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RESUMO

O virus dengue, agente da febre do dengue, depende do vetor Aedes aegypti para completar
seu ciclo classico homem — vetor — homem. Epidemias de dengue estdo associadas a elevadas
taxas de infestagéo pelo vetor, cujo controle é a principal forma de prevencgéo. O objetivo deste
estudo foi avaliar o monitoramento vetorial e o viral por meio dos ovos de Aedes aegypti
coletados, como ferramentas auxiliares no combate ao mosquito, no controle e na prevengao
de epidemias por dengue. Na Pampulha, territério monitorado, 205 ovitrampas foram instaladas
e, no periodo compreendido entre a 282 semana epidemioldgica de 2001 e a 272 de 2005,
foram inspecionadas semanalmente para manutengdo, coleta de ovos para contagem e
eventual especificagdo. Os trés indices obtidos: indice de Positividade de Ovitrampas (IPO),
indice de Densidade Vetorial (IDV) e indice de Densidade de Ovos (IDO) foram pareados com
as notificagbes de casos de dengue e analisados em graficos por séries temporais, 0 que
possibilitou a identificagdo dos niveis de infestacdo vetorial associados ao favorecimento da
circulagao viral. Os indices sugeridos como limite entre situagbes de risco e controle foram,
respectivamente, 40 para IDV e 60 para IPO e IDO. O monitoramento viral, resultante da
pesquisa de larvas infectadas, ndo detectou circulagdo viral nos vetores amostrados, resultado
coerente com os poucos casos de dengue confirmados no periodo. A associa¢do observada
entre os niveis de infestacdo vetorial e circulagdo viral confirma esse monitoramento como
importante ferramenta de vigilancia, pela capacidade demonstrada em indicar risco de
epidemia. O acompanhamento continuo dos niveis de infestacdo vetorial juntamente com a
possibilidade de monitorar a circulagao viral através de pesquisa viral nas larvas obtidas dos
ovos coletados justificam a implantagdo e a manutencao desse tipo de monitoramento.

Palavras chave: Aedes; Dengue; Monitoramento; Infestagéao
ABSTRACT

Dengue Virus, agent of dengue fever, depends on the vector Aedes aegypti to complete his
classical cycle, man — vector — man. Dengue epidemics are associated with high rates of
infestation by the vector, whose control is the main way of prevention. The aim of the present
study was monitoring the vector and the virus through the number of Aedes aegypti eggs
collected as an auxiliary in the fight against the mosquito, control and prevention of Dengue
epidemics. In Pampulha the area that was monltored 205 ovitraps were installed and, in the
period from the 28" week of 2001 to the 27" week of 2005, were inspected weekly for
maintenance, egg collection counting and specification. The three indexes obtained: (OPI)
ovitrap positivity; (EDI) egg density and (VDI) vectorial density were associated to Dengue fever
notifications and analyzed in graphics by time series, fact that enabled the identification of the
levels of vector infestation connected to the favoring of viral circulation. The values for the
indexes chosen to indicate the limit between risk and control situations were 40 for IDV and 60
for IPO and IDO. The viral monitoring, through the search of infected larva, did not detect any
viral circulation in the vector samples, a result that is consistent with the low level of Dengue
fever cases confirmed in that period. The association observed between the levels of vector
infestation and viral circulation point out that vectorial monitoring by the use of ovitraps is an
important tool in dengue surveillance for its ability to indicate risk of epidemics. The continuous
follow-up of the levels of vectorial infestation and the possibility of monitoring viral circulation
through the search of virus in the larva obtained from the eggs collected justify the set up and
maintenance of this kind of procedure.

Key words: Aedes; Dengue; Monitoring; Infestation
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1. INTRODUGAO

A febre do dengue é considerada uma
arbovirose de importancia mundial, pela
extensdo geografica em que ocorre e pelo
numero de vitimas que faz anualmente
(Dengue, 1997). O vetor associado a
transmissao do virus no Brasil € o mosquito
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), embora
esteja presente no territério nacional o
Aedes albopictus, incriminado como vetor
de importancia epidemioldégica na Asia.
Epidemias de dengue sdo uma ameacga as
localidades onde estdo presentes o virus e
o vetor; o combate a este é, atualmente, a
principal maneira pela qual se controla a
doenga, para a qual ndo ha tratamento
especifico e ainda ndo se dispde de vacina
efetiva.

Assim sendo, o conhecimento da dinamica
da populacdo vetorial seria a via para
planejar e formular estratégias eficazes de
controle. Os niveis de infestacao
relacionam-se com a intensidade da
circulagdo viral, 0 que possibilita estimar os
riscos de epidemia, caso 0s niveis de
infestacao sejam associados as notificagoes
de casos da doenga ou a deteccdo dos
niveis de infeccdo viral nos vetores. O
acompanhamento ininterrupto dos niveis de
infestacdo possibilita também verificar o
impacto de determinadas politicas ou agdes
de controle sobre a populacdo vetorial a
curto e a longo prazos.

Buscando avaliar o monitoramento vetorial e
0 monitoramento viral, em amostras de
vetores, como ferramentas auxiliares no
combate ao Aedes aegypti, no controle e na
prevencdo de epidemias de dengue,
realizou-se este estudo na regido da
Pampulha, municipio de Belo Horizonte —
Minas Gerais, Sudeste do Brasil. O sistema
de monitoramento vetorial foi baseado em
armadilhas do tipo ovitrampa e planejado
para produzir a cada semana dados sobre
os niveis de infestagdo, de modo a
proporcionar o acompanhamento continuo
dos mesmos. Esse tipo de monitoramento
foi escolhido por ser recomendado pela
Organizagdo Mundial de Saude (Dengue,
1997), ser considerado mais sensivel e
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econbmico em relacio a  outras
metodologias de  monitoramento,  por
proporcionar informagbes continuas, permitir
0 conhecimento detalhado da dindmica da
populacgao vetorial na area monitorada e por
registrar a evolugdo temporal da infestagao.
A obtengdo de ovos em amostras
representativas do territério proporciona
material para pesquisa de infeccdo viral nos
vetores, constituindo uma alternativa ao
monitoramento  da  circulagdo  viral,
usualmente feita por meio da pesquisa
sorolégica ou do isolamento viral em
individuos supostamente infectados pelo
virus dengue.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ADOENGA

A dengue é uma doencga viral, febril e
aguda, conhecida como febre do dengue
(FD). Eventualmente pode apresentar-se
sob a forma mais grave, conhecida como
dengue hemorragica ou febre hemorrdgica
do dengue (FHD), podendo evoluir para um
quadro conhecido como Sindrome do
Choque do Dengue, que pode levar a 6bito,
assim como a forma cléssica pode passar
desapercebida nas infec¢des assintomaticas
(Shepherd e Hinfey, 2006). A transmissao
de uma pessoa para outra € feita por meio
de vetores, advindo desse fato a sua
classificacdo como arbovirose, palavra
derivada do termo “arthropod born virus’
(Neves, 2003). O dengue é, atualmente, a
arbovirose de maior importancia no mundo
(Lourencgo-de-Oliveira et al., 2002; Dengue,
2001).

2.2. 0 VIRUS

O virus dengue pertence a Ordem
Nidovirales, Familia Flaviviridae, Género
Flavivirus. E envelopado e possui formato
esférico com didmetro entre 40 e 60nm. O
genoma é composto de fita simples de RNA
de polaridade positiva. (Cecilio, 2002;
Dengue, 2001). E classificado em 4
sorotipos distintos: Dengue 1, Dengue 2,
Dengue 3 e Dengue 4.



2.3. O VETOR

O Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus,
1762) € um inseto da Ordem Diptera,
Familia Culicidae. Essa espécie é também o
principal vetor urbano da febre amarela. E
considerado um mosquito cosmopolita,
ocorrendo nas regides tropicais e
subtropicais; no Brasil, esta restrito a areas
urbanas (Biologia, 1998). Possui
comportamento  antropofilico e prefere
depositos artificiais como criadouros, que
s80 0s responsaveis pela manutencdo das
populacées do vetor em meio urbano. A
oviposicdo ocorre durante o dia, e a
deposicdo dos ovos é feita na parede do
criadouro, ligeiramente acima da superficie
da agua ou, eventualmente, direto na
superficie desta. O ciclo vital compde-se de
quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto,
sendo que a fase de larva completa-se em
dez dias quando as condigbes séao
favoraveis (Gadelha e Toda, 1986). Estudo
recente constatou sua capacidade de
dispersdo superior a 800 metros em um
periodo de seis dias (Honorio et al., 2003),
enquanto outros pesquisadores citam a
capacidade de deslocamento em até 3km
feito pelas fémeas em busca de sitios
favoraveis a oviposigao (Dengue, 2001).

