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SINOPSE

Estudou-se a influéncia dos indices pluviométricos nas médias de positividade
e produtividade dos recipientes artificiais usados pelo Aedes aegypti em um bairro
de Manaus no periodo de 1999 a 2001. Analisou-se a viabilidade dos ovos de 4.
aegypti em diferentes condigBes: no insetario e em éarea externa, em trés tipos de
armazenamento por diferentes periodos. Utilizou-se a técnica de RT-PCR para
investigacdo dos sorotipos do virus dengue em A. aegypti circulantes em Manaus em

2003.

Palavras-chave: Adedes aegypti, Controle do Dengue, Densidade larvaria,

Oviposigdo, RT-PCR.
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A minka querida sobrinha Morgana (In
memoriam), um anjo que passou muito rapido

por essa vida, e deixou muita saudade.
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0 que possa conseguir.”
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RESUMO

Esse trabalho abordou diferentes pardmetros entomoldgicos importantes para o
controle do dengue na cidade de Manaus: (1) O estudo dos recipientes artificiais com a
realizagdo de coletas diarias em um bairro no periodo de 1999 a 2001, para analisar a
influéncia dos indices pluviométricos na positividade e produtividade dos recipientes
artificiais usados pelo Aedes aegypti; (2) Avaliagdo da viabilidade dos ovos de 4. aegypti
em condi¢des de laboratorio e em area externa, por meio da realizagdo de testes com ovos
mantidos em diferentes periodos e em diversos tipos de armazenamento; (3) Investigagdo
por RT-PCR dos sorotipos do virus dengue circulantes em Manaus no ano de 2003, em A.
aegypti capturados em varios bairros da cidade, onde havia registros de casos clinicos de
dengue. A transmissdo transovariana do virus foi analisada com a utilizagdo das formas
imaturas do vetor.

As andlises das médias de positividade nos trés anos, permitiram constatar aumento
nos valores de 1999 para 2000 e queda em 2001. Verificou-se um padrdo marcante de
sazonalidade para positividade cujas médias mais elevadas ocorrem predominantemente
nos meses chuvosos. Em relagio i produtividade, as médias sofreram redugdo no decorrer
dos trés anos, e ndo foi constatado um padro sazonal como na positividade. Os recipientes
com maiores médias de positividade e produtividade foram pegas e materiais e pneus, que
apresentaram 36,08 e 33,43 larvas, respectivamente.

Os resultados dos experimentos da viabilidade dos ovos de 4. aegypti demonstraram
que a média de eclosdo foi bem maior no insetario - 32,38, do que na area externa — 7,46.
As taxas de eclosdo sdo elevadas até 4 meses — 48%, no entanto, a eclos@o foi observada

até 8 meses, em percentuais muito baixos — 0,02%. Verificou-se ainda que o dessecamento
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é o principal fator envolvido na perda da viabilidade dos ovos, o que foi comprovado pelas
imagens de microscopia eletrdnica de varredura, realizada em ovos de diferentes periodos.
Os resultados dos testes com a RT-PCR em A. aegypti revelaram uma taxa de
infecgiio de 18% para o sorotipo DENV 3 (15 lotes positivos dos 82 analisados), sendo
detectados mosquitos positivos coletados em 15 bairros de Manaus. Esses dados
permitiram concluir que a populagdo esta sob risco de sofrer uma epidemia ocasionada
pelo sorotipo DENV 3 que pode ser acompanhada de aumento dos casos de FHD. Portanto,
torna-se necessaria a adogio de medidas de vigilancia eficientes, que identifiquem os
sorotipos circulantes. A utilizagdo da técnica da RT — PCR, para o monitoramento da
circulagio viral em mosquitos, apresenta-se como uma importante alternativa na prevengao
das epidemias de dengue, pois permite identificar com rapidez e total confiabilidade os

niveis de disseminagio do virus em determinadas areas.
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ABSTRACT

The present study addresses important entomological parameters for the dengue
control in the city of Manaus: (1) The study of artificial containers with daily collections in
a neighbourhood from 1999 to 2001, in order to analyze the influence of the rainfall index
on the positivity and productivity of the artificial containers used by the 4. aegypti. 2)
Evaluation of the viability of the eggs of A. aegypti under laboratory conditions and in an
outdoor area, by the performance of tests with eggs kept under several kinds of storage; 3)
Investigation through RT-PCR of the dengue virus serotypes circulating in Manaus in de
2003, on A. aegypti specimens captured in various neighbourhoods of the city, where there
was a record of clinical cases of dengue. The virus transovarial transmission was analysed
by using the vector’s immature forms.

The analyses of the positivity averages throughout the three years, made it possible to
notice the raise on the positivity values from 1999 to 2000 and drop in 2001. A marked
pattern of seasonality was found for positive values, whose highest averages occurred
predominantly in the rainy months. Regarding productivity the averages underwent a
reduction through the course of the three years, and there was no seasonality pattern as
shown on the positive values. Containers with the highest positivity and productivity
averages were tools, construction material and tyres, which presented 36.08 and 33.43
larvae, respectively.

