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RESUMO

Caracterizacdo clinico-laboratorial dos casos de dengue e Zika em uma coorte em
Goiania, Goiés, Brasil, 2015-2019

Introducdo: a dengue € a arbovirose mais importante do mundo devido a sua carga de
morbimortalidade e € hiperendémica/epidémica no Brasil. O virus da Zika esta presente
em paises tropicais e subtropicais e, em 2016, houve uma preocupante epidemia
brasileira. A co-circulacdo pelos virus da dengue e Zika, por serem similares, torna o
diagndstico e o tratamento um desafio para os servicos de salde. Objetivos: apresentar
as estratégias de conducdo de uma coorte na cidade de Goiania, Goias; apresentar a
sazonalidade das condicdes febris avaliadas e caracterizar os padrfes de apresentacdo
clinico-laboratorial dos casos confirmados de dengue e Zika e de coinfeccdo dessas
arboviroses. Métodos: realizou-se uma coorte prospectiva entre 2015 e 2019. A febre foi
monitorada semanalmente por telefonemas e por contato direto com o médico assistente.
Foi utilizada a pesquisa de anticorpos 1gG anti-dengue para um inquérito inicial e outros
anuais. Pesquisa de antigeno NS1, de anticorpos IgM anti-dengue e de anticorpos
neutralizantes pelo teste de neutralizagdo por reducéo de placas e pesquisa do genoma
viral pela RT- PCR foram os testes de confirmacdo para a infec¢do aguda de dengue.
Utilizou-se a RT-PCR para a confirmacéo das infeccdes pelo Zika virus. Resultados:
Uma parceria entre a academia e 0s servicos publicos de saude foi adotada e a participagédo
das equipes de Saude da Familia foi essencial para a devida conducdo do estudo. Em
troca, os pesquisadores beneficiaram os Servicos de Saude através de atividades de
vigilancia e atencdo a saude. As infeccdes respiratorias agudas (IRA) representaram
53,0% e as pneumonias 1,7% do total de 1268 casos febris, sendo ambas mais frequentes
no outono. A doenca diarreica aguda (DDA) representou 8,7% do total e foi mais
frequente no verdo. Dengue e Zika representaram, respectivamente, 11,6% e 6,1% de
todos os casos e predominaram nos meses chuvosos. Neste estudo, foram confirmados
206 casos de dengue. 80,6% apresentaram e 19,4% néo apresentaram critérios clinicos
que preencheram a definicao de caso suspeito de dengue. O exantema estava presente em
45,9% dos 37 casos confirmados de Zika. Leucopenia e auséncia de plaquetopenia
predominaram nos casos de dengue e Zika. Os valores preditivos positivos para a suspeita

clinica de dengue e Zika foram de 85,8% e 16,5%, respectivamente. Seis casos de

xii
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coinfeccdo dengue/Zika foram confirmados. Cinco deles apresentaram sintomatologia
compativel com suspeita de Zika e um de dengue. Entre os casos de coinfeccéo, houve
predominio de leucopenia e de plaguetas normais. Conclusdes: A parceira
interinstitucional academia e servigos de saude foi bem-sucedida, com beneficios para as
duas instituices. Descri¢des anteriores do perfil sazonal das IRA, pneumonias, dengue e
Zika estavam de acordo com os resultados desta pesquisa. A sintomatologia de individuos
infectados pelos virus da dengue e Zika pode ndo preencher os critérios de casos suspeitos
dessas arboviroses e casos de coinfeccdo de dengue/Zika podem atender aos critérios de
suspeita de ambas, o que favorece enganos no diagndstico clinico. Em éareas de co-
circulacdo desses virus, o uso de testes laboratoriais especificos é importante para se

prevenir e tratar adequadamente essas doencas.

Palavras-chave: Dengue; Zika; Sinais e Sintomas; Estudos Longitudinais.
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ABSTRACT

Title: Clinical and laboratory characterization of dengue and Zika cases in a cohort in
Goiania, Goias, Brazil, 2015-2019

Introduction: dengue is the most important arbovirus in the world due to its morbidity
and mortality burden and is hyperendemic/epidemic in Brazil. Zika virus is present in
tropical and subtropical countries and, in 2016, there was a worrying Brazilian epidemic.
The co-circulation of dengue and Zika viruses, because they are similar, makes diagnosis
and treatment a challenge for health services. Objectives: to present the strategies of
conducting a cohort in the city of Goiania, Goias; present the seasonality of febrile
conditions evaluated and characterize the patterns of clinical and laboratory
presentation of confirmed cases of dengue and Zika and of coinfection of these
arboviruses. Methods: a prospective cohort was carried out between 2015 and 2019.
Fever was monitored weekly by phone calls and by direct contact with the attending
physician. 1gG anti-dengue antibodies were used for an initial survey and other annual
surveys. Testing of NS1 antigen, IgM anti-dengue antibodies and neutralizing antibodies
by the plaque reduction neutralization test, and the viral genome by RT-PCR were the
confirmatory tests for acute dengue infection. RT-PCR was used for diagnostic
confirmation of Zika virus infections. Results: A partnership between the academy and
public health services was adopted and the participation of Family Health Teams was
essential for the proper conduct of the study. In return, the researchers benefited the
Health Services through surveillance and health care activities. Acute respiratory
infections (ARI) represented 53.0% and pneumonia 1.7% of the total of 1268 febrile
cases, both of which were more frequent in the fall. Acute diarrheal disease (ADI)
represented 8.7% of the total and was more frequent in the summer. Dengue and Zika
represented, respectively, 11.6% and 6.1% of all cases and predominated in rainy
months. 206 dengue cases were confirmed in this study. 80.6% presented and 19.4% did
not present clinical criteria that met the definition of a suspected case. The rash was
present in 45.9% of 37 confirmed cases of Zika. Leukopenia and absence of
thrombocytopenia predominated in dengue and Zika cases. The positive predictive values
for the clinical suspicion of dengue and Zika were 85.8% and 16.5%, respectively. Six

cases of dengue/Zika co-infection were confirmed. Five of them had symptoms compatible



with suspected Zika and one of dengue. Among cases of co-infection, leukopenia and
normal platelets predominated. Conclusions: The interinstitutional partnership between
academia and Health Services was successful, with benefits for both institutions. Previous
descriptions of the seasonal profile of ARI, pneumonia, dengue and Zika were in
agreement with the results of this research. The symptoms of individuals infected by the
dengue and Zika viruses may not meet the criteria for suspected cases of these
arboviruses and cases of dengue/Zika coinfection may meet the criteria for suspicion of
both, which favors mistakes in the clinical diagnosis. In areas of co-circulation of these
viruses, the use of specific laboratory tests is important to prevent and treat adequately
these diseases.

Keywords: Dengue; Zika; Signs and Symptoms; Longitudinal Studies.
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APRESENTACAO

O Instituto de Patologia Tropical e Sadde Publica (IPTSP) da Universidade
Federal de Goias (UFG) desenvolve uma linha de pesquisa em dengue ha
aproximadamente 22 anos. Diversos estudos foram realizados envolvendo epidemiologia,
vigilancia, aspectos clinicos, laboratoriais, qualidade de vida dos pacientes e custos da
doenca.

Sob a coordenagéo dos professores Dr. Claudio Panutti, do Instituto de Medicina
Tropical da Universidade de S&o Paulo, e Dr. Jodo Bosco Siqueira Junior, do IPTSP da
UFG, foi iniciado, em 2014, um projeto de pesquisa intitulado “Estudo de Incidéncia de
dengue no Brasil, em municipios de alta e media endemicidade: Goiania—-GO e
Araraquara-SP”. Esse foi um estudo multicéntrico que teve como objetivo inicial avaliar
a dinamica de transmissdo da dengue na populacdo de dois a 16 anos, antes da potencial
introducdo de uma vacina contra a doenca. Entretanto, em 2016, houve em Goiania uma
mudanca no cenério clinico-epidemioldgico das arboviroses com a introducéo do Zika
virus (ZIKV) e possivel reacdo cruzada entre os resultados soroldgicos para dengue e
Zika. Existiu entdo a introducdo de novo objetivo que visou uma analise clinico-
laboratorial dos casos sintomaticos de dengue e Zika.

O contexto geral do estudo previu o recrutamento de uma coorte de individuos em
cada centro participante. O acompanhamento dessa coorte permitiu uma maior
compreensdo do comportamento clinico-laboratorial dessas arboviroses em um cenario
de alta endemicidade de dengue.

O estudo iniciou com a realizagdo de um inquérito soroldgico inicial para a
determinacdo da prevaléncia de infeccdo pelo DENV. Em seguida, foi realizado um
monitoramento semanal de febre dos participantes do estudo para identificacdo de casos
incidentes de dengue e avaliagdo clinico-laboratorial dos casos suspeitos de dengue e
Zika. Essa rotina foi realizada de forma continua durante os anos de seguimento da coorte
selecionada. Sendo assim, esse estudo permitiu novas evidéncias sobre o0s aspectos
clinicos e epidemioldgicos dessas doencas.

A presente tese € parte integrante da linha de pesquisa em dengue do IPTSP/UFG
e apresenta os resultados das avaliagGes clinico-laboratoriais da coorte no municipio de

Goiania.



1 INTRODUGCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 DOENCAS INFECCIOSAS

Transformagdes sociais, econdmicas e demograficas como a ampliacdo da
cobertura do saneamento basico, a melhoria das condic¢des habitacionais e a introdugédo
de novas tecnologias de salude, particularmente vacinas e antibidticos ocorridas nos
ultimos 50 anos foram decisivas para o rapido declinio da magnitude das doengas
infecciosas no mundo. Mesmo assim, esse grupo de doencas ndo perdeu sua relevancia
em saude publica ao longo do tempo, sendo ainda uma prioridade na Agenda Global de
Saude Publica (WALDMAN; SATO, 2016).

Nesse contexto, no Brasil, as endemias rurais como a esquistossomose mansonica,
a doenca de Chagas e a malaria; as doencas diarreicas agudas (DDA); e as doencas
imunopreveniveis como o sarampo, a poliomielite, a rubéola apresentaram tendéncia de
declinio. Todavia, a reemergéncia de doencas infecciosas agudas como a febre amarela,
a dengue e mesmo o sarampo foram relatadas, assim como a emergéncia de novos
arbovirus: o chikungunya (CHIKV) e o Zika (ZIKV) e de novos subtipos do virus
influenza A (WALDMAN; SATO, 2016; BRASIL, 2019).

Apesar da reducdo da incidéncia e da mortalidade por doencas infecciosas
ocorrida nos Ultimos anos, estima-se que elas ainda s&o responsaveis por
aproximadamente 25,5% das 58,8 milhdes de mortes anuais no mundo (WHO, 2013).

Dentre elas, as duas principais causas de 6bitos sdo as infecces respiratorias
agudas (IRAS) e as gastroenterites ou DDA (FAUCI; MORENS, 2012; WHO, 2013).
Estima-se que as duas sdo responsaveis por 40% de todas as mortes em criangas no mundo
anualmente, sendo 29% em menores de cinco anos, principalmente naquelas que vivem
em regides remotas e pobres. A carga que essas doencas impdem as familias e aos
sistemas de salde de paises de baixa renda exacerbam as desigualdades existentes (WHO,
2009a; WHO, 2013). Mesmo que 80% das mortes de crian¢as no mundo devido as IRAS
e DDA ocorram em paises da Africa e da Asia (WHO, 2013), elas ainda tém sido descritas
como importantes causas de morbimortalidade infantil no Brasil (PEDRAZA;
QUEIROZ; SALES, 2014; SILVA FILHO, et al. 2017).

As arboviroses representam na atualidade 30% das doencas infecciosas agudas no
mundo e constituem grave problema de satde publica em paises tropicais (DONALISIO;
FREITAS; ZUBEN, 2017).



1.2 DENGUE

A dengue € considerada, na atualidade, a mais importante arbovirose no mundo
devido seus impactos na morbidade, mortalidade e economia dos paises (SIMMONS et
al., 2012).

1.2.1 Etiologia e patogenia

A dengue é causada por um &cido ribonucleico (RNA) virus (DENV), arbovirus,
do género Flavivirus, da familia Flaviviridae, que se divide genotipicamente em quatro
sorotipos: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, possuindo diferengas antigénicas entre
genotipos de um mesmo sorotipo (SIMMONS et al., 2012). Em 2013, foi anunciada a
descoberta do DENVS5, detectado durante a triagem de amostras virais de um agricultor
de 37 anos admitido em hospital na Malasia em 2007. A principio, foi pensado que era
um caso ordinario de dengue silvestre causada pelo DENV4 que circulava entre primatas
nas florestas do Sudeste Asiatico. No entanto, quando o virus foi isolado e uma sequéncia
genética completa foi realizada, observou-se que o virus era filogeneticamente distinto
das trés formas anteriores de DENV4 silvestre e apresentava alguma semelhanga com o
DENV?2. Este novo sorotipo segue o ciclo silvestre, diferentemente dos outros quatro
sorotipos que seguem o ciclo no humano (NORMILE, 2013; MUSTAFA et al., 2015).
No entanto, alguns pesquisadores afirmaram que a ratificagéo oficial desse novo sorotipo
aguarda a recuperacdo de um isolado, que deve ser caracterizado pela realiza¢do de uma
série de rigorosos testes de identificacdo que confirmem, de fato, sua singularidade
(TAYLOR-ROBINSON, 2016).

N&o existe uniformidade na classificagdo dos virus DENV em grupos genéticos,
ou genotipos, como ocorre com a classificacdo do virus em sorotipos, apesar de existir
uma tentativa de uniformiza-la. Segundo as classifica¢cbes mais aceitas, existem quatro a
seis genotipos reconhecidos para cada sorotipo do DENV (CHEN; VASILAKIS, 2011;
YAMASHITA et al., 2013). Para o sorotipo 1, séo cinco genotipos (I-V), sendo que o V
é que circula no Brasil (GONCALVEZ et al., 2002; CARNEIRO et al., 2012). Para o
sorotipo 2, seis genotipos estdo descritos: asiatico I, asidtico 1l, sudeste
asiatico/americano, cosmopolita, silvestre e americano, sendo o asiatico-americano o que
circula no Brasil (TWIDDY et al., 2002; ANEZ:; MORALES-BETOULLE; RIOS, 2011;
BONA; TWERDOCHLIB; NAVARRO-SILVA, 2012, JESUS et al., 2019). Para o

sorotipo 3, ha cinco gendtipos (I-V), sendo o 111 o que circula no Brasil (LANCIOTTI et



al., 1994; WITTKE et al., 2002; ARAUJO et al., 2012). Duas classificagdes foram
propostas para o sorotipo 4: a primeira descreve quatro gendtipos (I, II, 1ll e IV) e a
segunda cinco gendtipos (1, 1A, 11B, Il e silvestre). Em 2010, foi identificado o genotipo
I, e em 2012, o gendtipo 11 circulando no Brasil (ABUBAKAR; WONG; CHAN, 2002;
TEMPORAO et al., 2011; NUNES et al., 2012).

Do ponto de vista epidemioldgico, os DENV podem apresentar baixo, médio ou
alto impacto ou seja, alguns virus podem permanecer num ciclo silvestre de baixa
transmissibilidade nos seres humanos, outros produzem quadros menos graves (ex:
genotipo americano do DENV?2) e alguns genotipos (ex: sudeste asiatico do DENV?2)
estdo associados ao potencial de causar dengue grave (COLOGNA; ARMSTRONG;
RICO-HESSE, 2005). As andlises filogenéticas e epidemioldgicas sugerem que 0S
gendtipos mais virulentos foram substituindo aqueles de menor impacto epidemioldgico
(RICO-HESSE, 2003).

A suscetilidade ao virus € universal. A infeccdo por um dos sorotipos gera
imunidade permanente para este, além de induzir imunidade transitoria de algumas
semanas contra a reinfeccdo aos demais (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).
Todavia, foi publicada um pesquisa realizada no Peru que indicou a possibilidade de
haver reinfeccdo por um mesmo sorotipo devido uma protecdo homologa incompleta
contra o DENV (FORSHEY et al., 2016).

A fisiopatogenia da resposta imunoldgica ao quadro agudo de dengue pode ser
primaria ou secundaria. Nas pessoas ndo expostas ao virus anteriormente acontece a
resposta primaria, em que o titulo de anticorpos se eleva lentamente. O nivel de anticorpos
aumenta rapidamente na resposta secundaria, indicando infeccao prévia por qualquer um
dos sorotipos virais (BRASIL, 2014).

Apds a picada de um mosquito infectado, o virus entra em contato com mondcitos
circulantes e células dendriticas, replica-se nos linfonodos regionais e se dissemina por
meio dos sistemas linfatico e sanguineo para outros tecidos. Na viremia ha estimulacao
da producdo de anticorpos especificos e resposta celular contra o patégeno. Todos 0s
quatro sorotipos evidenciam tropismo principalmente para mondcitos, macrofagos e
células dendriticas (SENEVIRATNE; MALAVIGE; DE SILVA, 2006; VERHAGEN;
GROOQT, 2014).

Acredita-se que 0s mondcitos e as células dendriticas infectadas produzam
guimiocinas e citocinas pro-inflamatérias que, juntamente com as células T ativadas,

causem disfuncdo endotelial com consequente aumento da permeabilidade vascular,



favorecendo a eclosdo dos derrames cavitéarios. Anticorpos produzidos na primoinfeccéao
podem ndo neutralizar um sorotipo viral diferente e, além disso, podem, paradoxalmente,
amplificar a infeccdo, facilitando a entrada em macrofagos. Os virus, para tanto, fazem
uso dos receptores de membrana Fc gama (Fcy). O estimulo causado pela liberagédo de
interferon gama (IFN-y) por células da resposta T helper 1 (Thl) ativadas agrava este
quadro porque eleva a exposicdo de IFN-y na membrana dos macrofagos tornando-os
mais susceptiveis ao virus (LOBO et al., 2014). As citocinas e a func¢éo citolitica das
células T de memoria estimuladas por peptideos variantes, representando sorotipos
heterdlogos, afetam a habilidade do hospedeiro infectado de controlar a replicag&o viral
(GUZMAN; HARRIS, 2015).

Além disso, titulos de anticorpos especificos para o sorotipo do virus que causou
a infeccdo primaria aumentam substancialmente durante a infeccdo secundaria. Estes
anticorpos sub-neutralizantes se ligam aos virus da segunda infeccdo e aceleram a taxa de
entrada e infeccdo nas células hospedeiras. Este aumento de infectividade anticorpos-
dependente fornece uma possivel explicacdo para o fato de que pacientes com infecgédo
secundaria apresentarem elevado risco de desenvolver dengue grave (HALSTEAD, 1988;
SIMMONS et al., 2012).

Todavia, outros mecanismos para o desenvolvimento de dengue grave tém sido
propostos como: anticorpos contra o virus ou complexos antigeno-anticorpo podem ativar
a cascata do complemento e esta ativacdo se relaciona temporariamente ao
extravasamento plasmatico; alguns anticorpos especificos contra o virus podem
apresentar reacdo cruzada com proteinas do hospedeiro, o que pode ativar a cascata da
coagulacao e alterar a funcéo endotelial; estudos de caso-controle de associacdo de genes
evidenciaram uma predisposicdo genética do hospedeiro para dengue grave; e arvores
evolucionérias do DENV indicam que gen6tipos virais especificos dentro de um sorotipo
estdo associados a maior ou menor gravidade da doenga (VERHAGEN; GROOT, 2014).

1.2.2 Vetor, ciclo bioldgico e transmissdo

A dengue esta presente em paises tropicais e subtropicais e € transmitida ao
homem por meio da picada de vetores hemat6fagos encontrados principalmente em areas
urbanas e semi-urbanas (MEDRONHO, 2006), sendo o Aedes aegypti 0 mais eficiente na
transmissdo da doenca, apesar da recente ampliacdo da area geografica de um vetor

secundario (Aedes albopticus) da Asia para a Africa, Américas e Europa (WHO, 2009b).



O Aedes aegypti tem cor escura, com patas e corpo rajados de branco e vive, em
média, 30 a 35 dias. A fémea deposita ovos em locais de dgua parada e preferencialmente
limpa, sendo que um ovo pode se manter viavel por até 450 dias (SILVA; SILVA, 1999;
TAUIL, 2002).