2.4. HISTORICO

0s primeiros registros histéricos de dengue
mencionam a llha de Java, em 1779, e
Filadélfia, na América do Norte, em 1780.
No século XIX hd referéncia a epidemias
ocorridas no Caribe e na Austrdlia. Também
varias epidemias ocorreram no século XX
na Europa, Africa e Américas. Apds a
Segunda Guerra Mundial registram-se
epidemias de FHD no sudeste asiatico
(Dengue, 2001).

A transmissdo do dengue foi, segundo
Cecilio (2002), descrita por Bancroft em
1906 e a existéncia de diferentes sorotipos
foi estabelecida por meio de estudos de
neutralizacdo (Dengue, 2001; Manual,
1996).

O dengue disseminou-se nas décadas de
80 e 90 pelas regides tropicais de todo o
mundo, principalmente em &areas urbanas.

Mais de 100 milhées de casos de dengue
classico sao estimados e cerca de 450 mil
casos de FHD s&o reportados por ano.
Aproximadamente trés bilhdes de pessoas
vivem em areas de risco para a epidemia
por dengue (Dengue, 1997).

No Brasil, a primeira epidemia em que se
conseguiu o isolamento viral ocorreu em
Boa Vista, Roraima, onde circularam os
sorotipos 1 e 4 (Osanai et al, 1983 citado
por Teixeira et al., 2005). Ap6s 1986, houve
uma elevagao na freqiiéncia de epidemias e
a expansdo geografica tanto do vetor
quanto do virus. Os sorotipos 1 e 2 foram
incriminados, respectivamente, pelas
grandes epidemias ocorridas na cidade do
Rio de Janeiro em 1986 e 1990 (Penna,
2004), e o sorotipo 3 que foi detectado em
Nova Iguagu, estado do Rio de Janeiro, no
ano 2000 (Nogueira et al., 2001), causando
epidemia naquela cidade em 2001 e 2002.
Atualmente os trés sorotipos tém sido
isolados em diversas localidades do pais
(Teixeira et al., 2005). Segundo a mesma
pesquisadora, a reinfestagdo pelo sorotipo 4
no pais é iminente, devido a intensa ligacao
por via aérea e maritima a paises afetados.

O papel do mosquito Aedes aegypti como
vetor de doengas humanas foi demonstrado
entre os anos de 1900 e 1901 em Cuba
(Gadelha e Toda, 1986), por uma comissao
do exército norte-americano chefiada por
Walter Reed, encarregada de estudar a
febre amarela. Esse vetor foi combatido pela
primeira vez, no Brasil, em 1902, na cidade
de Sorocaba, Sao Paulo, por Emilio Ribas e
Adolfo Lutz, (Natal, 2000) apés uma bem
sucedida campanha contra a infecgcédo
amarilica realizada por Willian Gorgas, no
ano de 1901, em Havana, combatendo
unicamente o vetor. Em 1903, o sanitarista
Oswaldo Cruz inicia a campanha contra a
febre amarela no Rio de Janeiro, doenca
que, tendo sido debelada na primeira
década, retornaria em 1928, quando as
acdes de combate ao vetor j& ndo eram
mais praticadas naquela cidade. Em 1929, o
Brasil firma um contrato com a Fundacéo
Rockefeller para combate ao vetor. Em 1947
inicia-se a utilizacdo de dicloro - difenil -
tricloroetano, o DDT. Em 1955, sé&o
erradicados no Brasil os ultimos focos do
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Aedes aegypti, e, em 1957, o Brasil declara
na Conferéncia Sanitaria Pan-Americana a
erradicagdo do citado vetor. O mosquito foi
reintroduzido no norte do Brasil e eliminado
novamente durante a década de 1960, até
que em 1976 foi detectado em Salvador,
Bahia, e, no ano seguinte, no Rio de
Janeiro. A partir daquela data, o Aedes
aegypti reinfestou o Brasil, estando presente
na atualidade em todos os estados da
Federacao (Franco, 1961; Manual, 1996).

Em 1986 o vetor Aedes albopictus foi
detectado no Rio de Janeiro e vem se
dispersando pelo territério nacional. E
também vetor da febre amarela e do
dengue, contudo nao é considerado no
Brasil um bom transmissor deste (Manual,
1996).

2.5. EPIDEMIOLOGIA

Epidemias de FD / FHD tém sido relatadas
nas mais diversas localidades do mundo e
do Brasil, nas mais variadas prevaléncias e
proporgées. Segundo Figueiredo (1996),
entre marco de 1986 e junho de 1996,
notificaram-se no Brasil 579.037 casos. Em
Belo Horizonte, Minas Gerais, a maior
epidemia ocorreu em 1998 quando foram
notificados 86.893 casos, sendo que
estudos  sorolégicos realizados entre
dezembro de 1999 e janeiro de 2000
apontaram a propor¢do de cinco pessoas
infectadas para cada caso notificado
(Pessanha et al., 2002). Estudo semelhante
em Paraiso, Sao Paulo, relatou uma
proporcdo de 11 soropositivos para cada
caso diagnosticado (Scandar et al., 2003).
Nesses estudos, evidenciou-se que um
percentual elevado da populacéo
permaneceu susceptivel a doenga, 77% em
Belo Horizonte e 96,3% em Paraiso. Em
Salvador, Bahia, um estudo soroldgico feito
nos anos de 1998 e 1999, em diferentes
areas da cidade, encontrou soroprevaléncia
média de 68,7%, variando entre 16,2% e
97,6%. A variagdo da soroprevaléncia nao
demonstrou associagdo com fatores como
educagédo, renda ou sexo, mas demonstrou
forte correlagdo positiva com densidade
populacional. Tendo a Jdltima grande
epidemia naquela cidade sido registrada no
ano de 1996, a pesquisadora atribui a
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elevada soroprevaléncia encontrada a uma
epidemia silenciosa da doenga (Teixeira et
al, 2002). No Rio de Janeiro, onde
ocorreram varias epidemias em intervalos
relativamente curtos, houve uma
demonstracdo da elevada capacidade de
circulagao viral face a condigbes favoraveis
(Nogueira et al., 1999; Shatzsmayr, 2000).

2.6. MECANISMOS DE TRANSMISSAO

O ciclo classico da doenca é descrito como
transmissao de um homem a outro por meio
da picada do mosquito. Apés um periodo de
incubacao extrinseco ou de replicagdo do
virus no mosquito (8 a 12 dias a partir do
repasto infectante), o mosquito esta apto a
transmitir o virus a outro individuo durante
os préximos repastos sangiiineos (homem —
vetor — homem). A infecgéo transovariana e
a sexual entre os vetores sdo variaveis ao
ciclo classico da doenga e podem ser
importantes na manutengdo do virus
quando o fechamento do ciclo classico fica
comprometido pela baixa densidade vetorial
(Kow et al., 2001; Pessanha et al., 2002).
Os relatos de taxas de transmisséo
transovariana sao bastante variaveis, entre
2,4% e 19,7%, quando as fémeas sao 100%
positivas (Joshi et al., 2002), com taxas
estaveis de infecgdo transovariana entre
13% e 11,6%, entre a 32 e a 72 geragdo, em
um estudo em que se acompanharam
fémeas infectadas por via transovariana por
sete geragbes consecutivas. Segundo
Rosen et al. (1983), observaram-se taxas
entre 1/200 e 1/4470, dependendo da
espécie do vetor, do sorotipo e da linhagem
do virus, tendo considerado essas taxas
suficientes para a manutengéo do virus sem
a necessidade de hospedeiros vertebrados,
ao menos por determinados periodos. Ainda
segundo esses pesquisadores, as maiores
taxas de transmisséo foram encontradas em
Aedes albopictus. A taxa de infeccdo de
larvas oriundas de coleta a campo em
Pompeu, Minas Gerais, foi de 1:84 (Cecilio,
2002), enquanto Evangelista (2003)
encontrou, em estudos realizados em Belo
Horizonte, Minas Gerais, 12 pools positivos
em 69 analisados. A taxa de infecgcédo
encontrada em individuos machos coletados
a campo variou de 1,33% a 2,15% entre
machos coletados em uma regido com altas



incidéncias de dengue e densidade vetorial
(Kow et al., 2001). A estratégia de pesquisa
em machos reflete a taxa real de
transmissao transovariana, ja que estes nao
possuem habitos hematofagicos, e a
susceptibilidade ao virus é semelhante para
machos e fémeas (Mitchell e Miller, 1990;
citado por Kow et al., 2001).

