas in less time.

Hapairai et al (14), in a study in French Polynesia, compared the BG-
Mosquitito™ and the BG-Sentinel™ traps with human bait and found them to be
equally effective at capturing adult mosquitos. Both traps were also more effective at

capturing than were manual aspirators and yielded a greater number of specimens.

Geographic information systems (GIS) and spatial analysis can be used to
identify and to evaluate the risk factors for disease transmission (15, 16). Geographic
data have been used in epidemiological studies to identify critical areas for dengue and

the varying relationships that modulate the disease’s dynamic (17). Jeefoo et al (18)
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used spatial analysis to understand dengue spread dynamics in Thailand, assessing the

spatial spread patterns and identifying hotspots for dengue case notification.

Without a commercially available vaccine, decreases in disease occurrence are
based on vector control and on monitoring suspect cases, and these have been the main
targets of epidemiological dengue studies. One study found that identifying specific
events using reasonable and cost-effective techniques is crucial for establishing rapid

alert systems that can control the spread of the disease quickly (19).

In this context, our study proposed to evaluate a sentinel surveillance system for
detecting the dengue virus based on installing traps to capture adult mosquitos and on
identifying the common serotypes among the vectors in one neighborhood of a city

located in the northwest region of Sdo Paulo State where dengue is endemic (20).
MATERIAL AND METHODS
1. Area Study

Sdo José do Rio Preto is located in the northwest region of Sdo Paulo State,
Brazil, with an estimated population of 434,039 habitants and the Municipal Human
Development Index (IDHM) of 0,797 in 2010 (21). It has a geographic area of 431,963
km?, and it has reference centers for the treatment, prevention and control of infectious
diseases such as dengue. In recent years, the city has observed a high incidence of
dengue. In the last five years, 45,709 cases of dengue were reported, with 19,226 cases
in 2013 (22). The neighborhood selected for the study was the Solo Sagrado, which is
located in the north portion of the city; the traps were installed in this neighborhood,
which presents 26 census tracts. The 7,800 premises are located in an area of 227.8

hectares and shelter a population of 24,960 habitants. Research of the census tracts at



18

high risk for dengue during the period 1995 through 2010 showed that the Solo Sagrado
census tracts were at a higher risk than other neighborhoods (23). The area presented
conditions for dengue occurrence, such as high mean temperature, high population

density and the presence of Aedes aegypti mosquitos.
2. Installing the Traps and Identifying the Mosquitos

Mosquitos were collected with 31 traps, including 26 BG-Mosquitito™ and 5
BG-Sentinel™ traps for 60 weeks from May 2012 to May 2013, which corresponds to
epidemiological week 15 of 2012 through epidemiological week 22 of 2013. The traps
were installed on Mondays and Thursdays and retrieved on Tuesdays and Fridays; each
was kept at a given residence for 24 hours. The traps were installed weekly at 62
different residences, which were approximately 105 meters apart from east to west and
north to south following a regular grid. This distance is the flying radius of the Aedes
aegypti, which can reach 800 meters (26) but normally does not move more than 150

meters (6).

The traps were installed in safe, tiled places, near flowerpots or foliage, at each
residence. All relevant data were collected and recorded on a database that contained the
address, the name of the residents, the trap number, the installation and retrieval dates,
the number of collected mosquitos (separated in pools), and all molecular analysis
results. After the traps were retrieved, mosquitos were identified at the Laboratorio de
Vetores (FAMERP) using specific taxonomic keys (27, 28)pooled according to species
and gender and stored into 1.5 ml polypropylene tubes properly labeled by date and site

of collection, each pool contain at the most 10 mosquitos. They were maintained at -
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80°C for subsequent analysis at Laboratério de Virologia (FAMERP) until viral

screening assays.

3. Molecular Analysis

3.1 Viral RNA extraction

For the viral RNA extraction, we used the protocol described by Machado et al
(30). Mosquito pools collected were macerated with an autoclaved polypropylene pistil
with 50 pL of PBS 1X for the initial grinding and the subsequent addition of 850 pL of
PBS for smoothing. The macerate was centrifuged for 4 minutes at 2,300 g in a
refrigerated centrifuge (4°C). An aliquot was used for viral RNA extraction, and the
remainder of each sample was kept at -80°C. Next, we added 400 pL of Trizol (Life
Technologies) and 200 pL of chloroform, mixed the solution 30 times by inversion. The
samples were incubated at room temperature for 3 minutes and centrifuged at 9,300 x g
for 15 minutes at 4°C. The liquid containing the viral RNA was recovered and
transferred to a 1.5 ml polypropylene tube, to which was added 500 pL of 2-propanol.
This solution was mixed 30 times, incubated for 10 minutes at room temperature and
centrifuged at 9300 x g RPM for 15 minutes at 4°C. The supernatant was removed, and
the pellets were purified with 1.0 ml of cold 75% ethanol and centrifuged at 3300 x g at
4°C for 5 minutes. The supernatant was discarded and the RNA pellets were kept at
room temperature overnight, for later re-suspension in 30 puL of RNAse-free water.

RNA was stored at -80°C until screened for the presence DENV.

3.2 - Multiplex Nested RT-PCR

For viral RNA amplification, we used Bronzoni et al. (31) protocol. For the

reverse transcription reaction, we used the following: 4,0 uL of Buffer 5X (250 mM
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HCI, 375 mM KCl and 15 mM MgCI2); 1.4 pL of DTT (0,1 M); 1.6 pL of dNTP (250
puM); 1.0 puL of genus-specific FG2(15 pMOL); 1.0 pL reverse transcriptase(200 U of
Superscript; Life Technologies); 0.5 puL RNase inhibitor (20U RNaseOUT; Life
Technologies); 8.0 pL for the viral RNA and water to make a final volume of 20 L.
The mix was incubated at 50° C for 50 minutes and at 70° C for 15 minutes in
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA), which was used in the other
steps. Next, we conducted a PCR with a genus-specific primer using 5.0 pL of Buffer
10 X (200 mM HCI, 500 mM KCI), 2.0 pL of MgCI2 (50 mM), 4.0 pL of dNTP (250
puM), 1.0 pL of FG1 primer (15 pMOL), 0.2 pL of Taq polymerase (1U-Platinum Taq
DNA Polymerase; Invitrogen), 8.0 uL cDNA and water to obtain a final volume of 50
pL. The mix was incubated at 94° C for 1 minute and at 94° C and 53° C for 1 minute
each, at 72° C for 2 minutes, (30 cycles) and at 72° C for 5 minutes. Finally, a hemi-
nested PCR using dengue-specific primers used the following: Buffer 10 X (200 mM
Tris-HCI, 500 mM KCI); 4.0 pL of MgCI2 (50 mM); 4.0 pL of dNTP (250 uM); 1.0 uL
of FG1 (15 pMOL); 1.0 pL of DENV-1 (15 pMOL); 1.0 uL of DENV-2 (15 pMOL of
primer); 1.0 puL of DENV-3 (15 pMOL); 1.0 pL of DENV-4 (15 pMOL); 0.2 pL of Taq
polymerase,1.0 pL cDNA and water to reach a final volume of 50 puL. The mix was
incubated at 94° C for 1 minute followed by 25 cycles at 94° C and at 53° C for 1
minute each, 72° C for 2 minutes and 72° C for 5 minutes. To visualize the PCR
products, we conducted an electrophoresis in an8% polyacrylamide gel that was

posteriorly dyed with silver nitrate.