A transmisséo do DENV acontece por meio da picada da fémea do vetor no ciclo
ser humano — Aedes aegyti — ser humano, em que dois ciclos estdo presentes: um que
ocorre no ser humano (intrinseco) e outro que ocorre no mosquito (extrinseco). Apos um
repasto de sangue infectado, o virus vai se localizar nas glandulas salivares da fémea,
podendo o mosquito transmiti-lo depois de oito a 12 dias de incubacdo (BESERRA;
CASTRO JUNIOR, 2008; RIVERA; RODRIGUEZ, 2010).

O vetor tem um ciclo reprodutivo sensivel as variaces de temperatura, 0 que se
relaciona a influéncia sazonal da doenca nos meses mais quentes e Umidos. No Brasil,
apesar da incidéncia de casos diminuir quando a temperatura cai na segunda metade do
ano, nao héa interrupcao da cadeia de transmissdao (MEDEIRQOS et al., 2011). O periodo
de incubacdo da dengue varia de quatro a 10 dias (média de cinco a seis dias) e o periodo
de transmissibilidade intrinseco coincide com o periodo de viremia (um dia antes do
aparecimento da febre até o quinto dia da doenca) (BRASIL, 2019).

Outras vias de transmissdo néo vetorial s&o raras, mas foram relatadas na literatura
envolvendo a exposicdo mucocutanea, acidentes de laboratorio, transfusdo de sangue,
transplante de medula 6ssea, transplante de 6rgéos, transmisséao intraparto e perinatal. A
possibilidade de transmissdo por meio da amamentacdo também foi levantada
(ARRAGAIN et al., 2017; CHEN; WILSON, 2016).

1.2.3 Caracteristicas clinicas

O espectro clinico da doenca varia de infec¢do assintomatica (75% dos casos),
oligossintomatica até dengue grave com risco de morte. Trés fases clinicas podem
ocorrer. A primeira é a fase febril. Nesta, a febre tem inicio abrupto, é geralmente alta,
com duracéo de dois a sete dias, podendo ser acompanhada de cefaleia, dor retroorbitaria,
mialgias, artralgias, adinamia, nauseas, vomitos, diarreia pastosa ndo volumosa e
exantema maculo-papular, pruriginoso ou nao, presente em 50% dos casos (SIMMONS
etal., 2012; BRASIL, 2016, 2019).

Grande parte dos pacientes recupera-se gradativamente com melhora do estado

geral. Alguns pacientes podem apresentar a segunda fase conhecida como critica, entre o



terceiro e sétimo dia da doenca, onde ocorrem o declinio da febre e sinais de alarme
resultantes do aumento da permeabilidade vascular, como dor abdominal intensa e
continua, vomitos persistentes, acumulo de liquidos no terceiro espago/cavidades (ascite,
derrames pleural e/ou pericardico), hipotensdo postural e/ou lipotimia, hepatomegalia,
sangramento de mucosa, letargia e/ou irritabilidade e aumento progressivo do
hematdcrito. Nesta fase pode ocorrer a dengue grave com: desconforto respiratorio por
sindrome da angustia respiratoria, pneumonites ou sobrecargas de volume; sangramento
grave (hemorragia macica sem choque prolongado); ou sinais de disfuncdo organica
afetando o coracdo, os pulmdes, os rins, o figado e o sistema nervoso central. O choque
de répida instalagdo e curta duracdo pode ocorrer em geral entre o quarto e quinto dia da
doenca, sendo precedido pelos sinais de alarme citados (GUILARDE et al., 2008;
SIMMONS et al., 2012; BRASIL, 2016, 2019).

Sabe-se que os pacientes com evolugdo desfavoravel apresentam uma sindrome
de extravasamento vascular sistémica e transitoria (24 a 72 h) presente na fase de
defervescéncia, evidenciada por hemoconcentracdo, hipoproteinemia e derrames
cavitarios, podendo apresentar, além de manifestagdes hemorragicas, sinais de colapso
vascular periférico, choque e 6bito. Tal possibilidade contribui para a elevada carga que
a doenca acarreta aos sistemas de saude dos paises afetados (SIMMONS et al., 2012).

A terceira fase ou fase de recuperacdo se da nos pacientes que passaram pela fase
critica, havendo reabsorcdo gradual do conteldo extravazado com progressiva melhora
clinica. H& a normalizacdo do débito urinario e, nessa fase, pode surgir rash cutaneo com
ou sem prurido (SIMMONS et al., 2012; BRASIL, 2016).

Enquanto a maior parte das infec¢des pelo DENV permanece assintomatica, uma
pequena parcela de pacientes sintomaticos apresenta doenca grave. ldade precoce, sexo
feminino, indice de massa corporal elevado, fatores da cepa viral, variantes genéticas
humanas e reinfeccdo por diferentes sorotipos foram considerados fatores de risco para
dengue grave em estudos epidemioldgicos (BURKE et al., 1988; HALSTEAD, 1988;
RICO-HESSE et al., 1997; HUNG et al., 2005; ANDERS et al., 2011; KHOR et al.,
2012). Lactentes, pré-escolares e escolares com dengue grave apresentam letalidade mais
elevada do que adolescentes e adultos (HARRIS et al., 2000; GUZMAN et al., 2002).



1.2.4 Investigacgéo laboratorial

A investigacdo laboratorial ocorre por meio de exames inespecificos e especificos.
Aumento do hematocrito, reducao de plaguetas, elevacdo das transaminases e diminuicéo
da albumina sdo as alteracGes mais importantes a se pesquisar nos exames inespecificos
para diagnostico e acompanhamento dos pacientes suspeitos de dengue. Nos pacientes
em que ndo se detecta sinais de alarme, nem comorbidades, o hemograma pode ser
solicitado a critério médico. Naqueles com presenca de sangramento espontaneo ou
induzido pela prova do laco, ou de condicdes clinicas especiais/comorbidades como
menores de dois anos, gestantes, maiores de 65 anos, doengas cronicas associadas, doenga
acido peptica, hepatopatias e doengas autoimunes, a solicitacdo do hemograma €
obrigatéria. Nos doentes que apresentarem algum sinal de alarme ou sinais de choque,
sangramento grave ou disfuncdo grave de 6rgdos, o hemograma, as transaminases e a
albumina sérica devem ser solicitados o mais breve possivel (BRASIL, 2016).

O diagnostico especifico é feito por meio de métodos diretos: pesquisa de
isolamento viral, pesquisa de genoma do DENV por transcricdo reversa seguida de reacao
em cadeia da polimerase (RT-PCR) e pesquisa de antigeno NS1; e métodos indiretos:
pesquisa de anticorpos IgM por testes soroldgicos (ELISA), teste de neutralizacdo por
reducdo de placas (PRNT), inibicdo da hemaglutinacdo e estudo anatomopatoldgico
seguido de pesquisa de antigenos virais por imunohistoquimica. A pesquisa de IgM deve
ser feita apos o quinto dia do inicio dos sintomas. O isolamento viral, RT-PCR, NS1 e
estudo anatomopatoldgico seguido de pesquisa de antigenos virais devem ser realizados
até o quinto do inicio dos sintomas (SIMMONS et al., 2012; BRASIL, 2014, 2016, 2019).

Os anticorpos IgM anti-dengue desenvolvem-se rapidamente, em geral a partir do
quinto dia do inicio dos sintomas, atingindo niveis mais elevados por volta do sétimo ou
oitavo dia, podendo ser detectados por até 90 dias. Os niveis desse anticorpos sdo mais
baixos em infec¢des secundarias, sendo possivel, durante essa fase, a presenca de reacées
anti-lgM falso-negativas (FIGUEIREDO, 1999; GUZMAN; KOURI, 2004; BRASIL,
2014, 2016, 2019).

Os anticorpos 1gG especificos sdo observados a partir do quarto dia ap6s o inicio
dos sintomas, em niveis baixos, elevam-se gradualmente, atingem niveis mais altos em
duas semanas e mantém-se detectaveis por varios anos, conferindo imunidade contra o

tipo infectante, provavelmente por toda a vida. Em infec¢des secundarias, os niveis de



IgG se elevam rapidamente ja no inicio dos primeiros sintomas (FIGUEIREDO, 1999;
GUZMAN; KOURI, 2004; BRASIL, 2014, 2016).

Os testes sorologicos, no Brasil, sdo os métodos de escolha para a confirmagéo
laboratorial na rotina, pois tém facil reprodutibilidade, possuem especificidade e
sensibilidade razoaveis e o resultado pode ser obtido em poucas horas. Existem vérias
técnicas e dentre elas, a captura de IgM por ELISA é o mais comumente usado, pois
detecta infeccOes atuais ou recentes, além de fornecer, sobretudo quando solicitado apds
0 sexto dia do inicio dos sintomas, resultado presuntivo com uma Unica amostra de soro.
E um ensaio baseado na captura de anticorpos IgM humana em uma placa de
microtitulacdo, usando esses anticorpos seguido pela adicdo do antigeno viral especifico
(sorotipos 1 a 4) derivados da proteina do invélucro do virus. O ELISA IgG usado para a
deteccdo de uma infeccdo pregressa de dengue faz uso dos mesmos antigenos virais do
ELISA IgM (GUZMAN; KOURI, 1996; BHAT et al., 2015; BRASIL, 2016, 2019; CDC,
2016). Em razéo da semelhanca entre alguns sinais e sintomas de dengue, chikungunya e
Zika, recomenda-se, em caso de a suspeita principal ser dengue, que a testagem seja
iniciada, quando possivel, por métodos diretos e posteriormente indiretos. As amostras
negativas e/ou ndo reagentes aos métodos empregados deverdo ser testadas para Zika e
posteriormente para chikungunya. Em cenérios de cocirculacdo dessas arboviroses, faz-
se necessaria a investigacdo por métodos diretos para deteccdo desses virus. Em relacédo
ao diagndstico soroldgico, existe a possibilidade de reacao cruzada da IgM entre o DENV
e 0 ZIKV. Dessa forma, recomenda-se que as amostras sejam testadas em paralelo para
as duas doencas (BRASIL, 2019).

A deteccdo da NS1 do genoma viral tem sido ferramenta (til para o diagndstico
de infec¢des agudas de dengue (SHU et al., 2003). O antigeno NS1 pode ser detectado
precocemente no soro dos pacientes infectados (um dia apds o inicio dos sintomas).
Apresenta sensibilidade entre 70 e 90% e especificidade maior que 90% durante 0s
primeiros dias da febre, sendo encontrado tanto na infec¢do primaria, quanto na
secundaria (LIMA et al., 2010, 2011). Importante salientar que resultados negativos ndo
afastam a possibilidade de dengue. Esta disponivel em duas metodologias: NS1 teste
rapido (imunocromatografico) e NS1 ELISA (GUZMAN et al., 2010; BHAT et al., 2015;
BRASIL, 2016). A sensibilidade do NS1 ELISA foi de 85,6 a 95,9%, enquanto a
sensibilidade do NS1 teste rapido foi 71,9 a 79,1%, em estudo que utilizou amostras
séricas retrospectivas de pesquisas anteriores que abordaram as causas e a vigilancia de

doencas febris agudas no Peru, Equador e Honduras. Ainda nesse estudo, a sensibilidade



de ambos foi menor durante a investigacdo de infeccbes secundarias (PAL et al., 2014).
Embora tenha sido descrito que a deteccdo do antigeno NS1 do DENV néo apresenta
reacdo cruzada com o ZIKV (MUSSO; GUBLER, 2016; VAN MEER et al., 2017,
MATHEUS et al., 2016), Gyurech et al. (2016) relataram um teste do antigeno NS1 falso
positivo para dengue em um paciente com infeccédo aguda pelo ZIKV.

O isolamento viral € o método mais especifico (padrdo ouro) e permite a
identificacdo do sorotipo responsavel pela infeccdo utilizando-se a técnica de
imunofluorescéncia (IF) indireta, aplicando-se anticorpos monoclonais especifico para
cada sorotipo. Pode ser realizado em amostras de sangue, liquor e fragmentos de visceras.
A amostra deve ser coletada durante o periodo de viremia (BRASIL, 2014, 2016; BHAT
etal., 2015).

A deteccdo do genoma viral pelo método da RT-PCR ndo é usada na rotina
diagndstica, mas € importante para o diagnostico dos casos em que as técnicas de rotina
ndo foram suficientes para a definicdo diagnostica, sobretudo nos casos que evoluiram
para o 6bito (SHU et al., 2003). O método pode, também, ser realizado em amostras de
sangue, liquor e fragmentos de visceras, bem como em lotes de mosquitos vetores. As
elevadas sensibilidade e especificidade e a detecgdo de quantidades minimas de material
genético em amostras de paciente a fazem um método para diagnostico precoce de
infeccdo pelo DENV (BRASIL, 2014, 2016; BHAT et al., 2015). Pode-se também usar a
reacao de transcricdo reversa da cadeia de polimerase em tempo real (real time RT-PCR).
Este método permite, a partir da titulacdo do virus, quantificar o RNA viral em
aproximadamente uma hora e 30 minutos, usando pares de primers e sondas que sdo
especificas para cada sorotipo (CHAO; DAVIS; CHANG, 2007).

O diagnostico histopatoldgico seguido de pesquisa de antigenos virais por
imunohistoquimica é realizado em material (figado, baco, coragdo, linfonodos, rins e
cérebro) obtido apds o oObito do paciente. O diagnostico é presuntivo. A imuno-
histoquimica (IHQ) permite a deteccdo de antigenos virais em cortes de tecidos fixados
em formalina emblocados em parafina, corados pela fosfatase alcalina ou peroxidase
marcada com anticorpo especifico. Essa técnica € bastante sensivel e especifica, devendo
ser utilizada ap6s o diagndstico histologico presuntivo (GUZMAN; KOURI, 2004;
BRASIL, 2014, 2016; BHAT et al., 2015).



1.2.5 Dengue na infancia e adolescéncia: algumas especificidades

A dengue emergiu como um crescente problema de saude publica nos ultimos 50
anos, particularmente no Sudeste Asiatico, nas Américas Central e do Sul e na Africa
(BRADY et al., 2012). A maioria dos casos no mundo aconteceu em pessoas Com menos
de 15 anos (BHATTACHARYA et al., 2013). A doenca é responsavel por significativa
morbi-mortalidade em criangas que vivem ou visitam parentes ou amigos nestas regides
(VERHAGEN; GROOT, 2014).

Em criancas, além de existir imunidade permanente ap0s infeccdo por
determinado sorotipo, hd uma imunidade heterotipica transitéria pelos anticorpos
maternos até sete a oito meses ap6s o nascimento (CARROLL; TOOVEY; VAN
GOMPEL, 2007). Bebés nascidos de mées com imunidade estabelecida para 0 DENV
sdo um grupo especial de alto risco para a dengue grave e hospitalizacdo durante a
infeccdo priméria no primeiro ano de vida (HARRIS et al., 1999; JESSIE et al., 2004).
Assim como nos adultos, episodios de dengue grave na infancia sdo mais frequentes
durante a infeccdo secundaria (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

A doenca pode resultar da infeccdo por qualquer um dos quatro sorotipos e o
quadro clinico pode variar de uma sindrome febril cléssica viral leve, com sinais e
sintomas inespecificos (adinamia, sonoléncia, hiporexia, voémitos e diarreia) a sindrome
do choque da dengue potencialmente fatal (BRASIL, 2016). Ainda que a febre alta
frequentemente esteja presente nas criangas com dengue, elas habitualmente sdo menos
sintomaéticas do que os adultos na fase febril da doenca (VERHAGEN; GROOT, 2014).
O quadro grave nas criangas pode ser identificado como a primeira manifestacéo clinica,
sendo mais subito do que nos adultos, nos quais os sinais de alarme sdo mais facilmente
observados (SIMMONS et al., 2012; BRASIL, 2016). Extravasamento plasmatico e
choque sdo mais frequentes e graves na infancia, enquanto manifestacdes hemorragicas e
disfuncdo orgénica sdo mais frequentes em adultos (VERHAGEN; GROOT, 2014).
Hemorragia clinicamente significativa na fase critica da doenca em criangas geralmente
ocorre associada a choque profundo e prolongado (SIMMONS et al., 2012).

O risco de dengue com sinais de alerta e dengue grave varia com a idade, sendo
0s quadros graves mais frequentes em lactentes e pré-escolares/escolares quando
comparados a adolescentes e adultos. Além disso, sabe-se que a letalidade nas criangas
mais jovens com dengue grave é mais elevada do que nos adultos (HAMMOND et al.,
2005).
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Em criangas/adolescentes, a investigacdo laboratorial é realizada com os mesmos
exames dos adultos e o manejo clinico segue 0s mesmos principios terapéuticos ja
descritos para os doentes mais velhos (SIMMONS et al., 2012; VERHAGEN; GROOT,
2014; BRASIL, 2016).

1.2.6 Aspectos epidemioldgicos

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos, a dengue é a doenca viral transmitida
por mosquito que se espalha mais rapidamente no mundo (GUZMAN; HARRIS, 2015) e
representa grande preocupacéo internacional de saude publica (PEREZ et al., 2019). Ela
é endémica em mais de 100 paises no Sudeste da Asia, Américas, Pacifico Ocidental,
Africa e regides do Mediterraneo Oriental (GUZMAN; HARRIS, 2015). Estima-se que
em torno de dois bilhdes e 500 milhdes de pessoas vivam em paises onde a dengue €
endémica (STANAWAY et al., 2016). Acredita-se que ha, por ano, em torno de 390
milhdes de infecgdes, 96 milhdes de casos sintomaticos, com 500 mil hospitalizacdes e
20 mil obitos (SHEPARD et al., 2004; WHO, 2012; BHATT et al., 2013). Houve nos
ultimos 50 anos um acréscimo de 30% na incidéncia da doenca, com aumento em sua
transmiss&o em paises da Africa, Asia, Américas e Europa, 0 que a tornou uma pandemia
(WHO, 2012; GUZMAN; HARRIS, 2015).

O impacto econdmico da dengue nas Américas é estimado, em média, em 2,1
bilhGes de ddlares por ano (SHEPARD et al., 2011). Os paises das Américas, por suas
caracteristicas ambientais e socioeconémicas, apresentam elevada vulnerabilidade para a
trasnsmissdo de dengue (GUBLER, 2011; COELHO, 2012). Todavia, entre as décadas
de 1950 e 1960, esses paises estiveram livres da presenca da doenca devido uma
campanha continental de erradicacdo do Aedes aegypti promovida pela Organizacao Pan-
Americana da Saude (OPAS) (SCHNEIDER; DROLL, 2001). Porém, mesmo havendo
répido crescimento populacional e acelerada urbanizacdo descontrolada, os esforcos de
controle do vetor ndo foram mantidos. Houve entdo a reinfestacdo do vetor e a
reemergéncia da doenca, que ocorreu nas Américas nas decadas de 1960 e 1970. Ja os
primeiros casos de febre hemorragica do dengue (FHD) surgiram na década de 1980
(WILSON; CHEN, 2002; GUZMAN; KOURI, 2003). Houve tendéncia crescente na
incidéncia da doencga nos altimos 30 anos, incluindo as formas graves e obitos, sendo
notificados 343.771 casos graves e 57.665 obitos, com pelo menos 80% deles ocorrendo

nos ultimos dez anos. Apesar dos quadros graves ocorrerem na maior parte dos paises da
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regido, pelo menos 90% aconteceram no México, Coldmbia, Brasil, Venezuela e
Honduras (SAN MARTIN et al., 2010; OPAS, 2013). A tendéncia crescente dentro das
Ameéricas continuou nos ultimos anos, com casos de dengue registrados, aumentando de
857.534 casos em 2008 para 2,3 milhGes durante 2016, sendo notificadas 1.032 mortes
relacionadas a dengue. Todavia, houve reducao desse numero, chegando a 580.640 casos
notificados em 2017, com 317 dbitos e 561.351 em 2018, com 340 6bitos (PAHO, 2017).
Até novembro de 2019, 2.733.635 casos foram notificados, com 1.206 o6bitos (PAHO,
2019).