2.7. O MONITORAMENTO VETORIAL

No Brasil, o Ministério da Saude, que
promove as agdes de controle do dengue,
adota como ferramenta oficial de
monitoramento de infestacdo o Indice
Predial (IP), que fornece, baseado em
pesquisa de larvas, a proporgcédo de imdveis
com criadouros (Gomes, 1998; Controle,
1994). O Indice de Breteau, que é obtido por
meio de uma pesquisa mais detalhada,
também baseada em pesquisa larvaria, €
muito citado como wuma opgado de
monitoramento. Este indice representa a
densidade larvéaria (Controle, 1994).

A vigilancia por meio de ovitrampas, que
sao armadilhas distribuidas espacialmente e
indicam a presengca e a densidade
populacional do vetor por meio dos ovos
nela depositados (Braga et al, 2000;
Marques et al.,, 1993; Mogi et al., 1988) e o
geoprocessamento, destacando as areas
onde ocorrem a maior densidade
populacional do mosquito e onde se
concentram os casos notificados de dengue
(Ali et al, 2003; Lima et al, 2002), sdo
metodologias que vém sendo utilizadas para
a obtencgdo de informagdes que possibilitem
avaliar o risco de ocorréncia de epidemias e
empregar de modo eficiente os recursos
disponiveis, buscando evita-las ou minimizar
seus efeitos.

2.8. INTERAGAO VETOR-VIRUS

Na populagéo vetorial, a susceptibilidade ao
virus pode variar, tanto devido a fatores
virais (sorotipo, linhagem) quanto a fatores
vetoriais (espécie, linhagem). Castro et al.
(2004) encontraram susceptibilidade a
infeccdo oral de 36,7% para Aedes
albopictus e 32,8% para Aedes aegypli.
Alguns relatos tém apontado o dengue
como um agente morbido também entre

esses vetores. Rosen et al (1983)
encontraram maior propor¢cdo de larvas
infectadas entre aquelas que apresentavam
o0 desenvolvimento retardado. Joshi et al.
(2002), em um estudo mais detalhado,
mensuraram o efeito da infeccdo em varios
aspectos relativos as larvas e aos adultos,
tais como o prolongamento da fase de larva
e mortalidade larvéria, capacidade de
oviposicdo das fémeas, viabilidade dos ovos
postos, entre outros, demonstrando um
desempenho bastante inferior dos
individuos infectados por via transovariana,
quando comparados ao desempenho do
grupo-controle. Também Rosen e Gubler
(1974) detectaram elevada mortalidade,
apés o sétimo dia da infeccdo, em adultos
inoculados por via parenteral com titulos
elevados de virus.

Ainda ndo é bem conhecido o mecanismo
pelo qual a taxa de infeccdo se eleva entre
0s mosquitos antes que ocorra a epidemia,
se é devido a fatores intrinsecos a eles
como transmisséo vertical ou sexual, ou a
contaminagdo classica durante o repasto
sangliineo, ja que a proporgao de
soropositivos para casos notificados da
doenca é elevada, ou ainda se pelo
conjunto desses e outros fatores
desconhecidos.

2.9. O MONITORAMENTO VIRAL

Este tipo de monitoramento usualmente
ocorre de duas maneiras: em pessoas com
suspeita de FD ou FHD, por meio de
isolamento viral ou pesquisa de anticorpos
especificos em soro, ou em mosquitos. O
primeiro, € feito em todo o territorio nacional,
pelo Sistema Unico de Saude (SUS), que
promove, na rede publica de saude, o
diagnostico e consolida as notificagbes da
doenga com a Vigilancia Epidemiolégica por
meio do Sistema Nacional de Agravos de
Notificagdo (SINAN). Esse registra as
informacdes sobre as doencas que, como a
FD e a FHD, séo de notificagdo obrigatéria
(Protocolo, 2005; Corréa et al., 2005).

O monitoramento viral nos vetores nao foi
ainda estruturado para utilizagdo no controle
do dengue. Para tanto, seria necessaria a
obtencdo das amostras dos vetores,
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coletadas de maneira representativa para a
localidade que se deseja monitorar e com a
periodicidade ajustada a freqléncia com
que as informagcbes devem ser obtidas.
Também o material coletado deverd ser
adequado ao teste a que sera submetido, e
a conservagdo, cuidadosa até o
processamento. Segundo Chow et al
(1998), a vigilancia viral para dengue intra e
interperiodos epidémicos constitui uma
ferramenta importante para a pré detecgéo
de epidemias, uma vez que o virus pode ser
detectado entre os vetores cerca de seis
semanas antes das epidemias de dengue
ocorridas em 1995 e 1996 em Singapura.
Os virus foram detectados e sorotipados
utilizando o teste semi-nested reverse
transcription - polimerase chain reaction
(RT-PCR). Esse teste foi sensivel para
detectar até uma cabega de mosquito
infectado entre 59 cabecas de mosquitos
ndo infectados. Enquanto Lourencgo-de-
Oliveira (2002) em Nova lguacu, estado do
Rio de Janeiro, em um estudo que durou de
julho de 2000 a junho de 2001, em vetores
adultos, capturados em 35 bairros do
municipio, conseguiu isolar apenas o
sorotipo 3, nos meses de abril e maio de
2001, apesar da conhecida co-circulagdo
dos sorotipos 1 e 2 e do pico de densidade
vetorial ter ocorrido de janeiro a margo.
Neste estudo a Vvigilancia viral e
entomoldgica foi considerada de extrema
importancia, devido a epidemia por dengue
3 e a sua dispersdo para outras regides do
pais, que ocorreram no verao seguinte.

2.10. TESTES DIAGNOSTICOS E
MULTIPLICAGAO VIRAL

A multiplicagdo viral pode ser feita em
cérebro de camundongos ou em células de
mamiferos, o que, dependendo do sorotipo
e da linhagem, torna necessaria a
adaptacdo do virus. Rosen e Gubler (1974)
propuseram a replicagdo viral em
mosquitos, onde um bom titulo de virus
pode ser conseguido no sétimo dia a partir
da inoculagdo. A multiplicagcdo do virus pode
ser obtida mais faciimente em cultivos de
células modificadas de Aedes albopictus,
linhagem C6/36.
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Para diagnéstico de dengue, a Organizagao
Mundial de Saide (OMS) (Controle,1994)
recomenda um dos seguintes
procedimentos:

isolamento viral em soro ou amostras de
necropsia;

- demonstragcdo de um aumento de
quatro vezes ou mais nos titulos de
anticorpos IgG ou IgM para um ou mais
antigenos do virus dengue, com
intervalo de 14 a 21 dias;

- demonstracido de antigenos em tecidos
oriundos de necropsia ou soro, por
imunohistoquimica, imunofluorescéncia
ou por deteccéo do acido nucléico viral;

- deteccdo de IgM especifica associada
ao quadro clinico caracteristico, em
amostras de soro obtidas a partir do 7°
dia da doenga. Na pratica, o teste
sorolégico mais utilizado € a reagao
imunoenzimatica de captura de IgM
(MAC ELISA), que nao identifica o
sorotipo. Para sorotipagem, apds o
isolamento viral, utiliza-se o teste de
imunofluorescéncia indireta com
anticorpos monoclonais.

Reacdes de RT-PCR ainda ndo sao
realizadas como rotina, contudo algumas
vantagens em relacdo a utilizacdo das
mesmas, como rapidez de diagnostico e
sorotipagem, capacidade de deteccao de
pequena quantidade de material viral, entre
outras, vém sendo citadas (Castro et al.,
2004; Harris et al., 1998; Miagostovich et al.,
1997; Wu et al., 2001). As reacdes RT-PCR
sdo baseadas na purificagdo do RNA, cuja
técnica utilizada com maior freqiiéncia é a
descrita por Boom et al. (1990), e na técnica
de RT-PCR desenvolvida por Lanciotti et al.
(1992) para os quatro sorotipos do virus
dengue.