4. Sentinel System Analysis
For the sentinel system analyses, we built two databases using Microsoft Excel,

one containing all of the trap information and the other containing all of suspect and
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dengue cases information. In the database, at the dengue cases were considered positive
and negative all the cases with laboratorial exam realized.

Within these databases, each address was geocoded using TerraView 4.2.2
(INPE), which generated layers at each trap installation address. Also were generated
the layers at each address of residence with any dengue case. These layers were used to
build thematic maps from epidemiological weeks, for this were used to the program
ArcGIS 9.3 (ESRI). All the thematic maps presenting the data on the traps (hnumber of
female captured by the traps and number of female and male positive by DENV4) and
the dengue cases at the next week. Because the virus incubation period is approximately
7 days (28).

The first condition to the traps be a good tool for sentinel surveillance system
would be found between every dengue cases (suspects and positives) a major proportion
of the positive dengue cases around the positive traps by DENV than a major proportion
the positive dengue cases around the negative traps by DENV. To evaluate this situation
we build buffers using the ArcGIS 9.3 around the each traps and subsequently, all
dengue cases (positive or not) within and outside of the buffers radius were counted.
With these information we constructed a contingency table (2X2) for each week (to see
example 1 below). And in each week were counted 100% of human dengue cases and it
was divided enter it was around the positive traps and it was around the negative traps,
the same were made for the negative human dengue cases (Table 1). Being to apply the
qui-quadrate test (when had sufficient information) or Exact Fisher test (when the
values were minors) to valid the results. In Table 1 the epidemiological week is referent

the week in that dengue cases were notified.
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Example 1: Dengue case

Positive Negative

Positive Trap by
DENV

Negative Trap by
DENV

Total 100% 100%

A second condition to the traps be a good tool for sentinel surveillance system
would be between every positive dengue cases, 50% or more occurrences around of the
positive trap by DENV. To evaluate this question we build the buffers using the ArcGIS
9.3 around positive and negative traps. Subsequently all human dengue cases around the
positive or negative traps by DENV were counted e inserted in a contingency table
(2X1) for each week (to see example 2) creating a percentage for each result table and

the amount total must together totaled a proportion of 100% weekly (Figure 7).

Example 2:

Trap

Positive

Negative

Human dengue case

Total

100%

The last question to the traps be a good tool for the sentinel surveillance system
would be test the sensibility (S) — which consisted of the probability that the traps would
test positive for the dengue virus when positive dengue cases had been identified around
the traps. For this, were created a buffer around each positive dengue case. If a trap
would be within this buffer and was positive by DENV it was considered true positive
(TP), in others words the trap was detecting the dengue occurrence. If a trap negative by

DENV within this buffer it was considered false negative (FN), in other words the
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DENV was circulating in the area and the trap was not detected (Table 2). When had a
positive trap within the buffer around the negative dengue case this trap was considered
with false positive (FP) and when had a negative trap within the buffer around the
negative dengue case we considered this trap with true negative (TN). The Sensibility

was calculated by the equation:

TP
TP + FN

In same situations we counted the traps and cases only one week in other
cases in function at the have law cases or law traps installed we counted the set the

weeks.
RESULTS
1. Collection and capture of the mosquitoes

Near 3,000 mosquitoes were collected during the study period, with 1,645
Aedes aegypti mosquitoes collected (671 males and 974 females) and 6,903 mosquitoes

of the Culex genus.
2. Molecular Analysis

The 893 pools analyzed, it was observed 2.8% (25) positivity for the DENV-4
serotype; and from those positive samples, 76% (19) infected female mosquitoes, and

24% (6) males.

3. Sentinel Surveillance System Analysis
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Six thematic maps were constructed and are representing in the Figures 1
through 6; each Figure presents ten epidemiological week and each epidemiological
week maps presents the data on the total female mosquito collections and number of
female and male infected by DENV, besides presenting the human dengue cases next
week. Each map shows the two types of traps that were installed, BG-Mosquitito™ and
BG-Sentinel™, represented by the colors blue and green, respectively. Human dengue
cases that were confirmed by laboratorial exam are shown in red. The stars and crosses

represent the female and male pools infected by DENV, respectively.

The first human dengue case occurred in 2012 at the epidemiological week
16™ and no single case was observed in the next twenty-seven weeks (Figure 1), this
cases possibly belongs the past dengue outbreak occurred in the city. The next dengue
case only appear at the epidemiological week 44™ (Figure 3) and only next five weeks
will appear the third case in the epidemiological week 50" (Figure 4), thenceforth began
to appear dengue cases in every weeks until the end of the study. The dengue cases
increasing progressively in the next weeks until the peak, at the epidemiological week
12" of 2013. 128 human dengue cases were confirmed by laboratorial tests. At the
epidemiological week 20" dengue cases began to decrease, but they persisted through

the end of the study.

In relation the traps, we had the first trap positive by DENV at the
epidemiological week 19" (Figure 1) and the second trap at the epidemiological week
28" (Figure 2). However no human dengue cases were identified during the following
week through epidemiological surveillance from the city and hence, the two traps were
positive probably belongs the past dengue outbreak occurred in the city. Only after

twenty-seven weeks we identified a trap positive by DENV, it was at the
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epidemiological week 4™ 2013 with one pool of the female positive by DENV4
captured by trap. Starting this week we began to detect the traps positive followed by
human dengue cases. This situation continued until the 17" 2013, when the positive
traps and the human dengue cases started to decrease, but remain with same cases

through the last week by the study.

In same weeks, we did not have the traps installed because in these weeks, we
had the national holidays and the field team did not work. This situation occurred at the

epidemiological weeks 52" 2012, 1% 2013 and 7" 2013.

The thematic maps make clear that the traps only began to test positive when
the dengue outbreak already established and many human dengue cases had been

notified by the epidemiological surveillance from the city.