Durante aproximadamente 60 anos (1923 a 1980) n&o houve registros de casos de
dengue no territorio brasileiro (TAUIL, 2001). Em 1981/82, houve a primeira epidemia
de dengue documentada no Brasil (OSANAI, 1984). A doenca passou a ocorrer de forma
endémica desde 1986, com a introducdo do DENV1. Os casos da doenca, que
inicialmente foram observados em grandes centros urbanos, passaram a ser registrados
em todas as regides ao longo das duas décadas seguintes, afetando municipios de todos
o0s portes populacionais. Entre janeiro de 2000 e dezembro de 2018, foram registrados
mais de 11 milhdes e 500 mil casos provaveis da doenga no pais, com a ocorréncia de
picos de transmissdo nos anos de 2002, 2008, 2010, 2013, 2015 e 2016 (Figura 1). Nesse
periodo, também foram registrados 116 mil casos graves e cinco mil Obitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

O padréo clinico inicial observado foi de ocorréncia de casos de dengue classica
afetando adultos jovens. Com a introdugéo do DENV2 em 1990, foram observados casos
de FHD, ainda em adultos, mas com uma frequéncia baixa de ocorréncia durante toda
essa década (TEIXEIRA et al., 2013). Com a introducdo do DENV3, em 2002, houve um
aumento no numero de casos graves e hospitalizacdo pela doenca, sinalizando um novo

cenario epidemioldgico da doenca (Figura 1).
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Figura 1. Casos provaveis e hospitalizages por dengue. Brasil, 1986-2019
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Fonte: Sinan/SVS/MS e SIH/SUS/MS. *Dados atualizados em outubro de 2019.

Essa tendéncia de aumento na transmissdo e na ocorréncia de casos graves se
manteve durante toda a década de 2000, com a migracao de casos graves para criangas
durante um novo ciclo de transmissdo do DENV2, entre os anos de 2007 e 2009,
ocorrendo mais de 25% dos Obitos em criangas. Em 2007, aproximadamente 41% das
hospitalizacGes relacionadas a doenca ocorreram em criangas com idade inferior a 15 anos
(TEIXEIRA et al., 2013).

A partir de 2010, um novo ciclo de transmissdo do DENV1 foi observado, com
um aumento no namero de casos graves entre a populacdo com idade superior a 60 anos.
Esse padrdo se manteve durante o ano de 2013, quando foi observada uma marcante
epidemia de dengue no pais (DENV1/4), com mais de 1,4 milh&o de casos provaveis. Em
2015 e 2016, houve aumento da incidéncia em todas as faixas etarias, no entanto, foi
observado um aumento do nimero de casos novos entre adolescentes e adultos jovens.
Todavia um grupo de experts sugeriu que essa elevacdo da incidéncia em 2016 fosse
analisada com cautela devido a possibilidade de casos de chikungunya e de Zika terem
sidos classificados erroneamente como dengue (PEREZ et al., 2019).

Em 2017 e 2018, houve acentuada reducdo dos casos notificados de dengue nas
Américas. Entre 2016 e 2017, no Brasil, 0 nimero de casos de dengue caiu de 1.500.535
para 252.054, o que representou uma reducdo de 83%, além de ocorrer a presenca de
DENV 2 em diversos estados. Foram levantadas as hipoteses de que a imunidade cruzada
entre a infeccdo por dengue e Zika e 0 aumento das atividades de controle do vetor podem
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ter tido 0 maior peso na reducdo do nimero de casos da dengue nesses locais (PEREZ et
al., 2019). Em 2019, o numero aumentou para 1.527.119 casos notificados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

No estado de Goias, a dengue foi registrada laboratorialmente em 1994 a partir da
introducdo do DENV1, quando ocorreu a primeira epidemia da doenca na regido. Houve
notificacdo de aproximadamente 3.500 casos de dengue cléssico, sendo 98% dos casos
registrados em Goiania (MACIEL, 1999). O DENV1 permaneceu como 0 Unico sorotipo
detectado até 1997, ocasido em que foi isolado o DENV2 (FERES et al., 2006). Casos de
dengue grave foram registrados a partir da introdugdo desse sorotipo, o que foi
concordante com os dados relatados no Brasil que associaram casos com maior gravidade
a infeccdo por este sorotipo quatro anos depois da primeira epidemia por DENV1
(NOGUEIRA et al., 1991; ZAGNE et al., 1994).

A dengue tornou-se endémica na regido, com picos epidémicos nos meses de
janeiro a marco, estabelecendo um padrdo de sazonalidade no periodo das chuvas, tal
como é observado em outras regides do Brasil (SIQUEIRA et al., 2004). Em janeiro de
2002, houve a introducdo do DENV3 em Goias, durante a epidemia ocorrida em Goiania,
apesar do DENV1 haver predominado em 90,8% dos isolados. O DENV3 dispersou-se
rapidamente, sendo detectado simultaneamente em outros municipios do estado,
tornando-se predominante com 78,2% dos isolados no ano de 2003, em substituicdo ao
DENV1 (FERES et al., 2006).

No periodo de 2003 a 2007, observou-se a intensificacdo da interiorizacdo da
dengue em Goiés associado ao aumento do nimero de casos notificados, de casos graves
e Obitos no estado (MACIEL; SIQUEIRA JUNIOR; MARTELLI, 2009). Em 2008, foram
notificados em Goias cerca de 70% do total de casos registrados no Centro-Oeste, mas
em 2009 observou-se uma reducdo de 2% das notificacdes de dengue (n=50.087) neste
estado (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Ao longo de 2009, houve nova mudanca no
sorotipo predominante, com recirculacdo do DENV1, existindo nova epidemia em 2010.
No ano de 2011, ocorreram 0s primeiros casos de dengue pelo DENV4 e em 2013
aconteceu uma grande epidemia de dengue no estado com quase 164 mil casos notificados
e 65 obitos confirmados (TEIXEIRA et al., 2013). Nos anos de 2010 a 2014, o estado
registrou 472.186 casos suspeitos de dengue com 367 obitos. Em 2015 e 2016, foram
notificados, respectivamente, 189.421 e 128.429 casos em Goias (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014, 2018b; BRASIL, 2019). O nGmero de casos notificados nesse estado
reduziu para 63.484 em 2017 e 86.454 em 2018, havendo predominio do DENV?2 a partir
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de 2017 (MINISTERIO DA SAUDE, 2018b). Em 2019, houve aumento do ndmero de
casos notificados para 150.694, mantendo o DENV2 (98,2%) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

A dengue surgiu em Goiania em 1994, com uma epidemia causada pelo DENV1.
Em 1999, ocorreu a introdu¢do do DENV2, em circulagdo concomitante ao DENV1, e
foi detectado um aumento dos casos mais graves e do nimero de hospitalizacbes
(SIQUEIRA-JUNIOR et al., 2004). Em 2002, ocorreu a introducdo do DENV3, que
circulou como o sorotipo predominante até 2007 (FERES et al., 2006).

A partir da década de 2000, foi observado um aumento da frequéncia da doenca,
com a ocorréncia de grandes epidemias nos anos de 2002, 2008, 2009, 2010, 2013, 2015
e 2016, refletindo a alternancia entre os sorotipos predominantes do DENV (GOIANIA,
2017). Em 2002, na epidemia em Goiania, aproximadamente 17 mil casos e trés dbitos
foram registrados. Na epidemia de 2008, houve circulagdo do DENV 1, 2 e 3 e aumento
consideravel no nimero de casos graves. Foram notificados aproximadamente 23 mil
casos suspeitos, 120 casos de FHD confirmados e 24 ¢bitos. Em 2009, houve epidemia
novamente, com quase 30 mil casos e 22 ébitos. Em 2010, o nimero de casos notificados
aumentou cerca de 50% em comparacao a 2009, com registro de mais de 44 mil casos e
21 6bitos confirmados (GOIANIA, 2016).

Entre 2003 e 2018, em Goiania, foram registrados aproximadamente 335 mil
casos provaveis da doenca. Em 2015, ocorreu a maior epidemia registrada até entdo e
Goiania esteve entre 0s municipios brasileiros com maior nimero de registro de casos
provaveis (n=80.494), com incidéncia atingindo 5,49 mil casos por 100 mil habitantes,
com a ocorréncia de 38 dbitos. Nesse ano, houve circulacdo dos sorotipos DENV1
(80,9%), DENV4 (18,7%) e um caso de DENV?2 (0,4%) (GOIANIA, 2016; 2017). Em
2016, houve também epidemia com registro de 62.920 casos suspeitos, incidéncia de 4,34
mil casos para cada 100 mil habitantes, com a ocorréncia de 19 obitos e presenca dos
sorotipos 1, 2 e 4. Assim como nas Américas, no Brasil e em Goias, houve reducéo nos
casos notificados (n=32.447 em 2017 e n=30.265 em 2018) e incidéncia (2,2 mil casos
em 2017 e 2 mil casos em 2018 para cada 100 mil habitantes) de dengue em Goiania, mas
0 numero de 6bitos devidos a doencga (n=19 em 2017 e n=21 em 2018) foi semelhante ao
de 2016. Os sorotipos presentes em 2017 e 2018 foram 0 1, 2 e 4, ocorrendo o predominio
do 2 a partir de 2017 (GOIANIA, 2019b).

No periodo em que aconteceu 0 seguimento desse estudo, o total de casos

provaveis de dengue registrados no municipio de Goiania foi de 208.066, sendo que 66%
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desse total foi registrado nos anos de 2015 e 2016. Uma marcada reducdo na circulagéo
do DENYV foi observada em 2017 e 2018, seguindo 0 mesmo padrdo observado no Brasil
como um todo. Em 2019, a circulacdo do DENV até o més de abril foi superior aos dois
anos anteriores. Até dezembro de 2019, foram notificados 35.528 casos suspeitos de
dengue, com 14 6bitos (GOIANIA, 2019b).

O total de casos hospitalizados por suspeita clinica de dengue no municipio de
Goianiaregistrados no Sistema de Informacdes Hospitalares foi de 6.019 casos entre 2015
e marco de 2019, dois quais 50% ocorreram no ano de 2015. Desde 2016, ocorreu uma
reducdo no total de hospitalizagGes por dengue no municipio. Dos casos hospitalizados,
em torno 15% foram registrados em menores de 15 anos de idade (GOIANIA, 2019a).

1.3 ZIKA

As infeccBes por ZIKV passaram a ser uma preocupacao internacional devido seu
potencial em causar microcefalia e outras anormalidades do desenvolvimento
neurolégico que ocorrem como consequéncia das infeccBes maternas (SIKKA et al.,
2016).

1.3.1 Vetor, transmissao, etiologia e aspectos viroldgicos

A Zika esta presente em paises tropicais e subtropicais e € transmitida ao homem
por meio da picada do Aedes aegypti, 0 mais importante vetor envolvido na transmissao
nas Américas. O Aedes albopticus, outro vetor capaz de transmitir a doenca, esta presente
em latitudes tropicais e temperadas, mas ndo foi associado a transmissdo da Zika nas
Américas (MARCHETTE; GARCIA; RUDNICK, 1969; BRASIL, 2019).

O ZIKV pertence ao género Flavivirus e familia Flaviviridae (KUNO et al.,
1998). Seu genona € RNA, de fita simples, polaridade positiva e tamanho aproximado de
11 kilobases (BARONTI et al., 2014). Foram mencionadas trés linhagens do virus: o da
Africa do Leste, o da Africa do Oeste e 0 Asiatico (LANCIOTT] et al., 2008).

Em se tratando dos aspectos virologicos envolvidos na patogenia da Zika, o virion
é a particula viral infecciosa que possui: uma membrana lipidica externa na qual estdo
incorporados a proteina do envelope viral (E), uma proteina da membrana (M) e um
nucleocapsideo icosaédrico. Esse Gltimo é composto pela proteina capsideo (C) e um
genoma consistindo em uma Unica fita de RNA de sentido positivo que serve tanto como

genoma quanto RNA mensageiro.
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O virion se liga a um receptor na célula alvo da infeccéo através da proteina E e é
trazido para a célula por um processo chamado endocitose mediada por clatrina, que faz
com que o envelope seja removido, 0 nucleocapsideo seja rompido e 0 genoma liberado
no citoplasma. O genoma ¢é traduzido pelo aparato de traducao da célula hospedeira em
uma unica poliproteina que é clivada proteoliticamente nas proteinas virais individuais:
PreM, C e proteinas ndo estruturais NS1 a NS5. Algumas dessas proteinas formam a
maquinaria de replicacdo do RNA, o que causa a producdo de mais genomas usando a
copia de RNA de sentido negativo do genoma viral como um modelo. Os genomas sdo
entdo reunidos em nucleocapsideos por interacdo com a proteina capsidial e 0s
nucleocapsideos se tornam envolvidos durante o processo de brotamento que os libera da
célula como virions infecciosos. A proteina E interage com receptores presentes no
mosquito e em células de mamiferos, e usa sua maquinaria celular para entrar nas células,
produzir proteinas virais e RNA, seguido pela geragdo de novos virions (SIKKA et al.,
2016).

Quando uma fémea do vetor infectada se alimenta de sangue e injeta os virions na
pele de um ser humano, ocorre a infeccéo de células na derme e epiderme (queratindcitos,
fibroblastos e células dendriticas imaturas). O virus entdo se espalha para os linfonodos,
onde uma reacdo imunoldgica é iniciada ao mesmo tempo em que o virus se replica e
causa viremia (HAMEL et al., 2015; GORSHKOV et al., 2019; NOORBAKHSH et al.,
2019).

Outras vias de transmissdo menos frequentes que a vetorial foram relatadas tais
como contato sexual, exposicdo percutanea em acidentes de laboratério, transfusdo de
sangue e perinatal (CHEN; WILSON, 2016). Até o presente momento ndo se conhece 0
tempo de duracdo da imunidade conferida pela infeccdo natural do ZIKV (BRASIL,
2019).

1.3.2 Caracteristicas clinicas

Os sintomas e sinais da infeccdo por ZIKV geralmente ocorrem trés a 12 dias apds
a picada do mosquito vetor e desaparecem dentro de dois a sete dias. Embora a infec¢do
assintomatica seja comum, estudos recentes evidenciaram que mais de 50% dos humanos
infectados com ZIKV tornam-se sintomaticos com o inicio agudo de erupcéo
maculopapular, febre baixa ou mesmo ausente, conjuntivite ndo purulenta, artralgia,

cefaleia, mialgia e prurido. A doenga é geralmente leve e dura até uma semana
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(BHARUCHA; BREUER, 2016; SIKKA et al., 2016; BRASIL, 2019). Complicac6es
como Sindrome de Guillain-Barré e meningoencefalite podem estar associadas a infeccéo
pelo ZIKV (BRASIL, 2019; LIU et al., 2017). A diferenciacdo clinico-laboratorial da

dengue e Zika esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Diferenciacdo dos sinais e sintomas e laboratorial descrita no Guia de
Vigilancia Epidemioldgica, Brasil, 2019
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Sinais / Sintomas / Exames

Inespecificos Dengue Zlka
Febre (duracdo) Alta (4 a 7 dias) Baixa ou ausente (1 a 2 dias)
Rash cutaneo (frequéncia) A partir 4° dia 1° ou 2° dia
(30 a 50% dos casos) (90 a 100% dos casos)

Mialgia (frequéncia) +++ ++
Artralgia (frequéncia) + ++

(intensidade) Leve Leve/moderada
Edema articular Raro Frequente e de leve intensidade
Hiperemia conjuntival Raro 50 a 90% casos
Cefaleia ++ +
Hipertrofia ganglionar + +++
Discrasia hemorragica ++ Ausente
Risco de morte A e Raro (complicacgdes neurologicas)
Acometimento neurolégico + +++
Leucopenia +++ +++
Linfopenia Incomum Incomum
Trombocitopenia A e +

Fonte: Ministério da Saude, 2019.
1.3.3 Investigacao laboratorial

Dependendo dos objetivos da investigacao, o diagnostico de infeccao pelo ZIKV
pode ser realizado por meio de:
a) Isolamento viral: nos seres humanos, o virus pode ser isolado em amostras de

sangue, urina, saliva e sémen.



b) Detecc¢do de antigeno: a técnica de IHQ tem sido usada para detectar o antigeno
do ZIKV em tecidos cerebrais e placentarios de recém-nascidos congenitamente
infectados com microcefalia e abortos espontaneos. Identificacdo da proteina NS3 por
citometria de fluxo em sangue total, ensaio ELISA baseado em aptamero para
direcionamento da proteina NS1, ELISA competitivo baseado em proteina NS1, NS1
testes rapidos baseados em proteinas sdo exemplos de novos ensaios para deteccdo de
antigenos do ZIKV.

c) Testes moleculares: A PCR ¢ altamente sensivel e especifica e é conhecida
como o “padrdo ouro” para o diagnostico do ZIKV, que deve ser realizada no soro na
primeira semana apos o inicio dos sintomas. Existem evidéncias sobre a vantagem da
urina para deteccdo do RNA devido a longa duracdo da excrecdo viral nesse material
facilmente coletavel.

d) Testes soroldgicos: A deteccdo de anticorpos (anti-ZIKV) pode ser realizada
por diferentes testes soroldgicos, incluindo fixacdo de complemento, inibicdo de
hemaglutinacdo, ensaio de IF, ELISA e testes de neutralizacdo. O anticorpo IgM anti-
ZIKV se desenvolve na primeira semana apos o inicio dos sintomas e é detectavel do
quinto ao décimo dia da doenca. O anticorpo IgG anti-ZIKV aumenta poucos dias apés a
IgM e é rastredvel por meses a anos (BHARUCHA,; BREUER, 2016; SIKKA et al., 2016;
BRASIL, 2019; NOORBAKHSH et al., 2019).

Os resultados dos testes de deteccdo de IgM devem ser interpretados com cautela
por causa da reatividade cruzada com outros virus, tais como dengue e febre amarela.
Caso necessario, resultados positivos ou ambiguos podem ser confirmados por testes
soroldgicos de neutralizacdo por reducéo de placas (PRNT) (BRASIL, 2019).

1.3.4 Aspectos epidemioldgicos

Sendo o primeiro caso de Zika registrado em seres humanos na Nigéria em 1954
(MACNAMARA, 1954), a presenca do virus se restringiu a um cinturdo equatorial
estreito de regides da Africa e da Asia (FAUCI; MORENS, 2016). Em 2007, epidemias
ocorreram em ilhas do pacifico, com inicio em Yap, na Micronésia, quando, num periodo
de trés meses, aproximadamente trés quartos da populagéo foi infectada e um pouco mais
de 12% foram sintomaticas (LANCIOTTI et al., 2008). Em 2014, CAO-LORMEAU et
al. (2014) registraram uma grande epidemia da doenca eclodida em 2013 na Polinésia

Francesa e a partir dai 0 ZIKV se disseminou para paises da Oceania e, em 2014, chegou
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as Americas, provavelmente na Ilha de Pascoa — Chile (TOGNARELLI et al., 2016). No
Brasil, a cepa emergente foi da linhagem asiatica com caracteristicas semelhantes a da
Polinésia Francesa, sendo o primeiro caso reportado na regido Nordeste em 2014 (Natal-
RN) (ZANLUCA et al., 2015). E possivel que a introducéo do ZIKV tenha ocorrido no
ano de 2013, periodo em que ocorreu a Copa das Confederacoes (FARIA et al., 2016).
Em 2015, a presenga do ZIKV foi identificada em diversos estados da regido Nordeste
(FANTINATO et al.,, 2016). Em 2016, houve uma explosdo de casos suspeitos
notificados no Brasil, totalizando 216.207, sendo a maioria nas regides Sudeste
(n=92.937), Nordeste (n=75.338) e 34.173 Centro-Oeste (n=34.173) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018b). Ja em 2017, o nimero de casos suspeitos notificados no Brasil caiu
significativamente para 17.593, sendo a maioria na regido Centro-Oeste (n=6.258) e
Nordeste (n=5.232) (MINISTERIO DA SAUDE, 2018b). Em 2018 houve queda em
relacdo ao anterior, com 8.680 casos notificados com predominio no Sudeste (n=3.149) e
Nordeste (n=2.425). Até dezembro de 2019, houve notificagdo de 10.741 casos provaveis,
com predominio no Nordeste e Centro-Oeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Em Goias, o primeiro caso autoctone confirmado de ZIKV foi no municipio de
Santo Antonio do Descoberto em dezembro de 2015. Em 2016 foram notificados 10.477
casos suspeitos. Em 2017 esse nimero caiu para 3.947 casos e em 2018 para 988. Até
dezembro de 2019, houve 1050 casos notificados (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Em Goiania, em 2015, houve 53 casos suspeitos de ZIKV notificados e a primeira
confirmagdo aconteceu em dezembro do mesmo ano. Em 2016 ocorreu aumento
importante do nimero de casos suspeitos (n=8.530), seguido de queda significativa nos
anos seguintes: 2.771 casos em 2017 e 377 casos em 2018. Até dezembro, houve a
notificacdo de 313 casos suspeitos em 2019 (GOIANIA, 2019b).