Kumaria e Chacravarti (2005), utilizando
argumentos baseados em diversos estudos,
também descreveram semelhantes
vantagens da reacdo de RT-PCR em
relacdo as técnicas baseadas em sorologia.
Em um estudo comparativo entre RT-PCR



multiplex, desenvolvido por Harris et al.
(1998) modificado, e RT-PCR semi-nested
em duas etapas, desenvolvido por Lanciotti
et al. (1992) para detecgdo e sorotipagem
do virus dengue, escolheu-se o primeiro,
devido a rapidez, facilidade de execugao,
precisdo e sensibilidade. O teste identificou
até dois sorotipos diferentes em uma
mesma amostra, tal como fora descrito
anteriormente por Rocco et al. (1998), que
efetuou diagnostico de infeccéo
concomitante por dengue dos sorotipos 1 e
2 em um mesmo paciente. Na comparagao
seguinte, feita com o cultivo celular, que é
considerado o teste ouro para diagnoéstico
de dengue, encontrou-se na RT-PCR
multiplex sensibilidade consideravelmente
maior, com a mesma especificidade.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. O TERRITORIO

O presente estudo foi realizado na regido da
Pampulha, localizada a 19°51'06“S e
43°57°03” W (Resumo, 2006), no municipio
de Belo Horizonte, Minas Gerais, sendo
uma das nove subdivisbes administrativas.
Essa regido compreende 42 bairros
distribuidos em uma é&rea de 45,90Km2 e
abriga uma populacdo de 141.853
habitantes. = Caracteriza-se  por uma
ocupagdo predominantemente horizontal,
com maior propor¢ao de casas em relagdo a
prédios de apartamentos (Anuario, 2003).

3.2. O _ MONITORAMENTO DA
CIRCULACAO VIRAL POR MEIO DOS
CASOS NOTIFICADOS DE DENGUE

3.2.1. A estrutura da saude publica na
regiao

A regido da Pampulha possui uma estrutura
executiva e administrativa que representa a
prefeitura e suas diversas secretarias em
nivel regional, a Secretaria de
Administragdo Regional da Pampulha,
SARMU-P. Nesta estrutura a Geréncia de
Distrito Sanitario da Pampulha, GERSA-P,
reproduz as agdes da Secretaria Municipal
de Saude, a qual estd subordinada.
Geréncias de segundo nivel ligadas a

GERSA-P executam agbes de vigilancia
sanitaria, GERVIS-P; agbes de controle de
zoonoses, GERCZO-P; agdes de regulagao,
vigilancia epidemiolégica e informacao,
GEREPI-P; e acbes de atencdo a saulde,
GERASA-P. O atendimento ao usuario é
realizado em oito unidades basicas (centros
de saude), que executam acdes de
promoc¢ao a saude, e na Unidade de Pronto
Atendimento, UPA-P (Fig. 1).

3.2.2. O diagnéstico e a consolida¢do dos
casos de dengue

Para que um caso de dengue seja
confrmado e passe a fazer parte das
estatisticas como tal, &€ necessario que seja
diagnosticado por exames laboratoriais,
sorologia ou isolamento viral. A coleta de
material para exames laboratoriais é
realizada em individuos atendidos na rede
publica e considerados suspeitos de dengue
(Protocolo, 2005) ou em individuos sob
investigacdo por notificagdo de dengue. O
dengue estd na lista dos agravos de
notificacdo obrigatéria do SINAN. As
informagbes sobre os agravos a saude na
regido da Pampulha sdo consolidadas pela
GEREPI-P.

3.3. O  MONITORAMENTO DA
INFESTACAO VETORIAL

3.3.1. As ovitrampas

Séo artefatos que simulam sitios de postura
atrativos as fémeas de culicideos (Fay e
Perry, 1965). As ovitrampas utilizadas foram
fornecidas pela FUNASA e pelo Laboratério
de Culicideos do Instituto de Ciéncias
Biolégicas, UFMG. Eram em formato
cilindrico, confeccionadas em plastico opaco
negro, com didametro de 10cm e capacidade
para um litro (Fig. 2). Perfuragdes nas
paredes laterais a dois tergos da altura do
recipiente a partir do fundo sdo destinadas a
drenar 0 excesso de agua advinda de
chuvas. Tal recipiente é abastecido com
aproximadamente 500m| de uma solugéo
contendo 90% de agua de torneira e 10%
de um fermentado de agua e capim (100g
de Panicum maximum deixados de molho
por sete dias em dez litros de agua), este
Ultimo com a fungdo de aumentar a
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atratividade para o vetor (Eiras, 2000; Zahiri,
1997). A palheta (Fig. 3), um pedago de
madeira aglomerada com uma das
superficies rugosa, em formato retangular
no tamanho 120 X 20 X 2mm, é afixada
verticalmente na parede lateral interna com
um clipe de modo que a mesma mantenha a
face rugosa livre e a extremidade inferior
submersa na fase liquida, constituindo o
substrato preferencial de oviposicao.

3.3.2. Distribuicao das ovitrampas

Considerando as  caracteristicas de
dispersao do vetor (Hondrio et al., 2003) e
buscando obter uma distribuicao
homogénea na area a ser monitorada,
utilizou-se como alternativa a metodologia
recomendada pela FUNASA (Dengue 2001),
que sugere a distribuicdo das ovitrampas
por grupos numeéricos de domicilios ou
quarteirdes, a distribuicdo por area (uma
ovitrampa para cada 16Ha). Mapas da
regido com escalas conhecidas foram
divididos em quadrados com lado
correspondendo a 400m. No centro de cada
quadrado, foi obtida a referéncia para a
instalacdo da ovitrampa (Fig. 4). Cada local
foi, entdo, visitado para que em um imével,
preferencialmente habitado, se instalasse a
armadilha sempre na area externa do
mesmo (Dibo, 2005), em locais sombreados
e elevados do chao entre um e dois metros.

3.3.3. Namero de ovitrampas instaladas

Foi determinado pela é&rea do territorio
monitorado; no monitoramento da
Pampulha, foram utilizadas 205 ovitrampas.

3.3.4. A manutengdo das ovitrampas

Foi organizada como rotina semanal,
compreendendo a  substituicdo  das
palhetas, a lavagem do recipiente plastico e
a troca da infusdo. Tais procedimentos
foram adotados para que o ciclo vital do
vetor ndo se completasse nas ovitrampas.

3.3.5. O processamento do material
coletado das ovitrampas

Com o auxilio de um microscépio
estereoscopico (aumento de 8x), procedeu-
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se a identificagdo das palhetas com ovos e
a contagem dos ovos. A identificacdo
especifica foi feita esporadicamente
quando, apés a contagem dos mesmos,
estes eram submersos em  4gua,
proporcionando a obtencdo de larvas, que
foram identificadas quando atingiram o
terceiro ou quarto estadios. As palhetas
eram, ao final, destruidas por incineragéo.

3.3.6. A consolidacdo das informacdes
obtidas

Os dados foram agrupados semanalmente,
tendo como referéncia a data de instalagao
da palheta na ovitrampa e, em seguida,
foram transformados em indices: Indice de
Positividade de Ovitrampas (IPO) = total de
ovitrampas positivas / total de ovitrampas
colhidas x 100 (Gomes, 1998); Indice de
Densidade Vetorial (IDV) = total de ovos /
total de ovitrampas colhidas (Avendanha et
al., 2005); e Indice de Densidade de Ovos
(IDO) = total de ovos / total de ovitrampas
positivas (Gomes, 1998). Esses indices
foram consolidados em gréficos, formando
séries temporais representativas do periodo
monitorado.

3.3.7. Recursos humanos envolvidos no
monitoramento vetorial

Para as agbes rotineiras de visita e
manutengdo das ovitrampas, incluindo as
acdes complementares de revisita em
domicilios fechados e preparo do material,
foi necessario um servidor (agente
sanitério), equipado com veiculo,
trabalhando cinco dias por semana. Para a
identificacdo das palhetas positivas e
contagem dos ovos, utilizou-se o servigo de
outro agente sanitario por cerca de
dezesseis horas, nas semanas em que
eram coletados mais ovos.

3.3.8. Agdes de controle e monitoramento
vetorial paralelas

O territério monitorado durante o intervalo
compreendido pelo presente  estudo
recebeu o mesmo tratamento destinado a
totalidade do municipio de Belo Horizonte
em relacdo as acbes de controle e



monitoramento  vetorial do  dengue.
Resumidamente, foram em média ao ano:
cinco ciclos de visitas domiciliares para a
realizagdo do tratamento focal (TF), que é
destinado ao combate as fases imaturas do
vetor (Dengue, 2001), conjugados com
orientacdo educativa ao morador; e trés
monitoramentos  vetoriais por meio de
pesquisa larvéria, Levantamento de Indice
(L), que da o percentual de domicilios
infestados por larvas do vetor, Indice de
Infestagédo Predial (IP) (Dengue, 2001).

3.4. O MONITORAMENTO VIRAL NOS
VETORES

3.4.1. Obtencgao das larvas

As palhetas coletadas das ovitrampas foram
mergulhadas em agua de torneira por
aproximadamente 24 horas. As larvas que
eclodiram foram transferidas para uma cuba
com agua limpa.