Figure 7 and Figure 8 shows the relationships between the traps and the human
dengue cases. However, in Figure 7, the data are presented as percentages, whereas

Figure 8 presents absolute numbers.

The Figure 7 shows the percentage the human dengue cases confirmed by
laboratorial exam around the traps positive and negative by DENV. In this figure, we
can see clearly that human dengue cases began to appear just around the negatives traps,
this situation occurs in the first four weeks. Only at the epidemiological week 4" 2013
began to appear percentages the positive traps with human dengue cases around. In any
week the percentage the positive traps with human dengue cases around exceeded the
limit by 50%. Moreover, this percentage would need be equal to or greater 50% for the
traps was a good tool for the sentinel surveillance system. In this figure, make clear that

the traps began to test positive only when the dengue outbreak was established.
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The Figure 8 shows the same situation that the Figure 7 but here we have
absolute numbers the traps positive and negative with the human dengue cases around.
Here also is possible see that the human dengue cases began to appear long before the
traps presented to test positive by DENV. May see also same after the human dengue
cases appear around the positive traps the number of the human dengue cases around
the negative traps always are greater than the human dengue cases around the positive
traps, this situation occurs in every weeks. Same at the epidemiological weeks in that
have the peak the human dengue cases, the most of them were around the negative

traps.

DISCUSSION

In recent years, reverse transcription has been used in the diagnosis of
infectious diseases and has proven to be useful in diagnosing the dengue virus. The
technique is simple and efficient at virus identification and characterization in
epidemiological investigations, allowing for virus detection in serum, cases of fatal

tissue, cell cultures and samples of pools of larval and adult mosquitoes (29,30).

Our results showed a predominance of the DENV-4 serotype in the mosquitoes
found in our study area. Comparison of this study’s data with official data from the
same area can track DENV-1 and DENV-4 circulation and confirm the predominance of
the DENV-4 serotype. The percentage (2.8%) of pools of mosquitoes infected with
DENV-4 aligns with the observed numbers of human dengue cases. Between March and
April 2013, there was a 106% increase in confirmed disease cases, with a number of

severe cases resulting in death (31).
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Considering that humans are the main host for the urban transmission of the
dengue virus, the high proportion of the DENV-4 serotype detected in this study could
indicate population immunity to the other serotypes because this area has a high
incidence of DENV-4 each year (32). With the recent introduction of DENV-4 in the
city, there were increased numbers of individuals susceptible to this serotype, which

could have contributed to the spread in the region.

The high prevalence of the DENV-4 serotype found in the pools that contained
dengue-positive Aedes aegypti males is likely shows the vertical transmission of the
dengue virus in the city. This finding could be an important factor in the persistence of
the virus’s circulation between epidemic periods, as described by Le Goff et al (33) and
Angel and Joshi (34), who worked with immature specimens. They found that closed-
off vectors can be reservoirs for the dengue virus during the annual periods that are
unfavorable for human transmission and that there is the possibility for vertical
transmission in nature. Martins et al (35) studied dengue virus transmission in Fortaleza,
Ceara, Brazil, and described the first observations of the virus’s vertical transmission,
beginning a discussion about the maintenance of the virus between epidemic periods.
Mondini (36), in a study of dengue virus serotype identification in mosquitoes, showed
that this phenomenon occurred in Sdo José do Rio Preto owing to the high percentage of
positive findings in the infected male pools. In contrast, Zeidler et al (37) observed that
the vertical transmission in Aedes aegypti appeared to occur infrequently in nature and
determined that the virus’s persistence in urban environments cannot be attributed to

vertical transmission.

More rapid detection of DENV in mosquitoes gives us important information

about the serotype’s circulation before it has been transmitted at high levels, enabling
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the implementation of control measures to avoid epidemics. In our study, we proposed a
sentinel surveillance system for prior detection of dengue circulation in mosquitoes.
For this, we used traps (Mosquitito™ and BG-Sentinel™) to capture adult culicids
around residences in a region with a high incidence of dengue. However, we found that
the detection of infected mosquitoes using RT-PCR occurred after the human dengue
cases were identified, and thus the traps were not adequate for the early detection of the

disease.

In this study, we spatially and temporally identified vectors infected with the
dengue virus, the spread of dengue cases and the respective disease incidence in a
neighborhood in Sdo José do Rio Preto. Cases spread in nearly all census sectors, and
we observed clusters in which the viral circulation occurred more intensely during the
same epidemiological weeks. This localization by possible dengue hotspots and by
annual periods is important for understanding the virus’s dynamics and also for
developing policies to reduce or prevent vector infestation (38). Khormi et al (38) show
the importance of spatial and temporal analysis in dengue research for critically
observing all events and regional variations to enable better decision making by health

authorities.

Same-week observations found a minor number of traps installed during weeks
with national holidays and with rainy days on which the field team did not work.
Despite these failures, it is clear that the dengue virus was identified in human cases

before it was found in the mosquitoes.

Hence, the use of traps to collect adult mosquitoes was not sufficient for

detecting the presence of infected mosquitoes before the occurrence of human dengue
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cases. However, in places with a high-frequency vector infestation, the traps can aid in

punctual interventions.
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Table 2: Calculation of Sensibility by the Value (TP.TN.FP and FN).

Epidemiological Week  True Posttive (TP) False Negative (FN) FasePose - True Negatve - Sansibily )

) ) %

A5l 5142012 y 5 0 30 00
0 0 7 0 2 00
013 0 17 0 ¥ 00
482013 ! 17 0 3 56
562013 2 10 2 3 18
- ) 2 1 13 143
Bt 1482013 13 276 0 0 43
I3t unt] 1822013 ! 14 0 n 13
19% wfil 242013 ! 3 0 176 00