1.3.5 Zika e microcefalia

No segundo semestre de 2015, foi percebido um aumento do nimero de casos de
microcefalia em Pernambuco - Brasil, sendo aventada a hipétese de que o quadro clinico
dos recém-nascidos com microcefalia era sugestivo de infeccdo congénita e as maes dos
mesmos relataram manifestagdes clinicas compativeis com a infeccdo pelo ZIKAV
(OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2016).

Estudo realizado por BESNARD et al. (2016) evidenciou casos de malformacdes

neuroldgicas graves, incluindo microcefalia, relacionados ao periodo da epidemia de
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ZIKV na Polinésia Francesa em 2013-14. Um estudo retrospectivo com dados da mesma
epidemia reforcou a hipotese da associa¢do do ZIKV e microcefalia, demonstrando que
o risco de malformac6es foi maior no primeiro trimestre de gestacéo, periodo de formagéo
do sistema nervoso (CAUCHEMEZ et al., 2016).

Outras pesquisas fortaleceram ainda mais a hip6tese de associagdo entre
malformacdes fetais/microcefalia e infec¢do pelo ZIKV durante a gestagédo (BRASIL et
al., 2016; CAUCHEMEZ et al., 2016). Em revisdo publicada por Rasmussen et al.
(2016), os pesquisadores concluiram que existia uma relacdo causal entre infeccao pré-
natal pelo virus Zika e microcefalia e outras anomalias cerebrais graves.

Por fim, um estudo de caso-controle realizado em oito hospitais publicos de
Recife-PE demonstrou que a epidemia de microcefalia era resultado da infeccdo

congeénita pelo ZIKV, existindo forte associago entre elas (ARAUJO et al., 2018).
1.4 VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DA DENGUE E ZIKA

O Sistema de Informacgéo de Agravos de Notificagdo (Sinan) foi implantado no
Brasil em 1990 e a partir de 1998 tornou-se obrigatdria a alimentacédo regular da base de
dados nacional pelos municipios, estados e Distrito Federal. A coleta e o processamento
dos casos notificados ocorrem em todo o territorio nacional, desde o nivel local, utilizando
dois formulérios padronizados, a Ficha Individual de Notificagdo (FIN) e a Ficha
Individual de Investigacao (FI1) que sdo digitadas nesse sistema. A FIN € preenchida para
cada paciente e encaminhada pelas unidades assistenciais aos servi¢os responsaveis pela
informac&o e/ou vigilancia epidemioldgica. A Fll é utilizada como roteiro de investigagdo
e seu preenchimento é feito pelos servigos municipais de vigilancia ou unidades de satde
capacitadas para a realizacdo da investigacdo epidemioldgica. A coleta dos dados do
sistema de vigilancia da dengue é feita de forma passiva, com a notificacdo espontanea
de dados ambulatoriais e hospitalares. A Fll da dengue é o instrumento usado para se
registrar os casos no Sinan (BRASIL, 2014).

Dentre os objetivos da vigilancia da dengue e Zika no Brasil, alguns se destacam:
a deteccdo precoce da ocorréncia dos casos; 0 monitoramento de casos graves de dengue,
de Zika em gestantes e casos de manifestacGes neurologicas possivelmente relacionados
a infecgdo prévia por esses arbovirus; a redugdo da ocorréncia de Obitos evitaveis
mediante a identificacdo dos seus possiveis determinantes; e a definicdo de estratégias

para aprimoramento da assisténcia aos casos (BRASIL, 2014, 2019).
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Por ser uma doenga de notificagdo compulséria, todo caso suspeito e/ou
confirmado de dengue deve ser comunicado ao Servigo de Vigilancia Epidemioldgica o
mais breve possivel. Esse servico, por sua vez, aciona a equipe de controle vetorial local
para a adocdo de medidas de combate ao vetor. O Gbito suspeito por dengue € um evento
de notificagcdo imediata (BRASIL, 2014, 2019).

A partir de 2014, o pais vem usando nova classificacdo para a definicdo de casos
de dengue:

a) Caso suspeito € aquele em que a pessoa resida em area onde se registram casos
de dengue, ou que tenha viajado nos ultimos 14 dias para area com ocorréncia de
transmisséo de dengue (ou presenca do vetor). Deve apresentar febre, usualmente entre
dois e sete dias, e duas ou mais manifestacfes: nauseas/vomitos, exantema,
mialgia/artralgia, cefaleia/dor retro-orbital, petéquias, prova do lago positiva e
leucopenia. Também pode ser considerado caso suspeito toda crianga proveniente de (ou
residente em) area de transmissdo de dengue, com quadro febril agudo e sem foco de
infeccdo aparente (WHO, 2009b; BRASIL, 2014, 2019).

b) Caso suspeito com sinais de alarme € todo caso de dengue que, no periodo de
defervescéncia da febre, apresenta um ou mais dos seguintes sinais de alarme: dor
abdominal intensa e continua, vémitos persistentes, acimulo de liquidos (ascite, derrames
pleural e/ou pericardico), hipotensdo postural e/ou lipotimia, hepatomegalia, sangramento
de mucosa ou outra hemorragia, letargia e/ou irritabilidade, queda abrupta de plaquetas e
aumento progressivo do hematécrito (WHO, 2009b; BRASIL, 2014, 2019).

c) Caso suspeito de dengue grave é todo caso de dengue que apresenta um ou
mais dos seguintes critérios: choque, sangramento grave e comprometimento grave de
orgaos (figado, sistema nervoso central, coracao, dentre outros) (WHO, 2009b; BRASIL,
2014, 2019).

d) Caso confirmado é todo caso de dengue confirmado laboratorialmente por
meio dos exames especificos (WHO, 2009b; BRASIL, 2014, 2019).

e) Obito é todo paciente que cumpra os critérios da defini¢ao de caso suspeito ou
confirmado que morreu como consequéncia de dengue (WHO, 2009b; BRASIL, 2014,
2019).

f) Caso descartado € todo caso suspeito de dengue que possui um ou mais dos
seguintes critérios: diagnostico laboratorial negativo (sorologia IgM), tenha diagndstico

laboratorial de outra entidade clinica, ou seja um caso sem exame laboratorial, cujas
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investigacdes clinica e epidemioldgica sdo compativeis outras doencas (WHO, 2009b;
BRASIL, 2014, 2019).

As definicbes de casos para Zika foram definidas pelo Ministério da Salde
(BRASIL, 2019):

a) Caso suspeito de Zika € o que apresente exantema maculopapular pruriginoso
acompanhado de um ou mais dos seguintes sinais ou sintomas: febre baixa, hiperemia
conjuntival sem secrecdo ou prurido, poliartralgia e edema periarticular.

b) Caso confirmado de Zika é todo caso suspeito confirmado laboratorialmente:
isolamento viral, deteccdo de RNA viral por RT-PCR e sorologia IgM.

c) Caso descartado de Zika é todo caso suspeito que possui um ou mais dos
seguintes critérios: sorologia IgM ndo reagente, diagnostico de outra enfermidade, RT-
PCR negativo, ou sem exame laboratorial, cuja investigacdo clinica e epidemioldgica seja
compativel com outras doencas.

A vigilancia epidemioldgica das arboviroses no mundo e no Brasil é de
fundamental importéncia, pois € o monitoramento da dindmica de transmissdo que orienta
a adocdo das medidas de controle e a organizacdo da assisténcia com o intuito de reduzir
a morbimortalidade por elas (COELHO et al., 2016; BRASIL, 2019). Todavia, mesmo
sendo doencas de notificacdo compulséria em muitos paises, a subnotificacdo de casos
oculta a verdadeira extensdo da carga dessas doencas (SARTI et al., 2016; BRASIL,
2019).

1.5 MEDIDAS DE CONTROLE DO VETOR

A OPAS lancou uma campanha de erradicacdo do Aedes aegypti nas décadas de
1950 e 1960, sobrevindo importante éxito em seu objetivo. O impacto inicial positivo
desta campanha criou uma falsa impressédo de que qualquer estratégia de controle do vetor
poderia resultar em éxito semelhante. O programa de erradicacéo foi entdo encerrado no
inicio da decada de 1970 e no fim da mesma houve reinfestacdo do Aedes em muitos
locais. O vetor foi reintroduzido no Brasil desde 1976 a partir da cidade de Salvador-BA
(TAUIL, 2001).

O controle de vetores continua sendo uma forma prioritaria de prevenir a
transmissdo, entretanto ndo existem medidas totalmente eficazes e sustentaveis neste

setor aptas a garantirem a protecio das comunidades afetadas (ARAUJO et al., 2015).
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Em artigos de revisdo, os métodos de controle de mosquitos ja disponiveis e outros
em desenvolvimento, foram descritos (BALDACCHINO et al., 2015; ZARA et al.,
2016):

a) Métodos ambientais: consistem principalmente na remocao ou inativacdo de
potenciais criadouros que incluem uma ampla gama de recipientes que armazenam a agua
que favorecerd a multiplicacdo do vetor. As campanhas para a conscientiza¢ao e educacao
popular para ajudar os cidaddos a eliminar pequenos recipientes de agua em suas
propriedades tornaram-se elementos basicos em programas de controle em todo o mundo.

b) Métodos mecénicos: envolvem a captura das fémeas gravidas dos mosquitos,
utilizando-se iscas de odor e a adigéo de larvicidas nos recipientes de multiplicacdo dos
vetores.

c) Métodos biologicos: consistem em infectar os vetores com micro-organismos
como fungos e bactérias, com objetivo de se reduzir a longevidade ou fecundidade dos
mesmos. Também se enquadra nesta categoria o uso de predadores de larvas de mosquitos
(exemplo: copépodes ciclopoides); e da Wolbachia pipientis, uma bactéria
endossimbidtica capaz de induzir incompatibilidade citoplasmatica no vetor.

d) Métodos quimicos: relacionam-se ao uso de reguladores de crescimento de
insetos usados como larvicidas (exemplo: piriproxifeno) e de piretroides usados como
adulticidas.

e) Métodos genéticos: vinculam-se a Técnica do Inseto Estéril, que se baseia na
liberacdo de grande nimero de machos estéreis, apos exposicao a radiacdo ou produtos
quimicos esterilizantes. Envolvem ainda a liberacdo de insetos carreando um gene letal
dominante e um método de interferéncia no RNA viral, em que a resposta imune do inseto
reconhece e degrada o RNA do virus.

As abordagens tradicionais de prevencao e controle da dengue foram herdadas de
programas verticais que almejavam a eliminacdo de criadouros em habitats domesticos
por meio de larvicidas e aplicacdo de inseticidas por nebulizacdo ultra baixo volume
(UBV) (ARAUJO et al., 2015).

A capacidade de controle do Aedes aegypti é limitada. A aplicacdo de larvicida
apresenta baixa cobertura nos criadouros (contéineres) e areas de risco, o que afeta o
controle de longo prazo em virtude da: presenca de um grande conjunto de criadouros em
qualquer ambiente urbano, da crescente relutancia dos residentes em aceitar 0 uso do
larvicida na agua potavel, do seu custo, do aumento do uso de recipientes descartaveis

para armazenamento de agua, e da frequéncia de domicilios fechados. O efeito da
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fumigacdo de inseticidas por UBV é de curta duracdo em virtude de uma penetracao
eficaz limitada nos locais de repouso do vetor e tem também uma curta duragdo com
relacdo a mortalidade da fémea adulta, uma vez que a populacdo adulta de mosquitos
retorna aos niveis de pré-tratamento em duas semanas. Mesmo com varias aplicagdes, 0
impacto sobre a incidéncia da doenca é minimo (GOMEZ-DANTES; WILLOQUET,
2009).

A incapacidade de reduzir de maneira eficiente a densidade do vetor levou ao
desenvolvimento de abordagens mais inovadoras e horizontais, como a participacdo da
comunidade, modificacdo de comportamento e promocao da salde. No entanto, essas
abordagens tiveram também impacto limitado no controle sustentavel do amplo espectro
dos criadouros em ambientes domésticos e peridomésticos de grandes areas urbanas
(GOMEZ-DANTES; WILLOQUET, 2009).

A dificuldade de controle do Aedes aegypti com os métodos tradicionais descritos
estimulou o desenvolvimento de novas estratégias. Outro método de controle do vetor foi
abordado por Hoffmann et al. (2011), que demonstraram que mosquitos portadores de
algumas cepas de Wolbachia, um endossimbionte encontrado em muitos insetos, que
posteriormente foram infectados pelo DENV, perderam sua capacidade de transmitir o
patdégeno e concluiram que estratégias baseadas no uso dessa bactéria poderiam ser
implantadas como abordagem pratica para o controle da dengue.

O interesse em Teécnicas dos Insetos Estéreis tem aumentado nos ultimos anos,
sendo as duas mais importantes a radiacdo e a transgenia, cujos objetivos séo liberar
vetores irradiados ou transgénicos, que se tornam incapazes de procriar adequadamente
ou produzir descendentes férteis (FERNANDEZ-SALAS et al., 2015). O primeiro ensaio
de campo envolvendo uma linhagem transgénica do vetor foi em Grand Cayman, em 2009
e 2010. A linhagem transgénica causou uma reducdo de 80% na populacdo de Aedes
aegypti selvagem na area testada quando comparada a area de controle (HARRIS et al.,
2012). Resultado semelhante foi encontrado em ensaios de campo realizados no Brasil
em 2011 (ARAUJO et al., 2015; CARVALHO et al., 2015). Estudo de modelagem sugere
que estratégias combinadas usando Técnicas dos Insetos Estéreis associadas a Wolbachia
podem ser mais eficazes do que outras utilizadas isoladamente. Ensaios de campo de larga
escala demonstraram a veracidade dessa informacao ao longo do tempo (ARAUJO et al.,
2015).

Como o controle do vetor ndo trouxe resultados sustentaveis e abrangentes, a

vacinacdo oferece perspectivas de melhores oportunidades e resultados duradouros.
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Entretanto, sua implantacdo em areas endémicas exige estratégias baseadas em evidéncias
que sejam préticas e viaveis para serem adotadas por programas de satde local e nacional
(AMARASINGHE; MAHONEY, 2011).

1.6 PERSPECTIVAS VACINAIS PARA DENGUE E ZIKA

O desenvolvimento de vacinas tetravalentes eficazes contra a dengue é uma
prioridade alta, especialmente em regides infestadas pelos mosquitos vetores da doenca
(PANG; MAK; GUBLER, 2017).

Em dezembro de 2015, houve o registro regulatorio de uma vacina tetravalente
CYD-TDV (Sanofi Pasteur) contra a dengue pela Anvisa no Brasil, sendo também
registrada no México, Paraguai, El Salvador e Filipinas, 0 que trouxe novas expectativas
para organizar uma estratégia mais eficiente e sustentavel de controle da doenca,
principalmente nos ambientes urbanos em crescimento. A vacina é aplicada na faixa etaria
entre nove e 45 anos (ANVISA, 2015). Foi demonstrado o perfil consistente de eficacia
e o perfil de seguranga de longo prazo em popula¢des com idade entre nove e 16 anos.
Em uma andlise agrupada de eficacia nesse grupo etario, a vacina demonstrou reduzir a
dengue causada pelos quatro sorotipos em dois tercos dos pacientes, além prevenir 93%
dos casos de dengue grave e oito em cada dez hospitalizacbes (HADINEGORO et al.,
2015). Em ensaio clinico randomizado realizado em 2011-2012, em cinco paises latino-
americanos onde a dengue é endémica, foi encontrada para essa vacina eficacia de 50,3%
para 0 DENV1, 42,3% para 0 DENV2, 74% para 0 DENV3 e 77,7% para 0 DENV4, além
de eficécia de 80,3% contra a hospitalizacdo devida & doenca (VILLAR et al., 2014).

Em 2018, a CYD-TDV foi licenciada para prevencdo da dengue em 20 paises
endémicos em todo o mundo. Porém, foi evidenciado que pessoas que receberam essa
vacina e que nao tinham sido previamente expostas ao DENV apresentaram maior risco
de dengue grave apo6s a vacinagdo (SRIDHAR et al., 2018). Em vista disso, em 2018, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicou que essa vacina fosse utilizada somente
em regides endémicas onde a soroprevaléncia da dengue é maior que 70% na populacéo
alvo, ndo sendo indicada para menores de nove anos (BOS; GADEA,; DESPRES, 2018).
Posteriormente, a OMS passou a recomendar um rastreamento pré-vacinal para pessoas
entre nove e 45 anos. Com essa estratégia, apenas pessoas com evidéncias de uma
infeccdo de dengue no passado podem ser vacinadas. Se a triagem pré-vacinal ndo for

viavel, a vacinagdo pode ser considerada em areas com documentacdo recente de taxas

26


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gadea%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30213255
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Despres%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30213255

de soroprevaléncia de pelo menos 80% aos nove anos de idade (WHO, 2018; TORRES,
2019). Em 2019, o Food and Drug Administration (FDA) também anunciou a aprovagdo
da CYD-TDV em pessoas com idades entre nove e 16 anos que vivem em areas
endémicas dessa arbovirose (FDA, 2019).

Outras duas vacinas de virus atenuados contra a dengue estdo em estudo. A
primeira é a vacina de dengue tetravalente (TDV) da Takeda, cujo ensaio clinico,
envolvendo cerca de 20 mil pessoas entre quatro e 16 anos de idade em paises da América
Latina e da Asia, encontra-se na fase trés, com previsao de término dessa fase até o final
de 2021. A outra foi desenvolvida pelo National Institute of Health (NIH), sendo
licenciada para o Instituto Butantan e encontra-se também na fase trés com previséo de
término para 2022 ( BOS; GADEA; DESPRES, 2018; PROMPETCHARA et al., 2019).

Para a infeccdo pelo ZIKV, vaérios ensaios clinicos de vacinas envolvendo DNA
ou virus inativados purificados se encontram na fase um e essas se mostraram seguras e
bem toleradas no pequeno numero de voluntérios e todas induziram anticorpos
neutralizantes. Esses resultados sugerem que uma vacina contra Zika pode ser
desenvolvida, mas é preciso aguardar os resultados das proximas fases dos ensaios
clinicos para se confirmar a viabilidade desse desenvolvimento e quais serdo as melhores
candidatas ao éxito vacinal (BARRETT, 2018).

1.7 DENGUE/ZIKA: ESTUDOS DE COORTE: PROPORCAO DE CASOS
ASSINTOMATICOS E POTENCIAL DE AVALIACAO CLINICA

Estudos prospectivos tém o potencial de:

a) Determinar a incidéncia de doenca dentro de uma coorte definida e determinar
o risco relativo, analise dos fatores de risco de gravidade da doenca e a diversidade
espacial e temporal da transmissdo do DENV para cada sorotipo especifico.

b) Examinar o impacto da variacdo ano-a-ano na incidéncia da dengue, na
gravidade da doenca e na transmisséo especifica por sorotipo.

c) Analisar a carga total da doenca a fim de determinar o 6nus econdémico da
infeccdo por DENV, informagdes essenciais para que 0s paises possam avaliar as
prioridades de salde e 0s recursos necessarios para o0 controle de vetores e na
determinacéo do custo-efetividade de uma vacina DENV para prevenir infecgao.

d) Fornecer informag0es aos desenvolvedores de vacinas para dengue sobre sua
incidéncia para a estimativa do tamanho da amostra para ensaios vacinais e para a
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determinacéo da transmissdo espacial e temporal de diferentes sorotipos de DENV para
a eficécia da vacina especifica para cada sorotipo.

e) Desenvolver infraestrutura do local de campo e a conscientizacdo da
comunidade necessaria para realizar a fase 11l de estudos de eficacia da vacina contra a
dengue

f) Determinar o espectro dos desfechos clinicos: infec¢cdo assintomatica, doenca
sem complicacgdes a doenca grave hospitalizada (ENDY; YOON; MAMMEN, 2010).