3.4.2. Manutencdo das larvas em
crescimento

Para que as larvas atingissem o 3° ou 4°
estddios de desenvolvimento, foram
mantidas por aproximadamente uma
semana incubadas a uma temperatura entre
20 e 28°C, em cubas cobertas com véu de
fio sintético e dentro de gaiolas teladas que
proporcionavam dupla protegdo contra fuga.
Da eclosdo ao congelamento, as larvas
foram alimentadas com ragdo comercial
para peixe peletizada.

3.4.3. Identificagao especifica das larvas

A identificagdo foi feita conforme as
caracteristicas especificas descritas pelo
Ministério da Saude (Resumo, 1989), em
trés pools de 100 larvas cada, de 3° ou 4°
estadios, colhidos nas semanas 42, 142 e
242 do ano de 2005.

3.44. Preparo das larvas para o
congelamento

As larvas em 3° ou 4°? estadios de
desenvolvimento foram lavadas trés vezes
em agua de torneira e trés vezes em
solugdo salina tamponada (PBS). Foram

agrupadas aleatoriamente em pools de 50
larvas, no maximo até dez pools, e
colocadas em tubos do tipo eppendorf de
1,5ml. Os tubos foram identificados com
rétulos que registraram a data do
congelamento e o periodo em que 0s ovos
foram coletados a campo. O numero
méaximo coletado semanalmente foi de 500
larvas.

3.4.5. Estocagem e conservagao das larvas

As larvas foram congeladas em solugéo
salina fosfatada (PBS) e mantidas a —70°C
em freezer (Degalier e Sa Filho, 1997).

3.4.6. Extragdo do acido ribonucléico (RNA)
em pools de larvas

O RNA do virus dengue foi extraido com o
kit QlAamp® Viral RNA Mini Kit, da
QIAGEN, a partir de pools de larvas,
conforme detalhado a seguir: pools de até
50 larvas foram macerados em 300ul de
PBS e centrifugados a 8000 x g por 3
minutos; 140ul do sobrenadante foram
misturados a 560ul do tampao AVL / carrier
RNA por agitagdo e encubados a
temperatura ambiente por 10 minutos; foram
adicionados 560ul de etanol absoluto livre
de RNase, e novamente promovida a
mistura por agitacao; este volume foi, entdo,
passado através de uma minicoluna de
silica gel, por centrifugacdo, para que
ocorresse a captura do RNA pela
membrana; em seguida, foram passados
sucessivamente 500ul do tampdo AW1 e
AW2, para retirar as impurezas; a eluigao foi
feita com 60ul de tampéo AVE; o eluato foi
aliquotado em dois tubos com 30ul cada e
estocado em freezer a 70°C negativos. Essa
técnica € uma variagdo da extragdo pelo
método da silica (Boom et al., 1990).

3.4.7. Transcritase reversa e reacdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR)

As reagbes ocorreram em tubos do tipo
eppendorf de 0,5ml de capacidade, onde
foram adicionados todos os reagentes
necessarios a realizagdo da RT-PCR
(Lanciotti et al., 1992, modificado por Harris
et al. 1998), conforme o protocolo do kit
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utilizado, cMaster™ RT plus PCR, produzido
pela eppendorf. O iniciador D1 senso (5
TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA GAA
ACC G 3’) na concentracdao de 1,05uM,
comum aos quatro sorotipos, além de mais
quatro iniciadores anti-senso: TS1 (5° CGT
CTC AGT GAT CCG GGG G 3) na
concentracao de 0,88uM; TS2 (5’ CGC CAC
AAG GGC CAT GAA CAG 3) na
concentracdo de 1,24uM; TS3 (5’ TAA CAT
CAT CAT GAG ACA GAG C 3) na
concentracao de 1,17uM e DEN4 (5 TGT
TGT CTT AAA CAA GAG AGG TC 3’) na
concentracdo de 0,98uM, especificos,
respectivamente, para os sorotipos 1, 2, 3 e
4 do virus dengue. Uma aliquota de 5uL do
eluato contendo o RNA extraido de cada
pool de larvas ou do sobrenadante de
cultivo celular inoculado foi utilizado como
material gendmico molde. As reac¢des foram
programadas para um ciclo de 30 minutos a
60°C para a etapa da transcriptase reversa;
outro ciclo de 2 minutos a 94°C para a etapa
de desnaturacdo inicial; 40 ciclos de 45
segundos a 94°C; 30 segundos a 50°C; e 45
segundos a 72°C, respectivamente para as
etapas de desnaturacdo, hibridizagcdo do
iniciador e extensdo da nova seqléncia de
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DNA, e um ultimo ciclo de 7 minutos a 72°C
para a extenséo final. Os iniciadores foram
reavaliados com o auxilio do programa
OLIGO (Hirsch e Ribeiro, 2002).

3.4.8. Interpretacdo da RT- PCR

Apés a finalizagdo das reacgbes, 0s
fragmentos obtidos foram fracionados por
meio de eletroforese em gel de agarose a
2%, juntamente com o controle positivo,
controle negativo e marcador de tamanho
molecular (100pb).

A interpretagédo considerou o tamanho
molecular dos fragmentos amplificados para
a deteccdo e a identificagdo do virus
dengue em sorotipo 1 (482pb), sorotipo 2
(119pb), sorotipo 3 (290pb) e sorotipo 4
(389pb).

3.4.9. Calculo da taxa minima de infestagéo
das larvas

O caélculo da taxa minima de infeccdo das
larvas foi feito considerando o numero de
pools positivos e o numero de larvas
contidas em cada pool (Rosen et al., 1983).
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Figura 3. Palheta com ovos
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Figura 4. Mapa da regido da Pampulha, Belo Horizonte - MG: distribuicdo geogréafica das 205
ovitrampas instaladas no periodo de 2001 a 2005
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4. RESULTADOS

Ao longo do periodo monitorado, foram
realizados 208 ciclos semanais de pesquisa
para monitoramento de infestagdo vetorial
por ovitrampas, que produziram a cada
semana trés indices diferentes entre si,
perfazendo 624 indices relativos aos niveis
de infestagéo vetorial: IPO, IDV e IDO, que
variaram, respectivamente, entre: 87,5 (62
semana de 2002) e 0,49 (292 semana de
2004); 129 (42 semana de 2003) e 0,21 (292
semana de 2004); 158,0 (42 semana de
2003) e 4,3 (292 semana de 2004), Esses
indices representados por série temporal em
graficos expressaram a flutuagdo da
infestacao vetorial no periodo (Grafs. 1, 2 e
3).
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Em trés pools de 100 larvas cada, colhidos
nas semanas 42, 142 e 242 do ano de 2005,
para identificacdo especifica, todas as
larvas foram identificadas como Aedes
aegypti.

As notificacbes de febre do dengue (FD),
utilizadas como indicador da circulacdo do
virus dengue, foram do mesmo modo
consolidadas semanalmente, agrupadas por
semana de inicio dos sintomas. O numero
maximo de notificacbes em uma semana foi
de 45 casos (172 semana de 2003). Essas
notificagdes foram pareadas com indices de
infestacao vetorial e representadas por série
temporal em graficos para facilitar a
associagdo entre a circulagdo viral e a
infestacao vetorial (Grafs. 1, 2 e 3).
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Gréfico 1. Série temporal dos indices de positividade de ovitrampa (IPO), e das notificagdes
semanais de dengue (FD), da 282 semana epidemioldégica de 2001 a 272 semana
epidemiolégica de 2005.

25



26



——IDV —=—FD

NUmero de casos e IDV

Semanas epidemiolégicas

2001 2002 2003 2004 2005
ANOS

Gréfico 2. Série temporal dos indices de densidade vetorial (IDV) e das notificagdes semanais

de dengue (FD), da 282 semana epidemioldgica de 2001 a 272 semana epidemiolégica de
2005.
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Grafico 3. Série temporal dos indices de densidade de ovos (IDO) e das notificagdes semanais
de dengue (FD), da 282 semana epidemioldgica de 2001 a 272 semana epidemioldgica de 2005
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As trés diferentes seqliéncias de indices de
infestacdo vetorial e do nimero de
notificagdées de FD, no intervalo da semana
282 de 2001 até a semana 272 de 2002,
foram representadas simultaneamente em
um unico grafico para realgar a distingéo
entre os indices, que, embora obtidos da
mesma fonte e possuirem tendéncias
semelhantes,  expressam  informagdes
diferentes a respeito da populagao vetorial.
Neste grafico também se observa com
maior precisdo em quais niveis de
infestacdo vetorial se da a reversdo de
tendéncia ascendente da circulagédo viral,
conforme apresentado no grafico 4.
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Os resultados obtidos nas pesquisas
larvérias para determinagdo de Indice de
Infestacdo Predial (IP), as quais foram feitas
no periodo coincidente ao que foi realizado
este estudo, foram apresentadas no grafico
5, no mesmo gréfico, foram pareados com
0s IPO para comparagao de
monitoramentos.