Total: 2 546 3 735 353
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Figure 1: The first ten epidemiological weeks (weeks 15 through 24 of 2012) of the study period; the
traps are represented by the blue and green circles (BG-Mosquitito ™ and BG-Sentinel ™, respectively)
and the dengue cases are represented by the red circles. These were confirmed as positive by serological
test, and the maps were made using the traps were installed from the week following the week the cases.
The traps with female mosquitos that were positive for the dengue virus (DENV4) are represented with

purple stars.
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Figure 2: The next ten epidemiological weeks (weeks 25 through 34 of 2012) of the study period; the
traps are represented by the blue and green circles (BG-Mosquitito ™ and BG-Sentinel ™, respectively)
and the dengue cases are represented by the red circles. These were confirmed as positive by serological
test, and the maps were made using the traps were installed from the week following the week the cases.
The traps with female mosquitos that were positive for the dengue virus (DENV4) are represented with

purple stars.
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Figure 3: The next ten epidemiological weeks (weeks 35 through 44 of 2012) of the study period; the
traps are represented by the blue and green circles (BG-Mosquitito ™ and BG-Sentinel ™, respectively)
and the dengue cases are represented by the red circles. These were confirmed as positive by serological
test, and the maps were made using the traps were installed from the week following the week the cases.
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Figure 4: The next ten epidemiological weeks (weeks 45 of 2012 through 2 of 2013) of the study period;
the traps are represented by the blue and green circles (BG-Mosquitito ™ and BG-Sentinel ™,
respectively) and the dengue cases are represented by the red circles. These were confirmed as positive by
serological test, and the maps were made using the traps were installed from the week following the week

the cases.
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Figure 5: The next ten epidemiological weeks (weeks 3 through 12 of 2013) of the study period; the traps

are represented by the blue and green circles (BG-Mosquitito ™ and BG-Sentinel ™, respectively) and
the dengue cases are represented by the red circles. These were confirmed as positive by serological test,
and the maps were made using the traps were installed from the week following the week the cases. The
traps with female mosquitos that were positive for the dengue virus (DENV4) are represented with purple
stars and the traps with the male that were positive for dengue (DENV4) are represented with purple

Crosses.
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Figure 6: The final ten epidemiological weeks (weeks 13 through 22 of 2013) of the study period; the
traps are represented by the blue and green circles (BG-Mosquitito ™ and BG-Sentinel ™, respectively)
and the dengue cases are represented by the red circles. These were confirmed as positive by serological
test, and the maps were made using the traps were installed from the week following the week the cases.
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Ratios of dengue cases in 200 meters radius around the positive or negative traps by
epidemiological week

100,0 -

25,0 -

B % Positive Traps M % Negative Traps

Figure 7: The percentages of positive and negative traps with confirmed human dengue cases around
them. The red represents the percentages of all positive traps around which human dengue cases were
present (200 m), and the blue represents the percentages of all negative traps around which human dengue
cases in its around (200 m). The values presented are percentages.

Number of dengue cases in a 200 meters radius around the positive or negative traps by
Epidemiological weeks

140

120

100 -+

Dengue cases with negative traps

——— Dengue cases with positive traps

Figure 8: The comparison between the positive and negative traps installed in the neighborhood. The red
line represents all positive traps with human dengue cases around them (200 meters). The blue line
represents all negative traps with human dengue cases around them (200 meters). In this figure, the values
are absolutes numbers.
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ARTIGO 1

ANALISE ESPACIAL DE UM INDICADOR ENTOMOLOGICO PARA
DENGUE E O RISCO DE OCORRENCIA DA DOENCA EM UM BAIRRO DO
MUNICIPIO DE SAO JOSE DO RIO PRETO - SP.

Parra, MCP1; Favaro, EAl; Dibo, M2; Eiras, AE3, Kroon, EG3; Mondini, A5;
Nogueira, ML1; Chiaravalloti-Neto, F4.
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2 SUCEN - Superintendéncia de Controle de Endemias;

3 UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais;

4 USP — Universidade de Sao Paulo;

5 UNESP — Universidade Estadual Jalio Mesquita/FCFAR-Araraquara.

ABSTRACT

The dengue virus is a major problem of public health in the world. The main vector of
the four dengue serotype (DENV 1-4) is Aedes aegypti mosquitos. Without a
commercially available vaccine, vector infestation control is the most important tool to
decrease dengue dispersion. The spatial analysis through GIS has been used to evaluate
and identify the factors associated with the risks of dengue spread in certain areas. The
aim of this study was to evaluate temporal and spatial distribution of adult Aedes
aegypti females and its your correlation with the relative risk for the dengue occurrence
in a neighborhood of S&o José do Rio Preto — SP. BG-Mosquitito™ and the BG-
Sentinel™ traps were installed weekly. TerraView, ArcGIS and R softwares were used
to construct maps of infestation and relative risk for dengue occurrence. Spatial analysis
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associated to adults traps can be used as an entomological index and can be used to
create the maps of relative risk for disease occurrence.

INTRODUCAO

A dengue é um dos principais problemas de satde publica do mundo, cerca de
390 milhdes de pessoas sdo acometidas pela doenga anualmente, ocasionando em torno
de 20 mil mortes. E causada pelo virus Dengue (DENV) que é subdividido em quatro
sorotipos (DENV1-4) (1). E transmitida ao homem pela picada da fémea de mosquitos
do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti, apresenta trajetdria evolutiva, onde
desenvolveu comportamento sinantropico e antropofilico. E altamente adaptado a

ambientes criados pelo homem (2,3,4).

Com o aumento da disseminacao do vetor ao redor do mundo e com a falta de
uma vacina especifica para dengue, ferramentas para captura e monitoramento do vetor
tem ajudado os programas de controle em éareas urbanas (5). Diferentes modelos de
armadilhas tém se mostrado eficazes para este tipo de monitoramento. Armadilhas do
tipo “Ovitrampas” que capturam e quantificam ovos do vetor em residéncias tem
demonstrado ser ferramentas significantes quando correlacionadas com a incidéncia de

dengue na mesma regiao.

Diferentes autores utilizaram armadilhas de captura de mosquitos adultos em
estudos realizados no Brasil e perceberam que quando comparadas com outras
metodologias as mesmas apresentam facil manipulacdo e operacionalizagdo (6, 7, 8).
Em pesquisa realizada na Polinésia Francesa por Hapairai et al (9) no qual realizaram a
comparagéo entre o uso das armadilhas BG-Mosquitito ™ e BG-Sentinela ™ com iscas

humanas os autores concluem que ambas as armadilhas sdo tdo eficientes quanto as
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iscas humanas. No mesmo estudo as armadilhas também foram comparadas a
aspiradores manuais e neste caso as armadilhas se mostraram mais eficientes e foram

capazes de capturar um nimero maior de mosquitos.

E de interesse da epidemiologia o entendimento na dindmica da transmisséo de
doengas ao longo do tempo e do espago (10). E a associagdo desse interesse comas
técnicas de analise espacial permite que a distribuicdo das doencas seja analisada tanto
no espago, no tempo ou em ambos. O primeiro relato dessa associagdo pode ser
considerado a pesquisa realizada por John Snow, que a utilizou para analisar no espaco

e no tempo uma epidemia de clera na cidade de Londres UK, em 1854 (11).