A infeccdo assintomatica de dengue é definida como infeccdo pelo DENV que
ndo resulta em manifestacdes clinicas, ou que é leve e ndo esta associada a uma visita a
um profissional de saude ou que ndo se associa a uma auséncia na escola ou no trabalho
devido a doenga. A infecgdo inaparente é aquela ndo detectada pelo sistema de vigilancia.
(ENDY et al., 2011). Como a maior parte das infec¢bes por dengue € assintomatica,
inaparente ou se apresenta como febre indiferenciada de etiologia desconhecida, 0s
sistemas de vigilancia com base na monitoracdo e notificacdo de casos sintomaticos tém
baixa sensibilidade e sdo incapazes de detectar transmissdo baixa ou esporédica
(MEDEIROS et al., 2011). Diversos estudos demonstraram grandes lacunas entre o
nimero de casos detectados e o numero de casos ocorridos em uma epidemia em
particular. E interessante notar que as infeccdes inaparentes ou casos assintomaticos estao
longe de ser um fendmeno fixo nas populagdes e as evidéncias sugerem que existe uma
grande variacdo dentro das mesmas populacGes, areas geograficas especificas e em
diferentes periodos epidemiol6gicos nas mesmas areas (SARTI et al., 2016) (Tabela 2).

Assim, essas infec¢des subclinicas por dengue néo sao detectadas pelos programas
de vigilancia que usam a notificacdo passiva feita quando os doentes procuram
atendimento nos servicos de satde. A maioria das infeccGes pelo DENV em criancas sdo
inaparentes ou se apresentam como quadros febris indiferenciados (VERHAGEN;
GROOT, 2014). A determinagdo da incidéncia dessas infecgdes inaparentes requer
estudos prospectivos detalhados em populagbes de areas endémicas onde é possivel
detecta-las em participantes sem doenca clinica durante o tempo de soroconverséo por
meio de sorologias sequencias para a dengue. Estudos de seguimento também sao
importantes instrumentos para 0 conhecimento da histéria natural das doencas,
notadamente nas emergentes como a Zika, no contexto epidemiolégico brasileiro.
(ENDY et al., 2011, GARCIA, 2018).
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Tabela 2. Proporcdo de infecgGes inaparentes e casos assintomaticos

29

Local e periodo

Autores

Populagéo alvo

Assintomatico/inaparente (%)

Manéagua, Nicaragua

Porto Rico

Tailandia

Nicaragua
2008-2009

Sudeste da Asia/ América
Latina (DENFRAME)
2009-2010

Bangkok, Tailandia
1980-1981

Managua, Nicaragua
2004-2008

Java Ocidental, Indonésia
2000-2002

Kamphaeng Phet Study |
(KPSI)

1998-2002

Kamphaeng Phet Study |1
(KPSII) 2004-2008

Harris et al. (2000)

Meltzer et al. (1998)

Sirivichayakul et al. (2012

Gutierrez et al. (2011)

Dussart et al. (2012)

Burke et al. (1988)

Balmaseda et al. (2010)

Porter et al. (PORTER et al.,
2005)

Endy et al. (2002);

Endy, Yoon, Mammen (2010);

Endy et al. (2011)

Mammen et al. (2008)

<14 anos

Pediatrica e adulta

Idade escolar, 3 a 14 anos
Criancas entre 6 meses e 14

anos de idade com suspeita
de dengue

Casos com febre (>2 anos) e
membros da mesma
residéncia

Idade escolar, 4 a 16 anos

ldade escolar, 2 a 9 anos

Adultos, 18 a 66 anos

Criancas de escola primaria

Criancas de escola primaria

28 vezes mais casos de infec¢Bes sintomaticas pelo DENV do que 0s casos
notificados; subnotificagdo foi maior entre grupos etarios mais velhos.

Ocorréncia 10 a 27 vezes maior de casos pelo DENV do que o nimero
efetivamente notificado.

49% a 87% das criancas tailandesas eram assintomaéticas.

Predominédncia do DENV3; razdo entre infeccdo sintomética e infec¢do inaparente
(S:1) de 1:9,5.

45% em membros da mesma residéncia

Raz&o entre infecgdo S:1 de 1:8

A razdo entre as infecc¢Bes S:1 foi de 1:18 durante o primeiro ano do estudo e 1:3
durante o quarto ano do estudo

A razdo S:| foi de 1:3.
A razdo S:I geral foi de 1:0,9. Algumas escolas apresentaram uma razdo S:l de 2:1
em um ano e outra escola apresentou uma razéo S:I de 1:9 em outro ano.

66% inaparente; por ano, variou 68% (1998), 66,7% (1999), 81% (2000), 58%
(2001), 66% (2002).

Razdo S:1 de 1:3

Fonte: autoria propria.



2 JUSTIFICATIVA

A sazonalidade é uma singularidade das doencas infecciosas como as arboviroses,
DDA e IRAS e é determinada principalmente pelas caracteristicas da temperatura
ambiente, umidade relativa do ar e precipitacbes pluviométricas. A compreensdo
ampliada da sazonalidade dessas doencas é fundamental para a melhoria do diagnostico
e da organizacdo dos servigos de salde para implementacdo de estratégias de tratamento
e prevencao dessas doencas no pais (BARCELLOS et al., 2009; RUDAN et al., 2013).
Poucos estudos caracterizaram a ocorréncia clinica e sazonalidade desses eventos em
Goiania desde a introducdo do ZIKV no Brasil.

O controle de vetores continua sendo uma forma prioritaria de prevenir a
transmissdo da dengue, mas o sucesso alcancado por essa estratégia tem sido muito
limitado (ARAUJO et al., 2015). Frente a complexidade de fatores envolvidos na
transmissdo da dengue, é fundamental a compreensdo da dinamica de transmissédo e dos
determinantes da doenca para as futuras avaliagdes de impacto de novas tecnologias de
controle da doenca, incluindo o advento de vacinas (YOKSAN et al., 2009). Nessa
perspectiva, os estudos de coorte sdo apropriados para a compreensdo da dinamica de
transmissdo de dengue e estabelecer linhas de base anteriores a adocdo de novas
estratégias de controle. Além disso, esse delineamento de estudo é considerado adequado
para se estudar a histdria natural de doengas emergentes como a Zika. Entretanto, esses
estudos trazem grandes desafios operacionais que tendem a dificultar sua execucéo,
especialmente em paises em desenvolvimento. A descricdo das estratégias bem-sucedidas
na implantacdo e condugdo desse estudo de seguimento, bem como os desafios
enfrentados nesse processo € importante para nortear experiéncias semelhantes em
pesquisas de campo de paises em desenvolvimento.

A co-circulagdo de DENV e ZIKV e a possibilidade de coinfecgdo, por serem
semelhantes, torna o diagnostico e tratamento das mesmas um desafio para os servicos de
saude, com necessidade de vigilancia constante para minimizar seus efeitos na sociedade
(DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017). A coexisténcia dos dois virus existe em paises
em desenvolvimento como o Brasil, onde ha escassez de recursos direcionados a saude e
acesso limitado a exames especificos dessas arboviroses. Embora a infecgdo pelo ZIKAV
seja autolimitada, as preocupacdes sobre as infeccGes em gestantes e a possibilidade de
defeitos congénitos nos recém-nascidos estdo bem descritas (ARAUJO et al., 2018). Com

relacdo a dengue, infec¢des com a presenca de choque e 6bito ocorrem nos quadros graves
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(SIMMONS et al., 2012). E importante estabelecer diferencas clinico-laboratoriais entre
as duas sindromes em um cenario de alta endemicidade de dengue e com a concomitante
circulacdo do ZIKV, como acontece em Goiania-GO. Casos de coinfec¢do dengue/Zika
tém sido descritos (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015; CHIA et al., 2017; IOVINE et
al., 2017; AZEREDO et al., 2018; ESTOFOLETE et al., 2018), mas, as possiveis formas
de apresentagdes clinicas e laboratoriais € 0 conhecimento exato sobre a gravidade da
dengue ou Zika em individuos coinfectados sdo questdes que ainda exigem atencdo de
especialistas, tornando-se relevante uma nova descricdo clinico-laboratorial de casos de

coinfecgéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil clinico-laboratorial dos casos de dengue e Zika em uma

coorte no municipio de Goiania-GO nos anos de 2015 a 2019.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as estratégias aplicadas e os desafios da implantacdo e conducgéo de
uma coorte realizada em municipio da regido central do Brasil.

e Descrever a sazonalidade das principais hipéteses diagnosticas clinicas dos casos
febris avaliados durante uma coorte realizada em municipio da regido central do
Brasil.

e Comparar a apresentacao clinica e achados laboratoriais das infeccdes pelo DENV
e ZIKV encontradas em uma coorte realizada em municipio da regido central do
Brasil.

e Descrever o quadro clinico-laboratorial e a evolugdo clinica dos casos de
coinfeccdo dengue/Zika encontrados em uma coorte realizada em municipio da

regido central do Brasil.
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Abstract

Dengue is considered the most important acute febrile arbovirus in the world due to its
burden on morbidity and mortality of countries. Cohort studies are appropriate for
understanding dengue transmission dynamics and establishing baselines prior to the
adoption of new control strategies. However, these studies pose major operational
challenges that tend to hinder their execution, especially in developing countries. The
strategies used in implanting and conducting a cohort in Central Brazil (city of Goiania)
are presented, including the approaches adopted to circumvent the challenges observed.
The following steps are described and discussed: defining the field work team,
establishing partnerships and the recruitment of participants; the initial serosurvey;
technology in field research; and monitoring and evaluation of febrile episodes. A
partnership between academia and public health services was the adopted approach and
participation of the Municipal Health Secretariat and the Family Health Teams was
essential for the proper implementation and conduction of the study. In return, the
research the Health Service through surveillance and health care activities for the
population. This interinstitutional experience was successful, with benefits for both

institutions.

Key words: Dengue; Health Services; Cohort Studies; Research Report.
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Introduction

Dengue is considered the most important acute febrile arbovirus in the world due
to its burden on morbidity and mortality in countries®. The disease occurs endemic in
more than 100 countries with tropical and subtropical climate? and has become a
pandemic throughout the world over the last 50 years, with an increasing incidence of the
disease in countries in Africa, Asia, the Americas and Europe®®.

The disease is endemic in Brazil since 1986, and was initially observed in large
urban centers in the southeast and northeast of the country. Over the following decades,
it became endemic/epidemic in 25 of the 27 states of the country, affecting municipalities
of all population sizes’. From the 2000s onwards, increased frequency of disease, more
severe cases and more hospitalizations were observed. The largest epidemics were
recorded in 2002, 2008, 2010, 2013, 2015 and 2016, generally reflecting the introduction
of new serotypes or the change in the predominant serotype of the circulating virus®*®

Current dengue control strategies have been very limited in preventing
outbreaks'®!!, leading to the development of new technologies, including vaccine
development and new vector control approaches. Given the complexity of factors
involved in dengue transmission, it is essential to understand the transmission dynamics
and the determinants of the disease for future impact assessments of these new
technologies'?*3,

From this perspective, cohort studies are the most adequate design to understand
dengue transmission dynamics and establish baseline indicators prior to the adoption of
new control strategies. However, these studies present major operational challenges that
tend to hinder its execution, especially in developing countries'®. In this article, we
present the strategies used to implement and conduct a cohort study in the city of Goiania,

capital of the state of Goias, in Central Brazil.
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Study design and site

An experience report describing the implementation and conduction of a
prospective cohort with the goal of recruiting and monitoring a sample of 2,017 children
and adolescents aged over two years. This cohort was intended to be followed clinically
and laboratory for 48 months. Participants were living in 17 neighborhoods of the
Northern District [Figure 1] of Goiania-GO, Central Brazil. The study was conducted
between May 2015 and April 2019. The estimated population of Goiania for 2015 was
1,430,697 inhabitants'® and the city is located in a semi-humid tropical area with dry
winter and rainy summer.

[Insert Fig. 1]
Defining the study team, partnership building and participant recruitment

The initial activities for the development of the study were divided into two lines
of action, after the ethics committee approval. The first was the creation of a
multiprofessional team involving a general coordinator (epidemiologist), a field
coordinator (pediatrician), laboratory professionals, field workers (nurses, biomedical
and nursing technicians) and the supporting staff for phone calls and data entry.

The second initial action referred to meetings with the senior staff of the
Municipal Health Secretariat (MHS) of Goiania to present the study design and objectives
and establish a cooperation with the institution. The study area was then indicated by the
MHS, based on two criteria: 1) the presence of structured and active Family Health
Strategy Teams (FHST) for the broadcasting of the research and fieldwork; and 2) an area
where participants were less likely to migrate. The Family Health Strategy in Brazil has
been previously described. Briefly, each family health team is minimally composed by a
doctor, a nurse, a nursing technician or assistant, and the Community Health Agents

(CHA). CHA live in the territory covered by a FHST and are well aware of the
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characteristics of the community, each being responsible for monthly supervision of a
part of this territory that contains a maximum of 750 people®®. Therefore, the selection of
an area with FHST was due to this close interaction between the CHA and the families,
facilitating the researchers' access to families with potential study participants.

Following the selection of the study area, meetings were held with the FHST
members (physicians, nurses and CHASs). These discussions were conducted with the
presence of a central or district MHS manager. During this first step, the epidemiological
scenario of dengue in Brazil and Goiania and the research objectives were presented.
Concomitantly, meetings were held with additional partner institutions located in the area,
such as schools, social centers, religious institutions, to promote the project to their
employees and members.

At the next step, the CHA indicated the names and addresses of the families who
had members in the target age groups in their areas of coverage and began to disclose to
the community the project proposals. Then, home visits were made to invite them to
participate in the research. Priority was given to families who had their own residence in
the study area and those who rented, but who had been living in the same place for over
ayear.

The fieldwork started with a pilot study with the first 50 participants among the
families suggested by the CHA with a refusal participation rate of 18.8%. The pilot
evaluation was carried out with the entire team in order to identify difficulties and
improve all fronts and flows of activities.

The strategies adopted to reduce the refusal rates and improve the overall
conduction of the study included: 1) the presence of the pediatrician to invite the families
to participate at the time of the initial visit; 2) the convenience to carry out visits during

holidays and weekend for the initial serosurvey; 3) home visits by the pediatrician, even
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on weekends or holidays, to evaluate fever episodes among participants already recruited.
This strategy helped to disseminate the medical care provided by the study among
families of the neighborhoods, representing an strengthening of the interpersonal
communication of the project proposal; and 4) the inclusion of the pediatrician into the
MHS professional registration system in order for treated patients to retrieve the
prescription drugs free of charge when available from the public health system.

Initial Serosurvey

At the first visit, a blood sample was collected to determine the participant's
serological status at the baseline of the study.

The main challenge observed at this step of the field work routine was a higher
refusal rate of those responsible for children between two and four years of age to
participate in the project, mainly due to concern regarding the blood collection.
Phlebotomy may pose as a challenge even to more experienced health professionals. To
address this concern, those responsible were instructed not to try more than one collection
on the same day, rescheduling a new appointment for a second attempt. This issue was
taken into account before the study started and one of the members of the fieldwork team
was a nurse with the expertise for blood collection among younger children. This nurse
was in charge of the second attempt if necessary. Despite this strategy, some families
gave up participating in the project after the first collection attempt failed. However, over
time, 35% of these families requested a new visit from the study group and allowed
further attempts, as they received information from other participating families about the
benefits of medical evaluation in cases of fever. A second problem was the difficulty in
allowing blood collection from participants who required re-collection 14 days after the

onset of fever. As they, in this phase of the disease, were already asymptomatic, some
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guardians presented resistance in the collection, even after explaining the importance of
the exam in an attempt to confirm the diagnosis of dengue.

Another difficulty observed at the early stages of the field work, was that the
recruitment of participants and the completion of the first survey was taking more time
than previous estimated. The adopted strategy to improve this issue was the hiring of
nursing technicians and nurses from the FHST at the research territory. Thus, the
recruitment of participants started to be performed both at households or health facilities
visits. The inclusion of these professionals was fundamental, facilitating the participation
of many families due to the close relationship between the FHST and families in the study
area.

The technology in field research

The advantages of using electronic devices such as GPS, tablets, among others in
the operationalization of field research have been described!*. However, due to the
increasing public safety issues in Brazil, priority was given to manual filing due to the
risk of burglary in the study region. Still, a doctor's computer, two cell phones, and a car
were stolen during field activities and armed robbery occurred. It was decided not to use
the single-member field team, preferably with one male member in each pair, as an
attempt to alleviate urban violence.

Monitoring and evaluation of febrile cases

The monitoring of febrile conditions was performed by weekly telephone calls,
and the presence of a history of fever, skin rash or an infectious condition suggestive of
dengue was questioned. Additionally, at the time of recruitment, the guardians of the
children / adolescents were instructed to contact the pediatrician directly via telephone

calls, Short Message Service (SMS) or the WhatsApp application.

40



Fever information triggered a home medical evaluation. Faced with clinical
suspicion of dengue or in unspecific febrile conditions, the physician performed the
procedures described in Figure 2. In these cases, blood collection for nonspecific (blood
count) and specific diagnostic tests (NS1 antigen, anti-dengue IgM antibodies and viral
genome detection by RT-PCR) was performed.

[Insert Fig. 2]
Ethical aspects
This research was approved by the Research Ethics Committee of the Medical

School of the University of S&o Paulo (IRB no. 507/13, on January 6, 2014).

Discussion

Longitudinal studies pose a number of challenges for researchers in their conduct.
In this article, we present the strategies used to implant and conduct a cohort of children
and adolescents to monitor the occurrence of potential dengue cases. Alternatives to the
difficulties and limitations observed in this process were also described.

The meetings for the qualification of the project team members were essential for
the individual understanding and implementation of a systematic routine of conduct
related to the initial serological survey and evaluation of febrile conditions. The pilot
evaluation was important to improve the flow of activities and action fronts, eliminating
doubts and reducing the errors identified in the evaluation.

Partnering with day care centers, schools and churches was important for
spreading and understanding the project's goals in the community. Although no critical
points were identified for the study in this initial contact with these institutions, they
provided security for families when visited by field teams. This strategy was also adopted
in a Phase 11 preparation study for a clinical trial of a dengue vaccine in Brazil, where

meetings were held with key informants, including health professionals, teachers, and
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community members to facilitate dissemination of the project and participation of the
guestst’.

The conduct of clinical and epidemiological field research supported by public
health services has been described, presenting the advantages and challenges of this
collaboration!#!819 In this context, conducting this study in partnership with public
health services showed benefits for the project and for the health service. From the
project's perspective, the managers indicated a territory where the FHST could assist in
the dissemination of the project and suggest families with children and adolescents in the
study age group. Knowledge of the characteristics of the population attended by FHST
allowed the indication of locations with lower histories of migratory processes to avoid
participants' loss of follow-up, a limitation of cohort studies?®. This strategy was also
adopted previously in other cohorts of children with dengue carried out in Thailand, in
which the choice of region for the research was also based on the stability of the local
population?1?2, In contrast, the provision of home care for febrile children benefited the
municipal health system from two perspectives: 1) reduction in the number of medical
appointments at USF and Emergency Care Units and 2) notification of confirmed cases
of dengue to the surveillance service, since laboratory confirmation occurred within a
maximum of three days. Although reporting only confirmed cases is not the routine
adopted by the dengue surveillance system, the short time to perform confirmatory tests
offered this service the possibility of more timely and accurate action. In general, vector
control activities are initiated without laboratory confirmation of the cases, as the
traditional surveillance system routine usually has an interval of more than seven days to
receive specific test results®. During the study period, there were no changes in vector

control actions carried out by the Goiania Surveillance Service.
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Another important point to be emphasized was the impact of the presence of a
municipal health secretary manager in meetings with the FHST. In the presence of this
manager, a greater presence and involvement of the teams was observed.

In this study, initial blood collection was a cause of refusal to participate,
especially for children under four years of age. Jaenish et al. (2016)*8, in a multicenter
cohort conducted between 2011 and 2016, chose to exclude children under five years of
age to avoid the inconvenience of blood collection in this age group. In a cohort of
suspected dengue fever cases in Nicaragua (2004-2008), at the time of receiving the
annual survey result, participants were given a participation stimulus for a school kit*. In
Thailand, each family of participants in a dengue cohort (2008-2010) received, at the time
of registration, a thermometer to measure body temperature??. In our context, no type of
adhesion stimulus was used, in accordance with Brazilian legislation (National Health
Council Resolution n° 466/2012)%*. However, home visiting and the existence of a
pediatrician dedicated to the project were strategies adopted for the permanence of the
study participants. Still in this perspective, the option of direct contact of the physician
with the participants' guardians to inform the results of the exams, from the serology
performed during the recruitment to the results of the exams of the feverish conditions,
was made with the purpose of narrowing the relationship with the participants, favor
communication between families in the project neighborhoods and consequently the
reduction of participation refusals and future follow-up losses.