Um gréfico climatolégico de médias mensais
de precipitagdo (mm), e temperatura (°C)
médias em Belo Horizonte, no periodo
2001 - 2005, foi apresentado para ilustrar o
perfil climatolégico da Regido, fornecendo
argumentos para a andlise dos resultados
obtidos (Graf. 6).
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Gréfico 4. Série temporal dos indices de infestacédo vetorial (IPO, IDV e IDO) e das notificagdes
semanais de dengue (FD), da 282 semana epidemioldégica de 2001 a 272 semana

epidemioldgica de 2002.
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Grafico 6. Grafico climatolégico de médias de temperatura e precipitagdo em Belo Horizonte no
periodo de 2001 a 2005. Fonte: Inmet, 5°DISME
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Os resultados da pesquisa viral em larvas
obtidas por meio do monitoramento com
ovitrampas apresentaram resultados de RT-
PCR negativos em 10 pools de 50 larvas
cada, oriundas de ovos coletados na 492
semana de 2004; e em 10 pools de 50

larvas cada, oriundas de ovos coletados na
72 semana de 2005, totalizando 20 pools de
larvas testados. A figura 5 ilustra os
resultados obtidos em testes de RT-PCR,
realizados para pesquisa de virus dengue
em larvas de Aedes aegypti.
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Figura 5 - Amplificacdo de RNA de virus dengue por RT-PCR de amostras (pool de 50 larvas
de Aedes aegypti) purificados em gel de agarose 2%, corados com brometo de etidio:
canaletas 01 a 04, amostras negativas; canaleta 05, padrdo de tamanho molecular com 100pb
(Invitrogen); canaletas 06 a 08 amostras negativas; canaleta 09, controle positivo para os
sorotipos 2 e 3; canaleta 10, controle positivo para o sorotipo 2; canaleta 11, controle negativo

de reagentes.

5. DISCUSSAO

O monitoramento vetorial com ovitrampas
revelou-se uma boa ferramenta para o
acompanhamento da infestagdo vetorial,
proporcionando a obtencdo de dados em
intervalos curtos e de modo continuo. O
acompanhamento da infestagcdo de uma
area urbana com dimensdes geométricas e
populacionais expressivas, ao longo de um
periodo tdo dilatado, ndo encontra paralelo
na literatura, vindo redimir em parte o
“paradoxo da escassez de dados
entomoldgicos em relagdo aos outros tipos
de dados” a que fizeram referéncia Degalier
e S4& Filho (1997). O registro longitudinal dos

niveis de infestacdo possibiltou o
conhecimento detalhado do perfil
populacional do Aedes aegypti, inclusive
sob os vieses de sazonalidade e agdes de
controle. A associagcdo dos niveis de
infestacdo obtidos com a circulagdo viral,
detectada por meio da notificacdo de casos
de dengue, possibilitaram a sugestdo de
indicadores de risco de epidemia, tendo por
base os niveis de infestacdo detectados.

Foi constatado que esse tipo de
monitoramento proporciona a obtengao de
um indice equivalente ao Indice Predial (IP)
(Gomes, 1998), o Indice de Positividade de
Ovitrampas (IPO); ambos proporcionam a
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obtencdo do percentual de imbveis
infestados. Os valores percentuais de
infestacdo acusados por este indice foram
maiores, porém proporcionais aos valores
percentuais dos I[P, conforme resultados
apresentados no GRAF. 5. A diferenga de
magnitude encontrada entre os valores dos
indices deve-se a diferenga na metodologia
empregada na obtencdo dos mesmos: no
monitoramento com ovitrampas, todas as
residéncias visitadas possuem um nicho em
condi¢des ideais para que o vetor faga a
oviposicdo; ja no monitoramento por
pesquisa larvéaria, muitos imoéveis visitados
nao possuem colegoes de agua compativeis
com a criagdo de larvas, embora o vetor na
fase adulta possa estar presente.

Observou-se, ainda, que a contagem dos
ovos proporciona a obtengao de um indice
equivalente ao Indice de Breteau (Gomes,
1998), na medida em que a média de ovos
por ovitrampa, descrita por Mogi et al.
(1990), citada como Indice de Densidade
Vetorial (IDV) (Avendanha et al, 2005),
permite obter a nogcdo da densidade ou da
concentragdo de vetores em atividade.
Como no Indice de Breteau, os valores do
IDV sdao em numeros absolutos. Nao ha
comparagbes numéricas porque o tipo de
pesquisa que produz o Indice de Breteau
nao é realizado em Belo Horizonte.

Um terceiro indice, o indice de Densidade
de Ovos (IDO) (Gomes, 1998), €
complementar aos dois indices descritos
anteriormente. E o que apresenta maior
oscilagdo de valores, pode sinalizar
tendéncias, se for considerado que poucas
armadilhas positivas podem produzir valores
numeéricos elevados.

Pode-se obter ainda, por meio da
associacdo dos valores de dois ou trés
indices, o perfil da infestacdo vetorial no
territério. Exemplificando, caso se obtenha
no mesmo periodo um IDV e um IPO
reduzidos e um IDO elevado, isto sugere
que apenas algumas fragdes do territdrio
estaria com elevado grau de infestagao,
enquanto indices elevados de IDV e IPO
sugerem que ha uma alta infestagao vetorial
acometendo grandes proporgcoes da area
monitorada.
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Ao contrario, a utilizagdo do modelo de
monitoramento com ovitrampas em areas
extensas para localizar ou priorizar
pequenas areas a serem trabalhadas, ou
utilizar dados de uma Unica armadilha para
localizar criadouros de larvas, constitui
equivoco tao grande quanto a utilizagao de
dados obtidos no levantamento de Indice
Predial para eleger quarteirdbes a serem
tratados. No primeiro, se  forem
consideradas a capacidade de disperséo de
fémea em busca de sitios adequados de
oviposi¢do igual a 800 metros (Honorio et
al., 2003), é possivel verificar que a area de
dispersdo das fémeas de apenas um foco
correspondera a exatos 200,96 hectares,
area considerada extensa para 0 meio
urbano, correspondendo a soma das areas
de 5.582 lotes de 360 metros quadrados
cada um. Quanto ao segundo, nao se pode
questionar que o quarteirdo onde as larvas
foram encontradas é positivo; contudo, néo
€ possivel considerar negativo um
quarteirdo em que na pesquisa larvaria,
para levantamento de Indice Predial, ndo se
encontrem larvas. Deve ser ressaltado que
se trata de uma pesquisa amostral em que,
na maioria das vezes, um Unico imdvel é
visitado por quarteirdo, o que é insuficiente
para determinar que esse nao estd
infestado, qual € o grau de infestagdo do
quarteirdo positivo e se deve ter priorizado o
seu tratamento.

E sabido que fatores climaticos influenciam
na densidade vetorial. Assim, cogitou-se
associar a este estudo os indices médios
mensais de temperatura e precipitacdo
registrados no decorrer do monitoramento.
Posteriormente, concluiu-se que tais
informagbes seriam de pouca ou nenhuma
utilidade. E conhecido que as chuvas
proporcionam criadouros aos vetores,
promovendo a sua multiplicagdo, contudo,
médias de precipitagdo n&o informariam se
as chuvas cairam de forma bem distribuida,
ou se de forma concentrada, de uma sé vez,
e essas diferengas na distribuicdo das
chuvas podem, respectivamente, favorecer
ou ndo a multiplicacdo vetorial. A despeito
desse e de tantos outros fatores possiveis
de influenciar a dindmica de infestacédo
vetorial, parece coerente inverter o sentido
da investigacdo: partindo dos niveis de



densidade de infestagdo vetorial, os quais
refletem todos os fatores favoraveis ou
desfavoraveis que atuaram sobre a
populacdo de vetores, para identificar os
que estariam incrementando ou inibindo a
multiplicagdo desses insetos.