Epidemiologia espacial avangcou muito ao longo do tempo, hoje temos o0s
Geographical Information System (GIS) nos quais € possivel realizar analises espaciais
precisas e, quando associadas a epidemiologia verificamos a dispersdo de diferentes
fatores associados a doencas (12). A formacgdo de clusters pode ser dividida em
diferentes tipos que podem ser baseados na populacéo, no evento, no ambiente ou na

caracteristica principal da doenca (10).

De acordo com Nogueira e Amaral (13), as representagdes espaciais podem ser
realizadas através da interpolacdo dos dados geograficos com os dados pontuais. Com o
progresso computacional e das técnicas de mapeamento, a avaliacdo da qualidade dos
atributos direcionados a este tipo de andlise estdo cada vez mais precisos. Dentre as
diferentes metodologias podemos destacar a técnica de Krigagem, que é um processo de
estimativa geoestatistico, que realiza uma estimativa e fornece o possivel “erro”

associado a esta estimativa (14).
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A analise espacial e os GIS podem ser utilizados em epidemiologia de dengue
para avaliar e identificar os fatores de risco associados na disseminacdo da doenga em
uma determinada localidade. Neste caso, os dados geograficos sdo utilizados para
identificar regides criticas que estdo relacionadas com a modulacdo da dinamica da
doenca (15, 16, 17). Pesquisadores da Tailandia empregaram ferramentas de analise
espacial para compreender a dinamica da dengue e concluiram que estas ferramentas
podem avaliar a difusdo espacial da doenca e também a verificacdo de hotspots para a

transmissdo da doenca naquele pais (18).

Diante deste panorama o objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo no
tempo e no espaco dos indicadores entomoldgicos de Aedes aegypti fémea em fase
adulta e a sua correlacdo espacial com o risco relativo de ocorréncia de dengue em um

municipio do noroeste paulista.

MATERIAIS E METODOS
1. Area de Estudo

O municipio de S&o José do Rio Preto, localizado no noroeste do estado de S&o
Paulo (20°49°117’S ¢ 49°22°46”W), Brasil, situado a 498m acima do nivel do mar,com
populacéo estimada em 434.039 habitantes e IDHM de 0,797 em 2010 (19), ocupa uma
area territorial de 431.963 km?2 Apresenta clima tropical com temperatura anual média
de 25°C e precipitacdo anual de aproximadamente 1.200mm. Nos Ultimos cinco anos
45.709 casos foram notificados, destes 19.226 casos foram registrados no ano de 2013
(20). O bairro selecionado para realizacdo do trabalho foi Solo Sagrado localizado na

zona norte do municipio, composto por 26 setores censitarios, sendo que 19 foram
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selecionados para a instalacdo das armadilhas. O bairro apresenta aproximadamente
7.800 domicilios e populagédo de 24.960 habitantes e ocupa uma area de 227.8 hectares.
Pesquisa que avaliou os setores censitarios de maior risco para ocorréncia de dengue no
periodo de 1995 a 2010 mostrou que os setores censitarios do Solo Sagrado foram
considerados de maior risco, em média, por trés periodos anuais, variando do minimo

de uma vez a seis vezes (21).
2. Instalacdo das Armadilhas e Identificacdo dos Mosquitos

As coletas foram realizadas com 31 armadilhas, sendo 26 armadilhas BG-
Mosquitito™ (22) e 05 BG-Sentinel™ (23), entre Setembro de 2012 a Maio de 2013
(Semanas Epidemioldgicas 36/2012 a 20/2013). As armadilhas foram instaladas as
segundas e quintas-feiras e retiradas as tercas e sextas-feiras, permanecendo em cada
residéncia por 24 horas. A periodicidade da atividade foi semanal, com a instalacdo de
armadilhas em 62 residéncias. A distancia escolhida esta de acordo com o raio de voo
de Aedes aegypti, que normalmente n&o exerce voo em raios maiores do que 150 metros

(24).

As armadilhas foram instaladas no peri-domicilio, em locais cobertos e
protegidos, proximos a vasos ou folhagens, em uma residéncia por quadra. Todos 0s
dados relativos a coleta foram registrados em boletim apropriado que continha as
informacdes - endereco, nimero da armadilha, data da instalacdo, data da retirada,
numero de mosquitos coletados (separados por espécie e género). Apés a retirada das
armadilhas, os mosquitos foram identificados no Laboratério de Vetores, utilizando-se

chaves taxonémicas especificas (25, 26)

3. Casos de Dengue
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As informac0es relativas aos casos de dengue foram obtidas por meio de um
banco de dados do SINAN - Dengue de Séo José do Rio Preto — SP, cedido pela
vigilancia epidemioldgica do municipio. Para a producdo dos mapas de risco relativo
foram utilizadas as informacdes dos casos de dengue autoctones confirmados (positivo-

negativo) por exame laboratorial.

Os casos de dengue autoctones confirmados (positivos - negativos) por exame
clinico-epidemioldgico foram considerados apenas para a construcdo da Figura 1 onde

sdo apresentados todos 0s casos de dengue do bairro.

4. Geocodificacdo dos enderecos

A geocodificacdo foi realizada por meio dos enderecos tanto das residéncias
onde as armadilhas foram instaladas quanto dos casos de dengue confirmados e
negativos. Os programas TerraView 4.2.2 (INPE) e ArcGIS 9.1(ESRI) com a utilizacdo
da base cartografica de arruamento do bairro Solo Sagrado em projecdo UTM
(Universal Terminal Mercator) foram utilizados para a producdo dos mapas tematicos

(Figuras 3 e 4).

5. Anédlise dos Dados

Os indicadores entomoldgicos obtidos a partir do numero de fémeas coletadas
pelas armadilhas semanalmente foram agrupados em quinzenas, durante o periodo de
Setembro de 2012 a Maio de 2013 (Semanas epidemioldgicas 36/2012 a 20/2013). O
primeiro agrupamento para a formagdo de quinzenas se deu entre as Semanas
Epidemiologicas 36-37/2012 (para as armadilhas) e 37-38/2012 (para os casos de
dengue) e o ultimo agrupamento se deu entre as Semanas Epidemioldgicas 18-19/2013

(para as armadilhas) 19-20/2013 (para os casos de dengue). Esta diferenca de uma
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semana é devido ao periodo de incubacdo extrinseco do virus que é de
aproximadamente sete dias. Utilizamos a técnica de Krigagem ordindria para a
construcdo dos mapas de infestagdo do bairro, onde foi realizada a interpolagédo
estatistica dos indicadores entomoldgicos através do pacote geoR do programa
estatistico R (27), usando para isto 0s métodos de estimacdo dos minimos quadrados
ponderados e generalizados, sendo que ponderacdo foi definida por meio de um
semivariograma. O semivariograma utilizou os parametros pepita, contribuicdo e

amplitude (28).