Regarding the monitoring of fevers, it was initially thought that the most
appropriate communication strategy would be the weekly telephone call, as reported in
another cohort aimed at monitoring acute infectious diseases®®. However, many families
only attended at night, outside business hours, leading to the need to set up this work

period. Over time, those responsible began to use phone calls and especially messages
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through the WhatsApp application directly to the doctor as the main means of reporting
the occurrence of fever. This application was indeed very useful for communicating with
families, establishing the exchange of information quickly and synchronously. The use of
short messages to report the onset of fever has also been used in a cohort to assess dengue
incidence in Brazil?® and in the Philippines?’.

Generally, the follow-up of febrile conditions in cohorts are performed in health
units that were part of the research or by nurses in home evaluation*%, In our study,
home pediatric consultations allowed us to establish a close bond with many registered
families. However, this bond favored the physician's call for clinical evaluations different
from the project proposal. This has become a challenge, which was partially addressed
by the team's constant explanation of the research objectives, which did not foresee the
replacement of the health system, as well as evaluations of other non-dengue-related
complaints.

Field research in Brazil has been challenging, as the scientific mindset is not yet
fully incorporated into society. The partnership between academia and health services
may be an appropriate strategy in this perspective. The contribution of the MHS and FHS
management team was essential for the proper implementation and conduct of this study.
On the other hand, the researchers' performance favored the Health Service through
surveillance and health care activities of the population. This interinstitutional experience

was successful, with benefits for both institutions.
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Figures

Figure 1. Health Sanitary Districts, and location of the Northern Sanitary District of

Goiania-GO, Brazil, 2015
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Figure 2. Medical evaluation flowchart of febrile cases in dengue cohort at Goiania-GO,

Brazil, 2015-2019
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Abstract

Objective: describe seasonal aspects and clinical evolution of febrile conditions present
in a cohort of children and adolescents, from 2015 to 2019, in Goiania, Goias,
Brazil. Methods: Fever were monitored weekly by telephone calls to participants' legal
guardians and by direct contact from these to the attending physician. After identification
of fever, the physician performed a home visit for clinical evaluation. Results: 1,268
febrile conditions were evaluated. Acute respiratory infections (ARI) accounted for
53.0%, with 66.7% in children aged two to nine years and 31.9% between April and June.



1.7% suspected pneumonia cases were identified, with 76.2% in children under nine years
and 33.4% between April and June. Acute diarrheal disease (ADD) accounted for 8.7%,
with 34.2% between five and nine years and 37.9% between January and March. Dengue
and Zika represented respectively 11.6% and 6.1% of all cases with a predominance over
the age of five (91.9% and 88.3%) and 85.8% of dengue and 84.4% of Zika occurred in
rainy months. Conclusions: Previous descriptions of the seasonal profile of ARI,
pneumonia, dengue and Zika were in agreement with the results of this research. Studies
on the etiology of ADD in Goiania may help the understanding of its seasonality in this
region. Understanding these profiles can guide the planning of prevention actions and
treatment plans for these diseases over the years. The importance of early assessment and
continuous follow-up of patients was emphasized to reduce hospitalizations and prevent

deaths from acute infectious diseases.

Key words: Communicable Diseases; Fever; Seasons; Clinical Evolution; Cohort
Studies.

Introduction

Despite the reduction in infectious disease incidence and mortality over the past
20 years, it is estimated that they still account for approximately 25.5% of the world's
58.8 million annual deaths. Among them, the two main causes of death are acute
respiratory infections (ARI) and gastroenteritis or acute diarrheal disease (ADD)'2. Both
are estimated to account for 40% of all child deaths worldwide each year, with 29% under
the age of five, especially those living in remote and poor regions. The burden of these
diseases on families and health systems in low-income countries exacerbates existing
inequalities’>. Even though 80% of children deaths worldwide due to ARI and ADD
occur in African and Asian countries?, they have still been described as important causes
of children morbidity and mortality in Brazil*®.

Arboviruses currently represent 30% of acute infectious diseases in the world and
constitute a serious public health problem in tropical countries. Dengue is considered the
most important acute febrile arbovirus in the world due to its burden on morbidity and
mortality in countries®. In Brazil, there were peaks of dengue transmission in 2002, 2008,

2010, 2013, 2015 and 2016, with severe cases and deaths’. Dengue became hyperendemic
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since 2010, with the circulation of four serotypes®. Zika virus (ZIKV) infection has been
occurring in countries in Oceania, Asia and the Americas, with autochthonous cases
identified in Brazil from 2015. In December 2016, the Ministry of Health of Brazil
estimated that the number of suspected Zika cases exceeded 216,000°. ZIKV infection
has been associated with cases of Guillain-Barré and microcephaly'®'?, The co-
circulation of infection by these arboviruses, because they are similar, makes their
diagnosis and treatment a challenge for health services, requiring constant vigilance to
minimize its effects on society*2,

Seasonality is a uniqueness of infectious diseases such as arboviruses, ADD and
ARI and is mainly determined by the characteristics of ambient temperature, relative
humidity and rainfall. A broader understanding of the seasonality of these diseases is
fundamental for improving the diagnosis and organization of health services to implement
treatment and prevention strategies for these diseases in Brazil'**®,

Considering that few studies have characterized the clinical-seasonal occurrence
of dengue and Zika since the introduction of ZIKV in Brazil, this study aims to describe
these features of febrile conditions present in a cohort study between May 2015 and April
2019 in Central Brazil.

Subjects and Methods

Design and place of study

This is a descriptive study of clinical and epidemiological characteristics of
feverish conditions identified in a cohort study in the city of Goiania, capital of the State
of Goias, Midwest-Region, Brazil. The municipality has a semi-humid tropical climate,
with two well-defined seasons: a rainy season (October to April) and a dry season (May
to September). During the year, the temperature usually ranges from 15 °C to 33 °C
(annual temperatures averaging around 24°C)*.

The estimated population of Goiania for 2015 was 1,430,697 inhabitants!’. The
cohort was established in the Northern Sanitary District of Goiania, with an estimated
population of 143,400 in May 2015, comprising 2,017 members from two to 16 years old.

Bedridden people or those with chronic diseases were not invited to be part of the study.

Monitoring of febrile cases
Clinical conditions of fever were monitored weekly by telephone calls to

participants' legal guardians and by direct messages from these to the attending physician.

53



54

After identification of a feverish case, the attending physician performed a home visit for
clinical evaluation of patients and collection of material for diagnosis of dengue/Zika in

the suspicion of this diagnosis or in cases with non-specific clinic.

Definitions, clinical classification of cases and laboratory confirmation of
dengue/Zika

The clinical criteria used for the suspected diagnosis of ARI (acute symptoms of
rhinopharyngitis, pharyngotonsillitis, otitis, sinusitis, laryngitis, tracheobronchitis,
pneumonia) and ADD have been described in previous manuscripts'®22, For
arboviruses, we used the clinical criteria contained in the Health Surveillance Guide®,
Fever to clarify (FTC) or unspecified fever was defined as measured axillary
temperature > 37,5 °C2* and referred to the situation in which the patient presented fever
and no other signs or symptoms.

Rash diseases with distinct clinical features such as chickenpox; infectious
mononucleosis; hand, foot and mouth disease; infectious erythema and acute parotitis, as
well as other causes of fever such as herpetic stomatitis, urinary tract infection, bacterial
lymphadenitis, vaccine reaction, and bacterial cellulitis were excluded analysis because
they had a sporadic occurrence (2.8% of all febrile episodes assessed) (Supplementary
Table 1).

For the seasons, we considered the following periods: Spring: September 22 to
December 21. Summer: December 22 to March 21. Autumn: March 22 to June 21.
Winter: June 22 to September 212°. Dengue acute infection was investigated by NS1
antigen (rapid test Dengue NS1Ag STRIP—Bio-rad), NS1 antigen (ELISA-NS1Ag) (Bio-
rad Platelia™) and viral RNA using a one-step real-time reverse transcriptase followed
by polymerase chain reaction (real time RT-PCR) as previously described?. ZIKV
infection was confirmed by real time RT-PCR using a previously validated protocol?’.

We considered confirmed dengue cases with common clinical presentation those
with positive detection for: 1) dengue NS1 antigen; 2) anti-dengue IgM; 3) DENV RT-
PCR and confirmed dengue cases with uncommon clinical presentation those with
positive detection for: 1) dengue NS1 antigen; 2) anti-dengue IgM and DENV PRNT (and
ZIKV not detected); 3) DENV RT-PCR. We consider confirmed Zika cases those with
positive for ZIKV RT-PCR®.



Confirmed dengue cases were those with positive detection for: 1) dengue NS1
antigen or 2) anti-dengue IgM or 3) DENV RT-PCR and confirmed Zika cases those with
positive for ZIKV RT-PCR?,

Data analysis
Data management, analysis and tabulation were performed using Tabwin®version
4.13 and IBM® Statistics SPSS® version 22.0, and Microsoft® Office Excel 2013®.

Ethical aspects
This research was approved by the Research Ethics Committee of the Medical
School of the University of S&o Paulo (IRB no. 507/13, on January 6, 2014).

Results

Between May 2015 and April 2019, 1268 febrile conditions were evaluated
through home visits. Cases with clinical diagnosis of ARI accounted for 53.0% (n = 672),
with 66.7% (n = 448) in children aged two to nine years [Table 1].

[Insert Table 1]

Although observed during all seasons, 31.9% (n = 214) and 27.2% (n = 183) of
ARI cases occurred between April and June (autumn) and between October and
December (spring), respectively [Figure 1].

[Insert Figure 1]

1.7% (n = 21) suspected pneumonia cases were identified, with 76.2% (n = 16) in
children under nine years of age (Table 1). 33.4% (n = 7) occurred in autumn (between
April and June) and 33.4% (n = 7) in winter (between July and September) [Figure 1].

Suspected ADD cases accounted for 8.7% (n = 111), with the highest proportion
of cases found between five and nine years (34.2%) [Table 1]. They were attended during
all seasons, but 37.9% (n = 42) occurred between January and March (summer) [Figure
1].

Suspected cases of dengue and Zika represented respectively 11.6% (n = 148) and
6.1% (n = 77) of febrile conditions, with a predominance of both diseases over the age of

five years (91.9% and 88.3%) [Table 1]. These arboviruses were clinically suspected
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during all seasons, but 66.3% (n = 98) of dengue cases and 81.9% (n = 63) of Zika cases
occurred in the rainy months (October to April) [Table 2].

[Insert Table 2]

Other 16.0% of febrile cases (n = 203) were classified as fever to be clarified,
63.1% in children aged two to nine years (n = 128) [Table 1] and 53.7% between October
and March (n =109) [Figure 1]. Among them, 12 (5,9%) and 10 (4,9%) were respectively
laboratory confirmed as dengue and Zika (data not shown in table).

One participant (0.15%) with clinical diagnosis of ARI, two (1.8%) with ADD
and one (4.8%) with pneumonia were admitted for hospital treatment. Among the
suspected cases of dengue, 15 (10.1%) were kept in health facilities or hospitalized for
intravenous hydration. There were no hospitalizations in the cases related to Zika virus
infection and also in those classified as fever to clear up, as they showed benign evolution.
There were no deaths recorded during the follow-up period.

Discussion

This study described seasonal aspects of the main clinical diagnostic hypotheses
present in the evaluation of 1,268 febrile cases: ARI/ pneumonia, ADD, dengue, Zika and
fever to clear up. These hypotheses were present during all seasons in the evaluated
period. There was, however, a predominance of ARI in autumn and spring; pneumonia in
autumn and winter; ADD in summer and dengue/Zika in rainy season.

ARI represent one of the main causes of care in health services and mainly affect
children and the elderly?®3. In this study, they were the most frequent cause of fever
assessment, with a predominance in younger children. The incidence of ARI has been
shown to decline with age®2. Factors such as daycare, immaturity of the immune system,
malnutrition, and poor sanitation contribute to the higher incidence among infants and
preschoolers®335,

ARI are more frequent in cold months, especially in temperate regions®®- due to
some factors already reported: 1) low air humidity that increases the survival of viruses
and also causes cooling of the nasal mucosa, increasing susceptibility to etiological
agents; 2) longer permanence of people indoors, which favors transmission®3, However,
in places where winter is mild, just like in Goiania, the strength of the relationship

between ARI and school periods has been highlighted, since the aggregation of people in
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the school years increases transmission®#!, which may explain the higher frequency of
suspected cases of this study between April and June (autumn) and October and
December (spring).

Clinical suspicion of pneumonia predominated in autumn and winter. This disease
usually occurs as a complication of a viral respiratory tract infection, as viruses alter
defense mechanisms by modifying secretions, inhibiting phagocytosis, altering
microbiota, and reducing ciliary movement of the airways*>*3. Just like in this study,
community pneumonias predominate in Brazil in autumn and winter®. Cases of viral
pneumonias are more frequent in winter*** due to agglomerations that increase
transmission®®. Pneumococcal pneumonia cases are more frequently described in autumn
due to the aggregation of children in the school period, but also in winter due to cold
weather, lower humidity, the crowding together of susceptible hosts and associated viral
infections*4+47_Influenza infection is known to increase the risk of bacterial
pneumonia® and, in Brazil, infections by this virus predominate in autumn and winter®*,
It should be considered that the small number of pneumonia suspected cases found in our
study is a limiting factor for the analysis of this disease seasonality.

ADD in developing countries is more frequent in children under five years?, but
in this study, only 26.1% of suspected cases occurred in children from two to four years
old, in which children are institutionalized, favoring crowding and close contact to others;
poor hand hygiene and pathogen-spreading habits*®. ADD predominated in our results in
participants aged five to nine years, according to the trend of ADD cases in Brazil
migrating to older children (age over six years), following rotavirus vaccine
implementation in the national vaccination schedule®.

ADD is more frequent in summer or winter, according to etiological agents and
the predominant form of transmission. Bacterial cases predominate in summer and in
developing countries through oral fecal transmission or pathogens transmission by
contaminated food. Factors can explain this predominance: 1) increased intake of
improperly prepared or maintained food, 2) improper bathing, 3) inadequate sanitation,
4) increased summer temperature and air humidity that may favor the proliferation and
survival of pathogens outside the host>*>. In temperate climates, rotavirus infections
predominate in winter due to respiratory transmission®. In Brazil, rotavirus diarrheal
conditions tend to be equally distributed throughout the year, but with a predominance in
the coldest and driest period in the Central, South and Southeast regions®. The cases

followed in this study, although predominating in the summer, did not present clinical
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characteristics suggestive of bacterial etiology, such as the presence of dysenteric stools,
prolonged evolution of symptoms and/or need for antibiotic therapy. A possible
explanation would be the presence of norovirus as an etiological agent in part of these
cases, which transmission occurs through contaminated water and food and in human
agglomerations, mainly spreading through interpersonal contact®®. Norovirus cases were
more frequently described in summer and rainy season in the Southern Hemisphere®’ and
in some places in Brazil such as the city of Sdo Paulo®® and the Central Region, including
Goiania®.

The suspected cases of dengue and Zika in this study predominated in participants
older than five years. For dengue, the fact that the disease has greater pathogenicity and
more specific symptoms in schoolchildren and adolescents is a factor that favors
diagnostic suspicion in older children%%6?,

The finding of dengue and Zika cases in the rainy months of Goiania is in
accordance with the literature®?®3, In addition to the vector depositing its eggs in still
water®3, it has a reproductive cycle sensitive to temperature variations, which is related to
the seasonal influence of the disease in the warmer and wetter months. The frequency of
the blood meal by the vector is influenced by the ambient temperature. Smaller
mosquitoes feed more often than larger mosquitoes and higher temperatures may increase
immature development resulting in smaller mosquitoes. Higher temperatures also speed
up the digestion of the blood meal, which makes the vector need to feed more frequently®*.
Although the incidence decreases when the temperature decreases in the second half of
the year, there is no interruption of the transmission chain, being possible to verify its
endemic character.

Fever to clear up represents a challenge for the physician's performance. Trotta
and Gilio (1999)%° considered that, in pediatrics, after adequate clinical history and
physical examination, in approximately 20% of febrile cases it is not possible to identify
the etiological focus after the final clinical evaluation. The same happened in this study
in 16% of cases. The cases of fever to be clarified predominated in the rainy season,
coinciding with the seasonality of dengue and Zika, but only 5.9% of them were
confirmed as dengue and 4,9% as Zika.

Most cases of ARI treated at health services are mild, but serious complications
requiring hospital treatment such as orbital cellulitis, cavernous sinus thrombosis, brain
abscess, mastoiditis, meningitis, among others are reported>°. Dehydration, metabolic

acidosis and electrolyte disturbances are the frequent complications of ADD that increase
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the need for hospitalization in children®l. Sequential clinical evaluation, follow-up of
fever duration and guidance on characteristics and onset of severity warning signs
performed in the initial assessment and follow-up of children are important factors for
early detection of complications of acute infectious diseases, aiming to reduce the
frequency of hospitalization and mortality due to these diseases™?*°!, These conducts
were implemented by the care team of this research and, during the follow-up period,
there was a low proportion of cases of hospitalizations for ARI, ADD and pneumonia,
and no death record due to these etiological suspicions.

Dengue patients with severity warning signs fall within a specific risk
classification suggested by the Ministry of Health and the most important conduct in this
group is venous fluid replacement until hemodynamic stabilization’. Guidance for
detection these warning signs with consequent early assessment of venous hydration were
made to the participants' guardians at the moment of medical evaluations and during
follow-up of suspected cases, avoiding delay in the initiation of appropriate therapy and
no death from this arbovirus was recorded.

One limitation of this study was the impossibility of confirming cases of
coinfection in our clinical evaluations, since no complementary exams were performed

to confirm the diagnosis of all clinical hypotheses of febrile conditions evaluated.

Conclusions

Previous descriptions of the seasonal profile of ARI, pneumonia, dengue and Zika
were in agreement with the results of this research. New studies on the etiology of ADD
in Goiania may help the understanding of its seasonality in this region. Understanding
these seasonal profiles can guide prevention actions and treatment plans for these diseases
over the years. The importance of early assessment and continuous follow-up of patients
was emphasized to reduce hospitalizations and prevent deaths from acute infectious

diseases.
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Figures and Tables

Table 1. Clinical diagnosis of febrile cases evaluated in the cohort of children and

adolescents according to age group. Goiania-GO, Brazil, May 2015 to April 2019

Age range (years)

Clinical suspicion 2-4 5-9 10-14 15-19 Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Acute respiratory infections 219 (32.6) 229 (34.1) 144 (21.4) 80 (11.9) 672 (53.0)

Pneumonia 8 (38.1) 8 (38.1) 4 (19.0) 1(4.8) 21 (1.7)
Acute diarrheal disease 29 (26.1) 38(34.2) 33(29.8) 11(9.9 111(8.7)
Dengue 12(8.1) 48(32.4) 42(28.4) 46(31.1) 148 (11.6)
Zika 9(11.7) 22(28.6) 29(37.6) 17(22.1) 77(6.1)

Fever to clear up 55(27.1) 73(36.0) 43(21.2) 32(15.7) 203(16.0)
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Figure 1. Clinical diagnosis of febrile cases evaluated in the cohort of children and

adolescents according to seasons, Goiania-GO, Brazil, May 2015 to April 2019.
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Table 2. Clinical diagnoses of dengue and Zika according to dry / rainy seasons. Goiania-
GO. Brazil. May 2015 to April 2019

May-September October-April

Clinical (dry season) (rainy season)
diagnosis

n (%) n (%)
Dengue 50 (33.7) 98 (66.3)

Zika 14 (18.1) 63 (81.9)
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Table 1. Other clinical hypotheses of febrile cases. Goiania-GO. Brazil. May 2015 to

April 2019
Jan-Mar Apr-Jun Jul-Sep Oct-Dec
Clinical diagnosis (Summer) (Autumn) (Winter) (Spring) Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%o)
Other causes 2 (15.4) 3(23.1) 3(23.1) 5(38.4) 13(100.0)
Other exanthematic diseases 3 (13.0) 6 (26.1) 8 (34.8) 6(26.1) 23(100.0)
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Introduction

Dengue epidemics in Brazil have been frequent since the 1980s®. In 2015, the
presence of Zika virus (ZIKV) was identified in Brazil> and in 2016, there was an
explosion of suspected cases reported?.