O monitoramento realizado no primeiro ano
permitiu caracterizar o perfil de infestagcéo
vetorial na regido da Pampulha, fato
confirmado nos anos seguintes, quando
foram registrados perfis de infestagdo
semelhantes, mas apresentando variagdes
importantes nos valores dos indices durante
0 periodo no qual o registro de casos de
dengue é mais comum. Se for considerado
que as acgbes de controle realizadas pela
Prefeitura Municipal foram constantes ao
longo do periodo estudado, pode-se atribuir
essa diferenca interanual a fatores
climaticos, cujo poder de influéncia, a
variagdo sazonal da densidade de
infestacao vetorial observada ao longo do
ano, é a melhor demonstragdo. A amplitude
de variagcdo atingiu 17.500% entre o maior e
o menor dos IPO registrados, e 64.350%
entre o maior e 0 menor IDV, sendo que
essa variacdo pode ser atribuida em sua
maioria a fatores climatolégicos.

O monitoramento vetorial aqui descrito
demandou um gasto minimo de recursos
humanos, tornando possivel o]
monitoramento vetorial continuo, inclusive e
principalmente durante o curso de
epidemias, o que ndo seria aconselhavel
realizar utilizando os indices baseados em
pesquisa larvaria nos moldes em que sao
trabalhados na atualidade, principalmente
porque, para a obtencdo dos mesmos, ha a
necessidade de parar as agdes de controle
para que o contingente que as executa
possa, durante um periodo relativamente
prolongado, realizar a pesquisa larvaria. O
monitoramento com ovitrampas, além de
nao agregar tal problema, apresenta a
vantagem de desvincular a producdo dos
dados que proporcionardo avaliar os niveis
de infestagdo dos individuos encarregados
do seu controle, reduzindo a possibilidade
de que venha a ocorrer manipulagdo de
dados.

Braga et al. (2000) apontaram o
monitoramento com ovitrampas como uma
metodologia mais sensivel e econdmica
quando comparada as metodologias de
monitoramento  oficiais, baseadas em
pesquisa larvaria. Neste estudo, verificou-se
que, no periodo necessario a realizagdo da
pesquisa para a obtengdo de um unico
Indice de Infestacdo Predial (em média uma
semana somente para a pesquisa de larvas
nos domicilios amostrados), emprega-se um
quantitativo de recursos humanos
equivalente ao que seria necessario a
execucdo dos procedimentos completos
para o monitoramento com ovitrampas,
durante o periodo de um ano.

A sensibilidade do método pbde ser
verificada neste estudo, que detectou
vetores em todas as épocas do ano, mesmo
no decorrer da estagdo seca (inverno) na
regido monitorada, quando o Indice de
Infestacdo Predial usualmente nao detecta o
vetor, como também no verdo chuvoso,
concordando com Marques et al. (1993),
que verificaram na ovitrampa a capacidade
de positivar-se mesmo na presenca de
grande numero de criadouros concorrentes.

Uma das vantagens do uso de ovitrampas,
seria a retirada de ovos do ambiente
(Santos et al, 2003). Contudo,
consideragbes sobre a 4&rea que cada
ovitrampa  representa, neste estudo
corresponde a uma area de 16 Ha por
ovitrampa, € 0 numero possivel de
recipientes, das mais diversas capacidades,
dispostos em um territério urbano com tal
dimensao, e que poderiam também receber
oviposi¢cdo, sugerem cautela quanto a
analise do impacto desta agdo. Embora em
periodos de pico sejam retirados até cerca
de 26 000 ovos por semana na regiao da
Pampulha, as 205 ovitrampas instaladas
atendem a um percentual de apenas 0,3 %
dos 68.000 imébveis existentes.

Possiveis vicios de amostragem como a
variacéo da oviposi¢éo entre as fémeas por
sitio de postura, ou a proximidade de
ovitrampas em relagdo aos criadouros,
devem ser compensados por um nudmero
amostral adequado de ovitrampas
instaladas. A média de ovos por ovitrampa
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deve representar os niveis de infestagdo em
relagéo ao universo amostrado.

A superagédo da dificuldade em calcular a
densidade da populagdo adulta do vetor a
partir dos indices obtidos no monitoramento
por ovitrampas (Gomes, 1998), resolveu-se,
neste estudo, pela associacdo direta dos
indices de infestacdo (obtidos através da
deteccdo e quantificagdo de ovos), com o
favorecimento da circulagdo viral. A
hematofagia, que é condicdo para que
ocorra a transmissdo do virus do vetor ao
homem, é também condicdo para que
ocorra oviposigcdo, 0 que vem associar
intimamente as atividades vetorial e
reprodutiva, sendo que a oviposicdo é a
sintese da ultima. Desta forma, tais indices
refletem tanto o grau de infestagcdo quanto o
de atividade vetorial, podendo ser
potencialmente  superiores a indices
baseados na populagdo adulta, devido ao
relacionamento da oviposicdo com a
hematofagia, que é o ato determinante da
acao vetorial.

Os indices obtidos através da coleta e da
contagem de ovos, quando utilizados para
célculo de infestacdo de vetores adultos,
deveriam ser associados a populagao
ovipositora e ndo a geracdo que adviria
desses ovos, isto devido, além da
proximidade ciclica com o adulto ovipositor,
ao fato de serem a representagcdo de uma
populagdo que deixou vestigios concretos
proporcionais a sua densidade e atividade
hematofagico-vetorial e sexual (ovos), € ndo
a uma provavel futura populagdo, cuja
existéncia estaria sujeita a um elevado grau
de incertezas.

A formulagado de indices simples, baseados
no nimero de ovos coletados, no percentual
de ovitrampas positivas e no total de
ovitrampas trabalhadas, possibilitou obter
com facilidade e confiabilidade o perfil da
dindmica populacional e a variagdo da
densidade vetorial, sem a necessidade da
adogcdo de métodos mais complexos, como
0 sugerido por Focks et al. (1993).

A possibilidade de utilizagdo da ovitrampa

para monitorar impactos de acgbes de
controle, como a termonebulizagdo,
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mutirbes de retirada de recipientes e outras
acOes de controle, ou combate, é viavel,
como sugeriu Mogi et al. (1990). Todavia,
faz-se necessario montar exclusivamente
um sistema amostral que represente a
fragao do territério que se esta trabalhando,
com um numero adequado de ovitrampas,
tornando representativa e confidvel a
amostragem. Essa nova amostragem
deverd ser independente do sistema de
monitoramento da area como um todo, o
qual podera ser utilizado como controle.

Mogi et al. (1990) propuseram uma
metodologia para obtencdo de indice de
infestacdo por meio do monitoramento com
ovitrampas, baseada no nimero médio de
ovos por armadilha, que serviria para
orientar agbes de controle. Quatro
ovitrampas em cada domicilio, duas
instaladas no intra-domicilio e duas no peri-
domicilio, seriam instaladas por um periodo
de cinco dias consecutivos a cada més. A
diferenca dessa metodologia para a que foi
adotada neste trabalho, consistiu
basicamente em aspectos como o tempo de
exposicdo da armadilha para coleta de
ovos, que foi continuo, e em relagdo aos
sitios de instalacdo de ovitrampas, apenas
uma no peri-domicilio. A obtengdo de
indices semanais, permite o]
acompanhamento mais detalhado da
flutuagdo populacional, e foi o que
influenciou na opcdo pelo monitoramento
continuo, ja que, com o aumento de duas
visitas ao sitio de oviposicdo por més é
possivel reduzir em 75% o intervalo entre a
produgcdo dos indices, quadruplicando o
volume de informagbes. A instalagcdo de
ovitrampas no interior dos domicilios foi
abolida devido a menor eficiéncia na
deteccdo do vetor (Dibo et al, 2005), a
necessidade de agilizar o acesso a
armadilha e de diminuir o incbmodo ao
colaborador, em cujo domicilio foram
instaladas.

Mogi et al. (1990) também propuseram
substituir a contagem de ovos, necessaria
para elaborar a média de ovos por
armadilha (IDV), por uma estimativa por
associagdo com a propor¢cdo de ovitrampas
positivas (IPO). Por considerar a contagem
dos ovos uma tarefa relativamente simples,



optou-se por evitar a utilizagdo de um valor
amostral para estimar outro, evitando os
vieses implicitos a esses procedimentos.