Para a analise do risco relativo de ocorréncia de dengue no bairro durante o
periodo do estudo usamos um modelo que pudesse descrever tanto o padrédo espacial de
transmissdo quanto as areas com maior ou menor risco espacial de ocorréncia de
dengue. Para esta andlise utilizamos o programa estatistico R, através da biblioteca
EPIGAM (29) considerando somente as coordenadas geograficas para isto. O modelo
foi construido da seguinte maneira: a variavel era a ocorréncia de casos (0) e os
controles (1) — neste modelo foram considerados controles todos 0s casos suspeitos de
dengue com exame laboratorial negativo. A localizacdo dos casos e dos controles no

espaco foi testada como uma variavel preditora ou independente (30).

A comparacdo entre os mapas de infestacdo e os mapas do risco relativo de

ocorréncia de dengue no bairro foi feita visualmente.

RESULTADOS

1. Coleta e captura de mosquitos
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Foram realizadas 1.765 coletas durante o periodo, coletando um total de797
mosquitos Aedes aegypti fémeas (Tabela). Nas quinzenas 52/2012-1/2013 e 1-2/2013

nao foram instaladas armadilhas devido aos feriados de final de ano.

Tabela: Quantidade de armadilhas instaladas, total de fémeas de Aedes aegypti capturadas, quantidade de casos de dengue confirmados por
exame laboratorial ¢ quantidade de casos de dengue descartados (negativos) por exame laboratorial.

. Casos Dengue ~ Casos suspeitos
Quinzenas T Quantidflde de Positivos descartados
armadilhas Confirmados
Semanas Epidemiologicas  Semanas Epidemiologicas Capturadas insidludas Confirmados exame negativo por exame
Armadilhas Casos de dengue laboratorial P
368371 2012 3783812012 9 75 0 10
38M_39 2012 39™_40 %2012 15 106 0 14
40" 41% 2012 4142 2012 % 83 0 6
42" 4312012 3% 442012 57 112 0 6
44" 4582012 5™ 46"2012 19 84 1 5
46" 472012 47482012 79 84 0 13
48" 49" 2012 49"_50%2012 57 112 1 5
50%-51%2012 51%- 5222012 % 113 4 4
5242012- 12013 122013 0 0 9 15
2312013 344013 120 112 8 3
4 519013 5612013 145 113 25 65
6782013 7812013 19 114 47 127
8™ 9™2013 9%_10"2013 39 114 124 262
10%-11%2013 18- 1282013 51 115 M3 9)
128132013 138142013 25 115 206 279
1451582013 15™-16™2013 56 116 139 306
16"- 172013 17" 182013 48 112 65 132
18"-19"2013 19"-20%2013 0 85 20 67
Total: 797 1765 892 1661
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2.  Casos de Dengue

Durante o periodo do estudo, foram notificados pela vigilancia epidemioldgica
do municipio um total de 2.937 casos suspeitos da doenca (Figura 1). Destes 1.228
foram confirmados como casos de dengue positivos, sendo que 892 foram confirmados
por exame laboratorial e 336 confirmados por critérios clinico-epidemiolégico. Ja os
considerados negativos somam um total de 1.709 casos, sendo que 1.661 foram
considerados negativos por exame laboratorial e 48 foram considerados negativos

através de critérios clinico-epidemioldgicos.

Casos de Dengue Notificados
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m Notificagdo Negativa - Exame Laboratorial m Notificacdo Negativa - Clinico Epidemiolégico

Figura 1: NUumero de casos de dengue notificados no bairro Solo Sagrado durante o periodo do estudo.
Os casos foram separados de acordo com o tipo de exame que foi realizado para confirmac&o.



54

Na Figura 2 temos a comparacdo entre o numero de casos de dengue e a
quantidade de mosquitos Aedes aegypti fémeas capturadas pelas armadilhas no periodo
do estudo. Nesta Figura podemos observar a evolugdo dos casos de dengue e a
quantidade de fémas capturadas, no decorrer do tempo.As diferencas de quantidade de
espécimes coletadas pode estar relacionadas com as diferencas de temperatura e
precipitacdo durante o periodo. As armadilhas capturaram o maior nimero de fémeas na
quinzena 5-6/2013. Ja os casos de dengue comecam a surgir gradualmente a partir da
quinzena 51-52/2012, tendo o apice de casos na quinzena 11-12/2013. As quinzenas
estdo divididas em duas linhas abaixo do grafico, na primeira linha temos as quinzenas
relativas a ocorréncia dos casos de dengue e na segunda linha temos as quinzenas

referentes as armadilhas.

Casos de Dengue confirmados e fémeas Aedes aegypti

(=)
B
4
N
)
o =
Lo
1
>
.
)
>
L

(]
b
5

s Casos Dengue - Exame Laboratorial =~ ew==Nr. Fémeas

Figura 2: Comparacdo por quinzena entre o nimero de casos de dengue confirmados e o nimero de
fémeas capturadas pelas armadilhas durante o periodo do estudo.
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3. Geocodificacdo dos Enderecos

A geocodificacdo dos enderecos pode ser vista nas Figuras 3 e 4. Na Figura 3
temos a representacdo de todas as quinzenas relacionadas a instalacdo das armadilhas,
nela podemos destacar a captura de fémeas durante todo o periodo do estudo. Essas
fémeas foram capturadas uniformemente por toda a area e o apice de fémeas capturadas
se deu na quinzena 4-5/2013. A Figura 4 representa as quinzenas dos casos de dengue,
estes comecam a surgir gradualmente na quinzena 49-50/2012 com apenas um caso
notificado, progredindo acentuadamente até atingir seu apice na quinzena 11-12/2013,

diminuindo nas quinzenas seguintes, porém persistindo até a dltima quinzena.
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Figura 3: Mostra todos os enderecos das residéncias onde foram instaladas as armadilhas BG-Mosquitito
e BG-Sentinel. Os circulos lilas representam as armadilhas e os tamanhos sdo diferenciados pela

quantidade de fémeas do mosquito Aedes aegypti capturados pelas mesmas.
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Figura 4: Mostra todos os enderecos de moradores com suspeitas de dengue no bairro trabalhado. Os
circulos vermelhos representam os casos de dengue positivos para o virus DENV, confirmados por exame
laboratorial e os circulos marrons representam os casos de dengue notificados que foram considerados
negativos para os virus DENV através de exame laboratorial.
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4. Analise dos Dados