Zika virus (ZIKV) and dengue virus (DENV) are mosquito-borne RNA viruses
belonging to the family Flaviviridae®*. They coexist in Brazil, where virus-specific
diagnostics are not routinely available in health services. These arboviruses are of concern
to public health authorities because of the risk of severe dengue cases and the risk of fetal
malformation in Congenital Zika Syndrome3>°®.

Differentiating these infections early is important in the prognostication and

subsequent monitoring and follow-up of these patients’. Definition criteria for clinical



suspicion of dengue and Zika were established® and dengue/Zika simple clinical
predictors were described’, however, the presentation patterns of these diseases are not
always typical, which limits the accuracy of a clinical diagnosis based on exam findings
and results of routine laboratory testing.

The aim of this study was to describe and analyze the clinical and laboratory
presentation patterns of dengue and Zika cases during four years of follow-up of

suspected cases in Central Brazil.

Methods

From May 2015 to June 2019, we followed 2,017 participants from a cohort in
Goiania, capital of Goias State, Brazil. Participants' initial age was two to 16 years.

The initial objective of the research was to study the dynamics of dengue
transmission in this highly endemic region. However, suspected cases of Zika began to
be investigated after the outbreak of this arbovirus epidemic in 2016.

To investigate the annual immune status for dengue we used the enzyme-linked
immunoassay test (ELISA) for the detection of dengue IgG antibodies (Dengue Virus IgG
DxSelect™ FOCUS Diagnostics, Inc., Cypress, California 90630 USA) as instructed by
the manufacturer.

Febrile cases were monitored weekly by telephone calls to the participants' legal
guardians and by direct contact from these to the attending physician. The axillary
temperature (Tax) of each reported febrile case was measured at least once a day by
family members or by professionals of the family health teams or by members of the
research. Participants with Tax > 37.5 (one single episode) were evaluated by the
physician®. Rash cases, even with < 37.5, started to be monitored in the middle of 2015.

After identification of a feverish and/or rash condition, the attending physician
performed a home visit for clinical evaluation of patients and collection of blood/urine
for diagnosis of acute dengue/Zika infection in the suspicion of these diagnoses.

We used the clinical criteria for defining suspected dengue (fever, usually between
two and seven days, and two or more of the following manifestations: nausea/vomiting;
rash; myalgia/arthralgia; headache or retroorbital pain; petechiae/positive tourniquet test;
leukopenia) and Zika (itchy skin rash accompanied by at least one of the following signs
or symptoms: low fever; conjunctival hyperemia/non-purulent conjunctivitis;
arthralgia/polyarthralgia; periarticular edema) cases suggested by the Brazilian Ministry

of Health®. The warning signals evaluated were: severe and continuous abdominal pain;
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persistent vomiting; fluid accumulation (ascites, pleural effusion, pericardial effusion);
postural hypotension and/or lipothymia; lethargy and/or irritability; hepatomegaly;
mucosal bleeding; and progressive increase in hematocrit®. We called "uncommon
dengue presentation” the confirmed cases that did not have the common clinical
presentation of dengue described by the Ministry of Health®, such as: high fever lasting
between two and seven days, diffuse skin rash starting after the third day of symptoms
and involvement of the general condition. On the contrary, these cases had no fever or,
when present, the fever was low and short duration; the skin rash was intense, diffuse and
appeared until the second day of the disease and the other symptoms remained for another
three to six days after the appearance of the rash. There was no involvement of the general
condition in these cases.

Dengue acute infection was investigated by NS1 antigen (rapid test Dengue
NS1Ag STRIP-Bio-rad), NS1 antigen (ELISA-NS1Ag) (Bio-rad Platelia™) in samples
collected between the second and seventh day of disease and viral RNA using an one-
step real-time reverse transcriptase followed by polymerase chain reaction (real time RT-
PCR) as previously described?®, in serum collected up to the seventh day of the onset of
signs and symptoms. The seroconversion of anti-dengue IgM/IgG antibodies was
investigated using the Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ FOCUS Diagnostics, Inc.,
Langenhagen-Hannover, Germany; and IgG DxSelect™ FOCUS Diagnostics, Inc.,
Cypress, California, USA). Sample for anti-lgM antibodies was collected in the first
seven days of symptoms and when negative, a new collection was performed between 14
and 21 days. The seroconversion of anti-Zika 1gG antibodies was investigated using
Euroimmun Anti-ZikV 1gG ELISA, following the manufacturer's instructions.

ZIKV infection was confirmed by real time RT-PCR using a previously validated
protocol!!, in serum samples collected up to the seventh day of the onset of signs and
symptoms and/or urine samples with first collection up to the seventh day of the onset of
signs and symptoms and second collection between the tenth and twentieth day after the
onset of signs and symptoms. Viral RNA was extracted from the serum and urine samples
using the commercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics, Applied
Science, Germany) following the manufacturer's instructions.

Dengue and Zika serotype-specific neutralizing antibodies (NAbs) were
determined in serum samples by Plaque Reduction Neutralization test (PRNT) following
a modified protocol by Morens et al. (1985)* and according to WHO guidelines®3. A
positive result was considered when DENV NAbs levels were > 1:20. The PRNT
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reciprocal dilution positivity was defined based on a 90% reduction in plaque counts
(PRNTO0).

We considered confirmed dengue cases with common clinical presentation those
with positive detection for: 1) dengue NS1 antigen; 2) anti-dengue IgM; 3) DENV RT-
PCR and confirmed dengue cases with uncommon clinical presentation those with
positive detection for: 1) dengue NS1 antigen; 2) anti-dengue IgM and DENV PRNT (and
ZIKV not detected); 3) DENV RT-PCR. We consider confirmed Zika cases those with
positive for ZIKV RT-PCR®,

For retrospective assessments, Odds Ratio (OR) calculation was performed on the
OpenEpi program website.

This research was approved by the Research Ethics Committee of the Medical
School of the University of Sdo Paulo (IRB no. 507/13, on January 6, 2014).

Results

Between May 2015 and June 2019, 1345 febrile episodes were evaluated and 206
cases of dengue (15.3%) were confirmed. Among these, 166 (80.6%) (Table 1) had
common clinical presentation according to the definition of suspected case of dengue
suggested by the Brazilian Ministry of Health: fever between two and seven days,
accompanied by two of the following manifestations: nausea/vomiting; rash;
myalgia/arthralgia; headache or retroorbital pain; petechiae/positive tourniquet test. Fever
was moderate to high, diffuse rash arises after the third day of symptom onset and the

general condition was affected (Table 2).

[Insert Table 1]
[Insert Table 2]

Headache, myalgia, and retroorbital pain were the most frequent non-specific
symptoms, and cold sweating and postural dizziness were the most found alarm signs.
5.4% of the cases required venous hydration and there was no death. 61.5% had
leukopenia and 48.8% thrombocytopenia (Table 2). Among patients with dengue
common clinical presentation, the one who presented fever lasting less than two days did
not have skin rash and Tax was high (39.5°C). The six patients with early skin rash had

fever lasting longer than three days and intensity higher than 38°C.
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Among the 206 confirmed cases of dengue, 40 (19.4%) (one case in 2016, two in
2017, 10in 2018 and 27 in 2019) (Table 1) had uncommon presentation characterized by
absence of or low fever, short duration fever; early diffuse maculopapular or morbilliform
skin rash and the general condition was not affected. Two participants had late skin rash
but no Tax > 37.5 (Table 3). Headache, retroorbital pain and myalgia were the most
frequent non-specific symptoms and no alarm sign was found. None of the cases required
venous hydration and there was no death. 55.0% had leukopenia and 22.5%
thrombocytopenia (Table 3). The sample of the first participant with uncommon dengue
presentation in 2019 was sent to the Dr. Giovanni Cysneiros State Public Health
Laboratory (LACEN-GO) and the RT-PCR was positive, with identification of DENV 2.
Of all dengue cases with uncommon clinical presentation, 11 presented only anti-dengue
IgM antibodies detected (RT-PCR and NS1Ag not detected). PRNT for Zika was done in

these cases and ZIKV NADbs were not detected (data not shown in tables).

[Insert Table 3]

We made a retrospective analysis using the previous positivity of 1gG dengue
antibodies for a group of cases with uncommon clinical presentation compared to another
with common clinical presentation of the disease. We also made a retrospective analysis
using the previous positivity of 1IgG Zika antibodies for a group of cases with uncommon
clinical presentation compared to another with common clinical presentation of the
disease. In both analyzes, cases and controls were initially matched by age, sex and year

of infection. The results are shown in Table 4.

[Insert Table 4]

In our study, 37 cases of acute ZIKV infection were confirmed (Table 1).
However, skin rash, considered the guiding symptom of a suspected Zika case (itchy skin
rash accompanied by at least one of the following signs or symptoms: low fever;
conjunctival hyperemia/non-purulent conjunctivitis; arthralgia/polyarthralgia; joint
edema) was absent in 45.9% of confirmed cases. Of 20 cases in which rash was present,
17 (85.0%) appeared until the second day of symptoms. Although with low frequency,
there were cases of fever lasting three days (17.2%) and with intensity between 38.3°C

and 39.0°C (17.3%). Headache, retroorbital pain, myalgia and conjunctive hyperemia
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were the most frequent non-specific symptoms, but respiratory and gastrointestinal
symptoms were moderately frequent. 62.1% had leukopenia and 16.5%

thrombocytopenia (Table 5).

[Insert Table 5]

The positive predictive value of clinical dengue suspicion was 85.8% and the

positive predictive value of clinical Zika suspicion was 16.5% (Table 6).

[Insert Table 6]

In members of same family, in same month, the following cases were identified:
only Zika cases; only common dengue cases; only uncommon dengue cases; common
and uncommon dengue cases. No cases of common or uncommon dengue and Zika were

identified simultaneously in the same family (Table 7).

[Insert Table 7]

Discussion

The results of this study showed that the majority (81.0%) of dengue cases had
common clinical presentation, but, mainly in 2019, 19.0% had uncommon clinical
presentation with: 1) milder general symptoms, with absence or presence of low and
short-term fever and 2) presence of early maculopapular or morbilliform generalized skin
rash, not meeting the criteria for defining suspected cases suggested by the Brazilian
Ministry of Health. In dengue, the initial rash involves a flushing erythema of the face,
neck, and chest that typically occurs within the first 24-48 h of the onset of symptoms.
The subsequent rash, that occurs between the third and fifth day after the onset of
symptoms, is characterized by a generalized maculopapular or morbilliform eruption*
17, Mahboob et al. (2012)8 considered that these characteristics of skin lesions can be a
clue to the diagnosis in difficult cases, but, in our study, an early generalized skin rash
pattern was present in 94.9% of uncommon cases, appearing until the second day of
disease, differing from the known classical presentation.

Studies have shown that tertiary and quaternary infections with DENV are

typically thought to be milder’®?°, Thus, the first related hypothesis to explain the
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uncommon clinical presentation of dengue was the possibility of these participants having
a third or fourth episode of dengue. However, in contrast to this hypothesis, cases with
uncommon clinical presentation were associated with previous 1gG dengue
seronegativity. Anderson et al. (2014)?' showed that a shorter time interval between
infections was associated with subclinical infection in children seronegative for DENV
at enrollment, but, in our study, most cases of dengue with mild symptomatology (60.5%)
had negative previous IgG, suggesting first infection.

A recent study found that high pre-existing dengue virus antibody titers were
associated with reduced risk of ZIKV infection and reduced onset of symptoms?? and the
findings of a pediatric cohort in Nicaragua supported that prior DENV infection may
protect individuals from symptomatic Zika?3. However, little is known about the role of
a previous ZIKV exposure on subsequent DENV infection. The behalf of the Salvador
Arboviral Research Group suggested in 2018 that the reduction of DENV cases after the
ZIKV epidemic is due to protection from cross-reactive immune responses between these
viruses?*. The findings of Pérez-Guzman et al. (2019)?° of highly cross-reactive response
against DENV in presence of previous ZIKV immunity with no exacerbation of DENV
pathogenesis may contribute to explain the decrease of detected DENV cases after ZIKV
epidemic in the Americas. The second hypothesis raised to explain the milder symptoms
found in a part of dengue cases in this study was the possibility of a previous ZIKV
infection is associated with a milder clinical presentation of dengue. However, the
association between previous IgG Zika seropositivity and the uncommon clinical
presentation of dengue was not found in our results.

The symptomatology of dengue cases with uncommon clinical presentation
presented a similar pattern to previous description of Zika cases, due to the similarity of
symptoms between them, but in our analysis, in the same month and in the same family,
dengue cases were confirmed with only common clinical presentation, only with
uncommon clinical presentation, only with Zika, as well as cases with common and
uncommon clinical presentation simultaneously. However, no simultaneous cases of Zika
and dengue with uncommon presentation were found, which reduces the possibility of
interpreting these uncommon dengue cases as false negative diagnoses for Zika. Besides
that, uncommon cases were more frequent in 2019, year not considered epidemic for Zika.
In addition, we performed external control of complementary tests, sending some samples
to the Dr. Giovanni Cysneiros State Public Health Laboratory (LACEN-GO) to improve
the quality of the results.
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According to Brazilian Ministry of Health®, the definition of a suspected case of
acute ZIKV infection includes itchy skin rash accompanied by at least one of the
following signs or symptoms: low fever; conjunctival hyperemia/non-purulent
conjunctivitis; arthralgia/polyarthralgia; periarticular edema®. Approximately 46% of
confirmed cases of Zika did not meet the suspicious case definition criteria suggested by
the Ministry of Health, with no skin rash as a guiding symptom. Since rash is the most
frequent symptom described in Zika?®%, its absence can make the clinical suspicion of
the disease more difficult and this may be related to the low positive predictive value of
clinical suspicion of Zika found in this study. This fact may also affect the diagnosis in
pregnant women, where the consequences of the disease may be more severe for the fetus.
In this sense, similarly to our results, Azeredo et al. (2018)3! showed in confirmed cases
of Zika that rash was not the most frequent symptom in patients with Zika and Estofolete
et al. (2016)*? described that of 13 confirmed cases for Zika, only two (15.4%) had skin
rash. Yan et al. (2018)’ showed that the diagnostic indices of conjunctivitis, platelet count,
and monocyte count reliably distinguished between dengue and Zika and rash was also
not prominent among Zika patients in their study either.

Even recognizing the increased cost to public health in developing countries, in
areas of co-circulation of DENV and ZIKV, the use of specific laboratory tests should be
necessary to implement prevention actions appropriately against these diseases. Due to
the small number of Zika confirmed cases in this study, studies with larger samples should

be considered for the best evaluation of this arbovirus symptoms.
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Tables

Table 1. Characterization of dengue and Zika cases according to sex and age group.

Common dengue n  Uncommon dengue n

Variables (%) (%) Zika n (%)
Sex

male 85 (51.2) 22 (55.0) 17 (46.0)
female 81 (48.8) 18 (45.0) 20 (54.0)
Age range (years)

2-4 12 (7.2) 1(2.5) 4 (10.9)
5-9 45 (27.1) 12 (30.0) 8 (21.6)
10-14 57 (34.3) 13 (32.5) 12 (32.4)
> 15 52 (31.4) 14 (35.0) 13 (35.1)

Total 166 (100.0) 40 (100.0) 37 (100.0)
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Table 2. Clinical and laboratory characterization of confirmed dengue cases with

common clinical presentation

Signals / Alarm signals/clinical

symptons N (%) Signals/symptons N (%) outcome N (%)
Fever 166(100.0) Headache 142(85.5) Cold sweating 21 (12.6)
Duration Myalgia 110(66.2) Postural dizziness 20 (12.0)
< 2 days 1(0.6)  Retrocular pain 107(64.4) Incoercible vomiting 9 (5.4)
2-7 days 165 (99.4) Nausea 85 (51.2) Severe abdominal pain*** 6 (3.6)
> 7 days 0 Mild abdominal pain 80 (48.2) Dyspnea 1(0.6)
Maximum Tax Arthralgia 62 (37.3) Lethargy 0(0)
Not measured 12 (7.2)  Vomiting 44 (26.5) Intravenous serotherapy 19 (11.4)
<37.5°C 0 (0) Sore throat 36 (21.7) Death 0(0)
37.5°C - 37.9°C 3(1.8) Cough 36 (21.7) Blood count N (%)
38.0°C-38.4°C 24 (14.5) Diarrhea 31(18.6) Leukocytes (cells / mm3)

>38.4°C 127 (76.5) Runny nose 2(13.2) <4,000 102(61.5)
Diffuse skin rash Mild bleeding 13 (7.8) >4,000 64 (38.5)
Absence 84 (50.6) Tourniquet test + 8 (4.8) Platelets (cells / mm3)

Early * 6 (3.7)  Conjunctive hyperemia 7(4.2) <150,000 81 (48.8)
Late ** 76 (45.8) Joint edema 2(1.2) >150,000 85 (51.2)

*Onset up to 2 days. **Onset 3 days or more. *** Severe and continuous abdominal pain (informed by

the patient or identified in the clinical examination)
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Table 3. Clinical and laboratory characterization of confirmed dengue cases with

uncommon clinical presentation

Signals and Signals and symptons Alarm signals/clinical

symptons N (%) N=39 N (%) outcome N (%)
Fever n =40 Headache 23 (57.5) Dyspnea -
Absence 21 (51.3) Retrocular pain 23 (57.5) Severe abdominal pain -
Presence 19 (48.7) Myalgia 21 (52.5) Incoercible vomiting -
Duration N =19 Nausea 15 (37.5) Postural dizziness -

1 day 13 (68.4) Arthralgia 13 (32.5) Cold sweating -

2 days 6 (31.6) Conjunctive hyperemia 10 (25.0) Lethargy -

3-7 days - Diarrhea 8 (20.0) Intravenous serotherapy -

> 7 days - Mild abdominal pain 6 (15.0) Death -
Maximum intensity N =19 Runny nose 5(12.5) Blood count N (%0)
37.5°C — 38.2°C 19 (100) Vomiting 3(7.5) Leukocytes (cells / mm3)

>38.3°C - Cough 3(7.5) <4,000 22 (55.0)
Diffuse skin rash N=40 Joint edema 3(7.5) >4,000 18 (45.0)
Absence - Sore throat 2 (5.0) Platelets (cells / mm3)

Early * 38 (95.0) Mild bleeding 1(25) <150,000 9 (22.5)
Late ** 2(5.0)  Tourniquet test + 0 (0) > 150,000 31 (77.5)

*Onset up to 2 days. **Onset 3 days or more.
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Table 4. Comparison between common and uncommon clinical presentation of dengue

according to previous seropositivity for IgG dengue/Zika

Uncommon Common

Previous dengue dengue OR (C1 95%)  p-value

serostatus (n) (n)

Prior dengue 1gG+ 17 34 0.33(0.13-0.78)  0.006

Prior dengue 1gG- 23 15 1

Prior Zika IgG+ 2 7 0.31 (0.06-1.61) 0.084

Prior Zika IgG- 38 42 1

Table 5. Clinical and laboratory characterization of confirmed Zika cases.

Signals and Signals/symptons Alarm signals/clinical
symptons n (%) (n=37) n (%) outcome n (%)
Fever (n=37) Headache 27 (73.0) Dyspnea -
Absence 8 (21.6) Retrocular pain 23 (62.1) Severe abdominal pain -
Presence 29 (78.4) Myalgia 23 (6.1) Incoercible vomiting -
Duration (days) n=29 Conjunctive hyperemia 22 (59.4) Postural dizziness -
1 14 (48.3) Nausea 17 (45.9) Cold sweating -
2 10 (34.5) Mild abdominal pain 14 (37.8) Lethargy -
3 5(17.2) Sore throat 12 (32.4) Intravenous serotherapy -
>4 - Arthralgia 11 (29.7) Death -
Maximum Tax (n =29) Diarrhea 11 (29.7) Blood count N (%)
37.5°C —38.2°C 24 (82.7) Cough 11 (29.7) Leukocytes (cells / mm3) N=36
38.3°C - 39°C 5(17.3) Runny nose 10 (27.0) < 4,000 23 (62.1)
Diffuse skin rash
(n=37) Vomiting 9(24.3) >4,000 14 (37.9)
Absence 17 (45.9) Joint edema 5(13.5) Platelets (cells / mm3) N=36
Early * 17 (45.9) Mild bleeding - < 150,000 5 (16.5)
Late ** 3(8.2) Tourniquet test + - > 150,000 32 (83.5)

*Onset up to 2 days. **Onset 3 days or more.