Na regido estudada, os casos de dengue
concentram-se no periodo chuvoso,
justamente quando o nivel de infestagdo
pelo vetor é reconhecidamente mais
elevado. A densidade vetorial vem sendo
correlacionada com a ocorréncia de
notificagcdes de dengue (Corréa et al., 2005).
Oliveira (1995), ao discutir a natureza
matematica das variaveis com que se
trabalha em investigacbes cientificas,
classifica de variavel com nivel de medida
de razao ou proporgao as variaveis como as
que foram trabalhadas neste estudo, indices
relativos ao vetor ou ao virus, por serem
representadas por escalas cardinais cuja
origem ndo é arbitraria, pois o ponto zero é
fixo, e 0os numeros representam diferencas
fixas, cujas proporcbes permanecem
constantes. Assim, o valor de IDV = 40
corresponde ao dobro de IDV = 20, por
conseguinte, a densidade vetorial
representada pelo primeiro valor € o dobro
da representada pelo segundo valor;
contudo, em determinadas circunstancias, a
classificagdo das medidas de infestagédo
como uma variavel mais simples, com o
nivel de medida nominal, como “situacdo de
risco” ou de “controle” em relagdo a
possibilidade de epidemia, n&o implica
baixar o nivel de qualidade da medida, mas
associar tal medida ao que representa.

A variavel “infestagcdo vetorial” relaciona-se
com outra variavel, “casos de dengue”,
conforme mostrado nos graficos obtidos
através deste estudo. A simples presenca
do vetor, como registrado nos meses de
junho a outubro, ou mesmo a elevagao dos
niveis de infestagcao registrados nos meses
de outubro a dezembro, ndo desencadeou
notificacdes de casos da doenga na mesma
proporcao, apesar de ser comprovada a
necessidade de que haja o vetor para que
ocorra transmissdo do virus. Tal relagéo é
classificada por Oliveira (1995) como sendo
uma relagdo determinante, em que a
infestagdo vetorial € necessaria, mas por si
nao é suficiente para produzir casos da
doenca, pois, para que esta ocorra, €
necessaria também a presenga do virus,

além de pessoas susceptiveis. Por outro
lado, a auséncia de vetores constitui relacao
invariante, ou relagdo causal com a doenga,
ou seja: na auséncia do vetor, estara
ausente também a doenca. Considerando
situacbes como a representada no GRAF. 4,
na qual a incidéncia de casos de dengue
esteja em ascensdo, o ponto de reversao
dessa tendéncia podera sinalizar que niveis
de infestagéo vetorial favorecem o aumento
da incidéncia da doenga. A reversdao da
tendéncia ascendente da circulagdo viral
indica que, sob tais niveis de infestagéo
vetorial, a circulagdo viral nao esta
favorecida. Dessa forma, no intervalo de
2001 a 2002, quando ocorreu a mais
intensa manifestacdo de FD na regido
monitorada, detectaram-se, durante o
decréscimo natural dos niveis de infestacéo,
aqueles que marcaram a reversao da
tendéncia ascendente da incidéncia de FD.
Esses indices, assim como os de valores
menores que eles, passam a ser associados
com niveis de infestacdo vetorial em que a
circulagdo viral ndo estaria favorecida e,
portanto, considerados como indices de
controle em relagdo a possibilidade de
ocorrer epidemia. De modo complementar,
os indices com valores maiores que eles
foram considerados indices de risco.
Contudo, o risco foi considerado em relagao
a epidemias de FD, porque a ocorréncia de
casos isolados da doenca foi registrada,
como mostrado nos graficos, mesmo
quando a densidade vetorial estava baixa,
nos niveis considerados de controle. A
possibilidade de a circulagdo viral ocorrer,
ainda que seja em niveis minimos entre os
vetores, conforme assinalaram Kow et al.
(2001) e Pessanha et al. (2002), explica o
eventual surgimento desses casos isolados.
Dessa forma, identificaram-se para os IDVs
valores indicativos de situacdo de risco ou
controle em relacdo a possibilidade de
epidemias, conforme estiverem,
respectivamente, acima ou abaixo de 40.
Para os IPOs e IDOs, a mesma
interpretacdo teria como valor limite igual a
60.

A tendéncia de regressao da circulagdo
viral, quando os niveis de infestagéo vetorial
caiam abaixo dos valores limite dos indices
citados acima, como foi observado no
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intervalo 2001 — 2002, foi confirmada no
intervalo 2002 - 2003, e a circulacao viral foi
minima nos periodos de 2003 — 2004 e
2004 — 2005, acompanhando a reducéo dos
indices de infestagdo vetorial verificada
nesses periodos.

A circulagdo do virus dengue entre os
vetores, mesmo ocorrendo em taxas
reduzidas, deveria crescer
proporcionalmente & elevagéo da infestagao
vetorial; contudo, foi observado um intervalo
de aproximadamente oito semanas entre a
elevacao da infestagcéo vetorial e do volume
das notificagbes de casos de FD. Tal
observacdo sugere que as vias de
transmissdo transovariana ou sexual nao
favorecem a transmissdo do virus entre os
vetores; assim, as taxas de infeccao vetorial
se elevam apenas quando a transmissao
horizontal esta favorecida por altos indices
de infestagao vetorial, o que aumenta a
probabilidade de infecgdo de vetores no
repasto hematofagico durante o curto
periodo de viremia nos individuos
acometidos por FD.

Houve dificuldade de deteccdo do virus em
vetores capturados a campo (Lourengo-de-
Oliveira et al, 2002). Investigagbes que
obtiveram sucesso na detecgdo viral em
vetores, aconteceram quase sempre em
material coletado préximo a moradias de
pessoas doentes, em periodos de plena
circulagédo viral (epidemia) ou em periodos
que antecederam uma epidemia de dengue
(Chow et al, 1998), situagdes nao
detectadas na regido em estudo durante o
periodo monitorado, o0 que confere
coeréncia aos resultados obtidos.

A escolha das semanas nas quais as larvas
seriam examinadas baseou-se no periodo
usual de inicio de notificagdes de dengue,
que coincide com as primeiras semanas de
janeiro; assim, para que fossem utilizadas
como detec¢do precoce, as larvas foram
coletadas nas primeiras semanas de
dezembro, considerando que, apds o inicio
da notificacdo dos casos da doenga, a
pesquisa nos vetores para fins de
monitoramento de densidade viral ndo mais
seria justificavel, uma vez que este poderia
ocorrer por meio dos casos de dengue. No
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entanto, o monitoramento viral nos vetores,
se realizado continuamente, poderia ser
utilizado como sentinela para deteccdo da
circulagdo de novos sorotipos, ou
simplesmente da circulagao do virus dengue
em areas indenes.

Qutros fatores, segundo Mogi (1990),
devem ser considerados no estudo do
dengue, como a interagdo dos sorotipos
presentes com as populagdes vetorial e
humana, o que envolve a susceptibilidade
dessas populagbes e a viruléncia dos
sorotipos circulantes. A capacidade de
adaptacdo e a multiplicagdo dos mesmos
poderiam alterar a relagdo nivel de
infestacdo vetorial / favorecimento da
circulagéo viral. Todavia, em um sistema de
monitoramento de infestacdo vetorial,
associado ao monitoramento da circulagao
viral, tal alteragdo poderia ndo somente ser
detectada, mas também avaliada quanto ao
risco potencial em relacdo a epidemias de
FD /FHD.

Em relagdo a pesquisa viral nas larvas
oriundas dos ovos coletados nas ovitrampas
utilizadas para o monitoramento da
infestagdo vetorial na Regido da Pampulha,
a ndo detecgdo do virus dengue entre as
larvas examinadas, pode ser justificada pela
pequena circulagdo do virus no periodo
2004 - 2005, periodo em que foram
coletadas, quando apenas cinco casos
foram notificados no territério monitorado.

6. CONCLUSOES

O monitoramento vetorial por meio de
ovitrampas produz indices equivalentes aos
produzidos pela pesquisa de infestagao
larvaria (Indice de Infestagdo Predial e
Indice de Breteau), com menor demanda em
recursos humanos e em intervalos curtos,
proporcionando o} acompanhamento
continuo dos niveis de infestagao,
proporcionando também, material biol6gico
(ovos) compativel com a pesquisa viral,
constituindo uma alternativa de
monitoramento da circulagdo do virus
dengue.



A associacdo dos indices de infestacdo do
Aedes com as notificacbes de dengue,
proporciona a identificagdo dos niveis de
infestacdo vetorial que favorecem a
circulagéo viral, possibilitando a sugestao de
niveis de infestagdo que seriam indicadores
de risco para epidemias de dengue.

O monitoramento da circulagdo viral na
populagdo vetorial, conforme o modelo
apresentado neste estudo, apresentou
menor eficiéncia na detec¢do da circulagao
do virus dengue em relagdo ao Sistema de
Informacdo Nacional de Agravos de
Notificagdo (SINAN). No entanto, aquela
metodologia justifica-se pela possibilidade
de detecgdo precoce do risco de epidemias,
podendo ser melhor avaliada quando venha
coincidir com periodos onde ocorram
circulagdes mais expressivas do virus.
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