Na Figura 5 é possivel ver todos os mapas com os indices de infestacdo de
fémeas de Aedes aegypti. Onde percebemos que ha uma padronizacdo da infestacédo
praticamente por toda a area. Nas quinzenas 44-45/2012 e 2-3/2013 nédo ha diferencas
de tonalidades devido as mesmas apresentarem a mesma média de infestacdo para toda
a area trabalhada. Como a técnica de Krigagem trabalha com amostragem e estimativa
de valores para as areas ndo trabalhadas, é realizada uma média de infestacdo para as
areas ao redor de uma armadilha, quanto mais proxima a uma armadilha positiva
maiores serdo os indices de infestacdo, quanto mais distantes menores serdo estes
indices, porém no caso destas duas quinzenas (44-45/2012 e 2-3/2013) a média para
toda a area foi a mesma, ndo havendo diferencas entre os locais mais proximos e mais
distantes das armadilhas, isto se deve ao fato de que as armadilhas coletaram poucos

mosquitos fémeas nestes periodos.
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Figura 5: Apresenta os indices de infestacdo por fémeas do mosquito Aedes aegypti em todas as
quinzenas trabalhadas. Quanto mais proximas as cores estdo do verde menor sdo os indices de infestacdo
quanto mais prdxima a cor laranja maiores os indices de infestagéo.

Na figura 6 temos a comparagao entre os indices de infestacdo vetorial e os
niveis de risco relativo para a ocorréncia de dengue. Esta comparacdo foi realizada
visualmente entre quinzenas. Sendo que as quinzenas dos mapas do indice de infestacdo

sempre iniciam uma semana antes do que as semanas do risco relativo.
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Ao observarmos a Figura 6, na linha 1 que representa as quinzenas 52/2012-
1/2013 e 1-2/2013, percebemos que existe uma relacdo entre os indices de infestacao
vetorial e a ocorréncia de dengue, mapas nas colunas A e C, respectivamente. Essa
relacdo pode ser vista quando analisamos a regido noroeste e centro-oeste do bairro nos
mapas estas regides apresentam altos indices que se sobrepdem nas duas situacdes.
Também ¢é possivel observarmos regifes que apresentam auséncia de risco para a
ocorréncia de dengue, devido a baixa incidéncia de mosquitos e casos, estas areas
aparecem nos mapas representados pela cor azul (mapa A) e branco (mapa C). J& nos
mapas presentes nas colunas B e D temos os mapas de intervalo de confianca dos

indices de infestacdo e significancia dos mapas de risco relativo, respectivamente.

A mesma situacao foi detectada também nas linhas 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, onde as
regibes com maior risco relativo de ocorréncia da doenca se sobrepdem as regifes com
maiores indices de infestacdo vetorial, sendo também possivel a verificacdo de areas
com auséncia de risco para a ocorréncia de dengue. A Unica quinzena gque nao podemos
observar a relacdo entre 0os mapas é na linha 2 (Quinzena 2-3/2013 e 3-4/2013) devido
ao fato de que nesta quinzena ndo houve diferencas nos indices de infestacdo. Portanto,
na quinzena em questdo ndo podemos afirmar que os indices de infestacdo estdo

diretamente relacionados a ocorréncia de dengue na regiao.

Algumas areas em todas as quinzenas apresentam tonalidade proxima ao
vermelho nos mapas C, essas areas sdo consideradas “hotspots” ou regides de risco
aumentado para a transmissdo da doenga, ou seja, necessitam de maior atengdo por parte

das autoridades de saude por apresentarem elevado risco de ocorréncia da doenca.
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Nas linhas 2, 7, 8 e 9, correspondentes aos mapas de significancia do risco
relativo (mapas D), temos niveis de significancia de p=0,05 nos resultados, mostrando
assim que a confiabilidade dos resultados € alta. As demais quinzenas apesar de nédo
apresentarem um p significante, apresentaram resultados significativos e que na grande

maioria ficaram entorno de p=0,1.

DISCUSSAO

Neste estudo, foi examinada a distribuicdo espacial dos indicadores
entomoldgicos do mosquito Aedes aegypti na fase adulta e o risco relativo de ocorréncia
de casos de dengue, de Setembro de 2012 a Maio de 2013, num total de 9 meses de
trabalho. Neste periodo foi possivel verificar que os mapas dos indicadores
entomolodgicos quando comparados aos mapas de risco relativo de ocorréncia de dengue
detectam regides do bairro que apresentam risco relativo de ocorréncia de dengue

elevados.

Percebemos que existe um padrdo sazonal tanto para os casos da doenga quanto
para 0 nimero de fémeas capturadas. Apesar das armadilhas terem capturado fémeas
durante todo o periodo do estudo, nota-se que na quinzena 4-5/2013 ocorreu o0 pico da
infestacdo. J& os casos de dengue comecaram a aparecer na quinzena 51-52/2012,
apresentando o pico de ocorréncia da doenca na quinzena 11-12/2013. Portanto, levando
em consideragédo o periodo de incubacgéo extrinseco da doenga (31) podemos ressaltar a
relacdo entre estas duas variaveis. Em trabalho realizado na Regido Metropolitana de
Fortaleza, Magalhaes et al (32) também observou um padréo sazonal da dengue, além
da relacao entre as areas com maior infestacdo do vetor e a espacialidade da incidéncia

desta doenca. Ainda de acordo com Zeller et al (33), existem indimeros aspectos
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envolvidos na transmissdo dos arbovirus, destacando a influéncia das condicdes
ambientais (variacdes climaticas, agricultura, urbanizacdo, etc.) como também da re-

emergéncia ou reintroducdo destes virus em uma populacédo susceptivel.

Considerando que a introducéo do sorotipo DENV-4 do virus da dengue se deu
no ano de 2011 no municipio (34), a populacdo nesta ocasido, ndo apresentava
imunidade adquirida a este sorotipo, ou seja, ela se apresentava susceptivel para a
difusdo doenca. Deste modo, o periodo deste estudo € considerado ideal para a
verificacdo da transmissdo e ocorréncia da doenca na area, devido a introducdo de um
novo sorotipo. Este fato foi descrito por varios autores que, dentre outros fatores,
consideraram o estado imunoldgico da populacdo como primordial para a ocorréncia da

doenca em uma determinada localidade (35, 36, 37).