Table 6. Positive Predictive Value of clinical dengue and Zika suspicion

Confirmed Not confirmed Total Positive Predictive Value
Suspected (n) (n) (n) (%)
Dengue
146 24 170 85.8
Zika
16 81 97 16.5

Table 7. Common dengue, uncommon dengue and Zika cases in members of the same

family.
Common Uncommon
Families Age Sex Year  dengue dengue Zika
1
Member A 5 male 2015 No No Yes
Member B 10 male 2015 No No Yes
2
Member A 16 male 2019 No Yes No
Member B 19 female 2019 Yes No No
3
Member A 14 female 2019 Yes No No
Member B 20 female 2019 No Yes No
4
Member A 10 male 2019 No Yes No
Member B 15 female 2019 Yes No No
Member C 47 male 2019 Yes No No
Member D 50 female 2019 No Yes No
5
Member A 13 male 2019 Yes No No
Member B 13 male 2019 Yes No No
Member C 43 female 2019 Yes No No
6
Member A 9 male 2019 No Yes No
Member B 15 male 2019 Yes No No
7
Member A 17 male 2019 Yes No No
Member B 20 female 2019 Yes No No
8
Member A 12 female 2019 Yes No No
Member B 14 male 2019 Yes No No
Member C 15 male 2019 Yes No No
9
Member A 10 male 2019 No Yes No

Member B 14 female 2019 No Yes No
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Abstract

We report a case series of coinfection of Zika and Dengue viruses (ZIKV and DENV)
among participants of a prospective cohort in Central Brazil from 2015 to 2019. In this
series, clinical and laboratory presentation and clinical evolution of these arboviruses’
cases were described. The clinical outcomes were suggestive for both DENV and ZIKV
infection. No coinfected patient had neurological manifestation, warning signs or shock.
A continuous specific laboratory confirmation for both Dengue and Zika viruses should
be enforced as part of the surveillance systems even in the presence of very suggestive

cases of dengue fever, minimizing the risk of a late detection of ZIKV circulation.
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Introduction

Dengue is currently considered the most important arboviruses in the world due
to its impact on morbidity, mortality and economy of countries®. Brazil is one of the most
affected countries by dengue epidemics in the past decade. This scenario became more
challenging with the emergence of Zika (ZIKV) and Chikungunya viruses after 2014,
including difficulties in specific diagnostic due to cross reaction of laboratory tests?.

ZIKV and dengue virus (DENV) are mosquito-borne RNA viruses belonging to
the family Flaviviridae. The cocirculation of these viruses makes their diagnosis and
treatment a challenge for health professionals, especially due to similar clinical
outcomes®. Dengue/Zika coinfection has been described, but clinical and laboratory
presentations and the exact knowledge about the severity of dengue or Zika in co-infected
individuals are issues that still require further investigation®®. Here, we present a cases
series of ZIKV/DENV coinfection detected in a prospective cohort study in a highly
endemic setting in Central Brazil.

The study

From May 2015 to June 2019, we followed a cohort of 2017 participants in the
city of Goiania, capital of Goias State, Central Brazil. Participants' initial age was two to
16 years and blood samples were also collected for feverish case evaluations of some
older siblings or parents.

The initial objective of the research was to study the dynamics of dengue
transmission in a highly endemic scenario. However, ZIKV emerged in the area, leading
to an outbreak in 2016 with sporadic cases in the following years.

Febrile cases were monitored weekly by telephone calls to the participants' legal
guardians and by direct contact to the attending physician. After identification of a
feverish condition, the attending physician performed a home visit for clinical evaluation
of patients and collection of blood/urine for diagnosis of acute dengue/Zika infection in
suspected cases. We used the clinical criteria for defining suspected dengue: fever lasting
from two to seven days and two or more of the following manifestations:
nausea/vomiting; late rash (fourth day of symptom onset onwards); myalgia/arthralgia;
headache or retroorbital pain; petechiae/positive tourniquet test; leukopenia. The criteria
for defining suspected Zika cases was: itchy skin rash accompanied by at least one of the
following signs or symptoms: low fever; conjunctival hyperemia/non-purulent

conjunctivitis; arthralgia/polyarthralgia; periarticular edema. Rash usually appears on the
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first day or second day of symptom onset. These definitions are adopted by the Brazilian
Ministry of Health®. The warning signs evaluated were: severe abdominal pain; persistent
vomiting; fluid accumulation (ascites, pleural effusion, pericardial effusion); postural
hypotension and/or lipothymia; lethargy and/or irritability; hepatomegaly; mucosal
bleeding; and progressive increase in hematocrit®.

To investigate the annual immune status for dengue we used the enzyme-linked
immunoassay test for the detection of dengue IgG antibodies (Dengue Virus IgG
DxSelect™ FOCUS Diagnostics, Inc., Cypress,California 90630 USA) as instructed by
the manufacturer.

Dengue acute infection was investigated by NS1 antigen (rapid test Dengue NS1
Ag STRIP-Bi-orad), NS1 antigen (Bio-rad™ Platelia Dengue NS1Ag) and detection of
viral RNA using an one-step real-time reverse transcriptase followed by polymerase chain
reaction (real time RT-PCR) as previously described®®, in serum collected up to the
seventh day of the onset of symptoms. The seroconversion of anti-dengue 1gM/IgG
antibodies was investigated using the Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ FOCUS
Diagnostics, Inc., Langenhagen-Hannover, Germany; and IgG DxSelect™ FOCUS
Diagnostics, Inc., Cypress, California, USA). Sample for anti-lgM antibodies was
collected in the first seven days of symptoms and when negative, a new collection was
performed between 14 and 21 days.

ZIKV infection was confirmed by real time RT-PCR using a previously validated
protocol®!, in serum samples collected up to the seventh day of the onset of symptoms.
Two urine samples were also collected (one up to the seventh day and another between
the 10-20th day after the onset of symptoms). Viral RNA was extracted from the serum
and urine samples using the commercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche™
Diagnostics, Applied Science, Germany) following the manufacturer's instructions.

Dengue serotype-specific neutralizing antibodies (NAbs) were determined in
serum samples by Plaque Reduction Neutralization test (PRNT) following a modified
protocol by Morens et al (1985)* and according to WHO guidelines®3. A positive result
was considered when NAbs levels were > 1:20. The PRNT reciprocal dilution positivity
was defined based on a 90% reduction in plaque counts (PRNT90).

We considered confirmed dengue cases those with positive detection for: 1)
dengue NS1 antigen + anti-dengue IgM; 2) DENV RT-PCR; and for Zika those with
positive for ZIKV RT-PCR.
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This research was approved by the Research Ethics Committee of the Medical
School of the University of S&o Paulo (IRB no. 507/13, on January 6, 2014).

Between May 2015 and June 2019, six cases of dengue/Zika coinfection were
confirmed. ZIKV RNA was detected by RT-PCR in all six cases (all in urine samples);
DENV RNA was detected by RT-PCR in two of them and NS1Ag was detected in five
cases. All cases were positive for dengue IgM. In cases with non-detected DENV RT-
PCR, PRNT was performed and NAbs levels were between 1:40 to 1:1280 (DENV
multitypical response). One case of negative dengue IgG prior to fever presented

seroconversion (Table 1).

[Insert Table 1]

Table 2 presents a summary of the clinical presentation and laboratory results. The
clinical outcomes were suggestive of a ZIKV infection in five patients, with early (first
day or second day of symptom onset) diffuse pruritic maculopapular or morbilliform skin
rash with low or short-term fever, when present. Additionally, conjunctivitis and joint
edema were also observed in two cases. Case 4 was suggestive of dengue fever, with high
fever and diffuse pruritic maculopapular skin rash on the fifth day of disease.

[Insert Table 2]

Our results are different from most of the similar case studies of co-infection
published so far, in which a predominance of dengue clinical outcome was observed and,
although not frequent, the possibility of alarm signs and the need for intravenous
hydration existed*>"®, However, Lovine et al (2017)® also found a clinical presentation
suggestive of a Zika case, with no signs of severity warning.

No unexpected or other specific symptoms were observed. All cases had a mild
presentation with general symptoms, with headache and myalgia observed in five cases;
retroorbital pain in four cases; nausea in three cases; sore throat, mild abdominal pain and
diarrhea in two cases; arthralgia and vomiting in one case.

Leukopenia has been described for both dengue and Zika cases and
thrombocytopenia is more commonly described in dengue as compared to Zika®**. In co-
infection cases, the predominance of leukopenia remained in our results and in other

reported cases*>8. Most reported cases of dengue/Zika coinfection had normal platelet

88



counts”®, as found in four cases in this study. However, two cases in our study presented
thrombocytopenia. Similar outcome was observed in two cases reported by Dupont-
Rouzeyrol (2015)*, as well as one of the cases reported by Chia (2017)°.

Cases of False-Positive Dengue NS1 Antigen in patients with Hematological
Malignancies have been reported, but symptomatology and benign evolution with
complete disappearance of symptoms within seven days were not compatible with such
etiologies™. Gyurech et al. (2016)* also described a false positive DENV NS1 antigen
test result in a patient with an acute ZIKV infection, who was initially suspected for acute
dengue fever. Unlike, Maurits et al. (2017), in a study conducted between 2015 and
2016, in blood samples of laboratory confirmed ZIKV-infected travelers, showed that
none of the ZIKV RNA positive blood samples were cross-reactive in the DENV NS1
antigen ELISA. Similar results were published in a retrospective study (December 2015
to March 2016), in which the results did not show any DENV NS1 antigen cross-reactivity
in RT-PCR confirmed acute ZIKV samples of French Guiana!®. Guidelines consider the
detection of NS1 antigen sufficient to confirm acute DENV infection®4. We found, in
these six cases reported with detected ZIKV RT-PCR, four with undetected DENV RT-
PCR. All four, in addition to detected NS1Ag, were also positive for dengue IgM and
presented high titers of DENV neutralizing antibodies, showing the presence of infection
by both viruses and not DENV NS1 antigen cross-reactivity in ZIKV RT-PCR detected

cases.

Conclusions

The clinical and laboratory evolution of dengue/Zika co-infection cases is still
unclear, especially regarding the severity of these cases. We found no serious clinical
outcomes in coinfected patients. Our results and the other published studies so far,
demonstrated that a clinical diagnostic can be misleading. Cases of dengue/Zika co-
infection may fulfill both the criteria of suspected dengue and Zika cases. In the absence
of unique characteristics for co-infection cases, clinicians should be aware of the
possibility of typical clinical presentations of both dengue and Zika in patients,
emphasizing the importance of confirmatory laboratory tests for dengue and Zika.

We recognize that testing all suspected cases for both diseases is unfeasible, but a
continuous specific laboratory confirmation for both Dengue and Zika viruses should be
enforced as part of the surveillance systems even in the presence of very suggestive cases

of dengue fever, minimizing the risk of a late detection of ZIKV circulation.
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ZIKV infections have become an international concern because of their potential
to cause microcephaly and other neurodevelopmental abnormalities that occur as a
consequence of maternal infections®®. Early detection of ZIKV circulation is paramount
in generating alerts for the population, in order to prevent new cases of Congenital Zika

Syndrome.
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Tables

Table 1. Dengue and Zika specific diagnostic tests.

Specific tests Casel Case2 Case3 Case4 Caseb Caseb
Age (years) 6 9 13 17 29 40
Sex Male  Male  Male Male Female Female
DENV NS1Ag + + + - + +
DENV RT-PCR - - - + + -
DENV PRNT* + + + NT**  NT** +
DENV IgM + + + + + +
Previous DEN 1gG + - + + + +

Post infection DEN
IgG T T + T it T

ZIKV RT-PCR*** T - - ' T -

* DENV PRNTO title with values between 1:40 to 1:1280. ** NT: not tested.

*** Urine samples were collected at the following day after the onset of symptoms: case 1: 5; case 2: 3,
case 3: 3; case 4: 5; case 5: 3; case 6: 14.
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Table 2. Clinical and unspecific laboratory description of dengue/Zika coinfection cases

in a Brazilian cohort, 2015-2019.

Clinical and laboratory data Casel Case2 Case3 Cased4 Caseb Caseb
Skin rash + (early) + (early) + (early) + (late) + (early) + (early)
Type of rash DPMP* DPMB** DPMP* DPMP* DPMP* DPMP*
Headache + + + + . +
Retroorbital pain - + - + + +
Myalgia + - + + + +
Conjunctivitis + - + - - -
Sore throat + + - - - -
Mild abdominal pain + + - - - -
Arthralgia - - - - - +
Joint edema - - - - + +
Diarrhea - + - - + -
Nausea - + + - - +
Vomiting - + - - - -

Warning signs/hospitalization - - - - - -
Maximum tax (°C)/duration (days) 37.7/1  37.9/1 36,9 38.8/3 37.9/1.5 38.0/1.5
L eukocytes (cells/mm?) 3,4 2,9 4.4 3 3,2 43
Platelets (cells/mm?) 173 173 149 157 172 120

* Diffuse pruritic maculopapular. ** Diffuse pruritic morbilliform
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo descrevemos as estratégias para se implantar, conduzir e concluir
um estudo prospectivo com duragdo de quatro anos no Brasil. Estudos de coorte
apresentam desafios operacionais que restringem seu uso em paises de média renda.
Assim como o fizemos, Pedro et al. (2019) descreveram a complexidade da
implementacdo de uma abrangente pesquisa prospectiva em areas de grande assentamento
urbano no Rio de Janeiro, Brasil, esclarecendo os principais obstaculos e facilitadores. A
descricdo e analise das experiéncias de campo em estudos de seguimento de acordo com
a especificidade de cada regido pode contribuir para o planejamento de futuras pesquisas
semelhantes em outras localidades.

Também foram descritos e discutidos 0s aspectos sazonais das principais suspeitas
diagnosticas dos casos febris durante o periodo do estudo. Por ter o clima um importante
papel na transmissdo de doencas transmissiveis que apresentam elevada
morbimortalidade em paises de baixa e média renda, a sazonalidade tem sido objeto de
estudo por parte de gestores de salde e pesquisadores a fim de se atenuar potenciais riscos
a satde humana (SILVA JUNIOR et al., 2011).

Foi feita uma descricao e analise das caracteristicas clinico-laboratoriais dos casos
confirmados de dengue e Zika no estudo. Uma apresentacdo clinica de dengue, composta
por sintomatologia mais leve, que ndo se enquadra nos critérios de casos suspeitos
definidos pelo Ministério da Saude do Brasil e que havia sido pouco discutida
anteriormente na literatura, foi encontrada. Nesse estudo, algumas hipéteses explicativas
para essa mudanca na apresentacdo clinica em alguns casos de dengue, ocorrida
principalmente em 2019, tais como uma possivel influéncia nos sintomas de dengue
determinada pela infeccdo prévia pelo ZIKAV e/ou a presenca da sintomatologia
incomum ser devida ao terceiro ou quarto episédio de dengue nesses casos, nao
evidenciaram associacdo positiva. Sabe-se que alguns genotipos do DENV-2 produzem
quadros menos graves (ex: genotipo americano) e outros estdo associados ao potencial de
causar sintomas graves (ex: sudeste asiatico do DENV-2) (COLOGNA; ARMSTRONG;
RICO-HESSE, 2005), portanto uma possivel associagdo seria a presenca de um sorotipo
menos virulento nos casos com menor acometimento do estado geral, sendo importante a
realizacdo da sorotipagem e da andlise genotipica de casos semelhantes a esses.
Evidéncias também sugerem que altas cargas virais durante a infeccdo por DENV estdo

associadas a uma sintomatologia mais intensa da doenca (WILDER-SMITH et al., 2019),
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entdo, uma associacao entre carga viral e apresentacdo clinica poderia ser encontrada. O
rash cutaneo, na Zika, quando presente, surge no inicio da sintomatologia da doenca (LIU
et al., 2017) e essa mesma caracteristica esteve presente nos casos com apresentacao
clinica anusual de dengue nesse estudo. Barros et al. (2018) demostraram que altos niveis
de Interferon Gammainduced Protein 10 (IP10) em individuos infectados pelo ZIKV
estavam fortemente associados com o exantema. Uma comparag&o entre os niveis de IP10
entre 0s casos com apresentacéo clinica usual e anusual de dengue poderia ser uma analise
relevante.

Com relagdo a apresentagdo clinica de Zika, o sintoma guia elencado pela
definicdo de caso suspeito do Ministério da Salde (rash cutdneo pruriginoso) esteve
ausente em quase 50% dos casos em nosso estudo, sendo o valor preditivo positivo de
suspeita clinica dessa doenca de 16,5%. Yan et al. (2018) sugeriram um critério
diagndstico de diferenciacao clinica entre dengue e Zika e a presenca do rash cutdneo ndo
foi incluida nesse critério. A auséncia do exantema pode dificultar a acurécia diagndstica
por parte dos clinicos, mas, devido o nimero de casos confirmados de Zika ser pequeno
em nosso estudo, outras pesquisas com casuisticas maiores devem ser considerados para
a melhor avaliagdo da sintomatologia dessa arbovirose. Caso se evidencie em novos
estudos que o exantema pode ndo estar presente com a frequéncia de 90 a 100% dos casos
de Zika conforme descrito pelo Ministério da Satude (BRASIL, 2019), uma revisao sobre
os critérios de definicdo de casos suspeitos dessa doenca sera relevante.

Com base nas séries de casos disponiveis (ESTOFOLETE et al., 2018) e em
nossos resultados, nenhuma caracteristica clinica tipica pode ser identificada como
coinfeccdo dengue/Zika e os médicos devem estar cientes da possibilidade de
apresentacdes clinicas de ambas nos casos de coinfec¢do, o que enfatiza a importancia de

testes laboratoriais confirmatérios para dengue e Zika.
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6 CONCLUSOES

A pesquisa de campo no Brasil tem sido desafiadora, pois a mentalidade cientifica
ainda ndo esta totalmente incorporada a sociedade. A parceria entre a academia e 0s
servigos de saude pode ser uma estratégia apropriada nessa perspectiva. A contribuicédo
da equipe de gestdo da Secretaria Municipal de Salde de Goiania e das Equipes de Saude
da Familia foi essencial para a correta implementacao e conducéo deste estudo. Por outro
lado, o desempenho dos pesquisadores favoreceu o Servico de Salde por meio de
atividades de vigilancia e atencdo a salude da populacdo. Essa experiéncia
interinstitucional foi bem-sucedida, com beneficios para ambas as instituicdes.

Descrigdes anteriores do perfil sazonal das IRA, pneumonia, dengue e Zika
apresentaram concordancia com nossos resultados. Novos estudos sobre a etiologia de
DDA em Goiéania podem ajudar a entender sua sazonalidade nessa regido. A compreensao
desses perfis sazonais pode orientar acdes de prevencao e planos de tratamento para essas
doengas ao longo dos anos.

A sintomatologia dos casos de dengue e Zika podem se confundir e nem sempre
se enquadram nas respectivas defini¢des de casos suspeitos preconizadas pelo Ministério
da Saude. Mesmo reconhecendo o aumento do custo para a saude publica de paises que
enfrentam inimeros desafios como o Brasil, em &reas de co-circulacio de DENV e ZIKV,
0 uso de testes laboratoriais especificos pode ser necessario para implementar
adequadamente as acdes de prevencdo e manejo dessas doencas.

Os casos de coinfeccdo dengue/Zika podem atender aos critérios de definicédo
propostos pelo Ministério da Salde, tanto para a primeira doenca, quanto para a segunda.
Reconhecemos que a testagem de todos 0s casos suspeitos para ambas as doengas €
inviavel, mas uma confirmacéo laboratorial especifica continua para os virus da dengue
e Zika deve ser inserida como parte dos sistemas de vigilancia, mesmo na presenca de
casos muito sugestivos de dengue, minimizando o risco de uma deteccdo tardia da

circulacdo do ZIKV.
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