Como o controle do vetor é a Gnica maneira de se conter 0 avanco da dengue,
muitas estratégias sdo utilizadas atualmente para a obtencdo dos indicadores
entomolodgicos. Neste panorama as equipes de campo trabalham voltadas no emprego de
diversos métodos como a pesquisa larvaria direta, armadilhas de ovos e larvas e captura
de adultos. Na maior parte dos paises, incluindo o Brasil, os métodos mais usados sdo o
indice de Breteau, Predial e de Recipientes, porém estas trés metodologias ndo levam
em consideracgéo o principal indicador entomoldgico para dengue que € a produtividade
de mosquitos dos criadouros. Outros métodos como positividade e nimero médio de
ovos por armadilha de oviposicdo, nimero de larvas e/ou pupas por 100 casas
inspecionadas, nimero de criadouros por 1000 pessoas, sdo indicadores entomoldgicos
que descrevem informacdes epidemiologicas importantes para o controle do vetor, no
entanto sdo de dificil operacionalizacdo (38, 39, 40,41). Todos estes indicadores

entomoldgicos apesar de descreverem a ecologia do vetor e serem metodologias mais
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baratas, ndo sdo capazes de descrever a realidade do local, de estimar a abundancia dos
adultos e nem podem ser utilizados para se determinar areas de riscos de ocorréncia da
doenca (42, 43).0s indices de infestacdo vetorial de mosquitos adultos constituem uma
variavel mais eficiente, pois, descrevem a realidade do vetor no local, além de poderem
ser associados a capacidade vetorial de transmissdo da doenca e podendo assim se

desenhar regifes com maior risco para a ocorréncia da doenca (43, 44, 45).

Em estudo realizado por Cavalcante et al (12), na cidade de Palmas — TO, os
autores utilizaram técnicas de analise espacial e verificaram o0s principais pontos
(hotspots) para a ocorréncia da doenca, onde alguns destes pontos nao eram trabalhados
pelas equipes de campo do municipio por se tratar de areas comerciais sem residéncias
mas que necessitavam de uma maior atencdo dos gestores de saude por apresentarem
altos indices de infestacdo vetorial. Estes resultados vém de encontro com os obtidos
por este estudo, pois os mapas de risco relativo detectaram areas do bairro que
necessitam de maior atencdo das equipes de campo por apresentarem risco de
ocorréncia de dengue elevado, e no caso deste estudo o bairro apresenta area de
residéncias e que, portanto, os criadouros estdo préximos aos moradores, pois as regides
com maiores indices nos mapas de infestacdo se sobrepdem aos hotspots de ocorréncia

da doenca.

Em estudo realizado por Garcia et al (46), com o emprego de ferramentas de
analise espacial para criar mapas de risco para a ocorréncia de dengue em duas cidades
do México, verificaram que 0s meses de maior risco epidemiologico para a ocorréncia
da doenca nas localidades foram os meses de Julho, Agosto e Setembro. Para esta
analise, os autores utilizaram o indice de densidade de adultos (IDA), indice este que

representa 0 mais proximo a realidade, visto que este indice leva em consideracdo o
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numero de espécimes que realmente sdo capazes de transmitir a doenca, pois em outras
fases da vida do vetor nem todos os espécimes coletados poderiam chegar a vida adulta
e assim transmitir a doenca. Neste estudo, utilizamos o nimero de fémeas adultas para
criar os mapas de infestacdo do bairro, e verificamos que existe uma relacao entre estes

indices de infestagdo com os mapas de risco para a ocorréncia da doenca.

A associacdo das ferramentas de andlise espacial e do GIS, também foram
empregadas por Sanchez et al (47), onde relacionaram os indicadores entomologicos
com os casos de dengue, associacdo esta que também foi empregada no presente estudo
para a composicao de areas de risco para a ocorréncia da doenca. Esta relacdo pode ser
vista maioria das quinzenas, salvo aquelas em que ndo houve diferencas nos indices de
infestacdo. Em contrapartida em estudo realizado por Cavalcanti et al (12), os autores
utilizaram a associacdo entre os indices de infestacdo predial e casos de dengue e 0s
mesmos notaram que a ocorréncia de dengue naquela localidade ndo estava
necessariamente associada aos focos de infestacdo do vetor, podendo estes estarem

associados a outros fatores que ndo foram levados em consideracdo no estudo.

O uso de técnicas de geoestatistica, como a Krigagem, auxilia na estimativa
dos indicadores entomologicos de uma area geografica, onde € possivel a identificagdo
dos locais com maiores aglomeracdes do evento estudado (48). Esse evento pode ser
visto em nossos resultados; foram construidos mapas de infestacdo onde ficou nitido
que os indices de infestacdo sdo maiores em determinadas areas, principalmente areas

a0 noroeste e centro-oeste do bairro.

Cavalcanti et al (12), descrevem diversas limitacGes operacionais no uso de

analise espacial, principalmente a grande diversidade loco regional e de territorializagédo
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das cidades, impossibilitando a formacdo de agrupamentos e suas correlacdes o que
torna dificil a analise geografica. Em nosso estudo também encontramos algumas
limitacGes principalmente relacionadas as equipes de campo, estas limitacdes ficaram
evidentes nas quinzenas com feriados nacionais e em quinzenas com longos periodos de
chuva que diminuiram o numero de armadilhas instaladas e consequentemente
diminuiram o numero de fémeas coletadas. Apesar destas limitacGes, o estudo
demonstra uma associacdo entre as areas com maiores indices de infestacdo com risco

relativo aumentado para a ocorréncia da doenca em diferentes quinzenas.

Portanto, podemos concluir que com a utilizacdo de técnicas de geoestatistica
associadas a indicadores entomoldgicos de mosquitos adultos e casos de dengue é
possivel a deteccdo de &reas com risco relativo elevado de ocorréncia de dengue. Areas
estas que devem ser priorizadas em relacdo ao emprego de medidas de vigilancia e

controle.
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As principais conclusdes deste estudo séo:

» O bairro Solo Sagrado, municipio de Sado José do Rio Preto — SP é uma area
endémica com altos indices de infestacdo do vetor e também um elevado
namero de casos da doenga;

» DENV4 foi o principal sorotipo circulante nos mosquitos do bairro. Todos 0s
pools positivos para DENV eram deste sorotipo;

» A circulacdo do DENV4 se deu tanto em machos quanto em fémeas de Aedes
aegypti;

» O uso das armadilhas BG-Mosquitito e BG-Sentinel como possiveis sentinelas
para a ocorréncia de dengue na area se mostraram ineficientes para este tipo de
utilizacéo;

» As armadilhas utilizadas neste estudo se mostraram eficientes para a captura de
mosquitos adultos;

» O uso de ferramentas de andlise espacial em conjunto com as armadilhas citadas
se mostrou eficientes para a localizacdo de hotspots de transmissdo de dengue,
sendo Uteis para intervenc@es pontuais;

» Estas variaveis podem ser utilizadas como indicadores para vigilancia

entomoldgica e epidemioldgica de dengue.
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