The findings of the 4. aegypti eggs viability experiments showed that the hatching
average was much higher in the insectariums — 32.38, than in the outdoor area — 7.46. The
hatching rates increased up to 4 months — 48%, however, by 8 months they dropped to low

rates — 0.02%. Desiccation was also found to be the main factor involved on the loss of



FDIIIIT IR POPPEBCBE &

X1l

viability from the eggs, which was confirmed through scanning electron microscopy

imaging carried out on eggs from different periods.

The findings from the tests on 4. aegypti mosquitoes with the RT-PCR showed an
infection rate of 18% for the DENV 3 serotype (15 positive lots out of the 82 analysed),
being detected positive mosquitoes that were collected from 15 neighbourhoods of Manaus.
These findings allowed concluding that the population is running the risk of having to put
up with the occurrence of an epidemic brought about by the DENV 3 serotype that may be
accompanied by the increase of FHD cases. Hence, it becomes necessary to adopt efficient
surveillance measures, which will identify the serotypes circulating. The RT - PCR
technique for monitoring the viral circulation in mosquitoes, shows to be an important
method on the prevention of dengue epidemics, since it makes it possible to identify the

virus dissemination levels in determined areas quickly and reliably.
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1. INTRODUCAO GERAL

O dengue é a virose que nas ultimas décadas se tornou um dos principais problemas
de saude publica mundial. Ocorre nas regides tropicais e subtropicais, predominantemente
nas areas urbanas e suburbanas (Soper, 1944; Gubler, 1997, Jacobs, 2000; WHO, 2000).
Nos ultimos 30 anos ocorreu a expansio mundial da doenga, principalmente na Asia,
Pacifico, na Africa e nas Américas, que registram anualmente cerca de 50 a 100 milhdes de
casos. Na Asia e nas Américas também vem ocorrendo o agravamento dos casos, com 0
aumento das formas hemorragicas (PAHO, 1985; Gubler, 1998, WHO, 2002).

Dentre os fatores que contribuem para a ressurgéncia do dengue, pode-se citar o
crescimento acelerado das populagdes, intensa circulagdo de pessoas entre as regides,

deficiéncia dos programas de controle dos vetores € o surgimento da resisténcia dos

vetores aos inseticidas (Gubler, 1998).

1.1 Arbovirus

A palavra arbovirus é originaria da expressdo inglesa arthropod-borne acrescida da
palavra virus. Designa-se neste grupo os virus mantidos na natureza, mediante transmissdo
biologica entre hospedeiros vertebrados susceptiveis e artropodes hematofagos ou de
hospedeiro artropode a hospedeiro artrépode através da via transovariana e possivelmente
da via venérea (Beaty & Marquardt, 1996). Estes virus multiplicam-se € produzem viremia
nos vertebrados, também se multiplicam nos tecidos de artropodes e séo passados a novos
vertebrados susceptiveis através da picada do inseto, apés um periodo de incubagdo. Este
periodo dura de cinco a seis dias at¢ algumas semanas, durante o qual o virus multiplica-se

nos tecidos do inseto, até atingir as glandulas salivares e, a partir desse momento, podera

ocorrer transmissdo (WHO, 1985; Calisher, 1998).
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O mecanismo de transmissdo dos arbovirus envolve uma complexa interagdo do
virus, do vetor invertebrado e do hospedeiro vertebrado. A competéncia do vetor, que € a
habilidade para tornar-se infectado e transmitir o virus para o hospedeiro vertebrado, ¢é
determinado por multiplos fatores, incluindo o virus, a estrutura genética do vetor, a
concentragio viral no hospedeiro vertebrado infectado, a temperatura do ambiente,

autogenia, as glandulas salivares, e as barreiras do estdmago e outros fatores menos

conhecidos (Calisher, 1998).

A regido amazodnica brasileira ¢ considerada o maior reservatorio de arbovirus do
mundo. Cerca de 186 tipos diferentes de arbovirus ja foram identificados nesta regido, dos
quais 157 foram isolados e descritos pela primeira vez no Brasil, 86 ja foram comprovados
como tipos novos para a ciéncia e 34 estdo associados a infecgdes humanas na Amazdnia
(Travassos da Rosa ef al., 1986, 1998, 2001; Pinheiro et al, 1998; Vasconcelos et al.,
2001; Tavares-Neto et al., 2004). Dentre estes, muitos sdo transmitidos por mosquitos €
constituem sérios problemas global ou regional de saude publica, tais como os virus do
Dengue, Febre Amarela (FA), virus da Encefalite Eqiina Japonesa (EEJ), virus da
Encefalite de Sdo Luis (ESL).

Atualmente, a maioria dos arbovirus esta distribuida em cinco familias: Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridac e Reoviridae. Estas familias podem conter
alguns membros que ndo sdo necessariamente arbovirus (Karabatsos, 1985; Beauty &

Bishop, 1988; Travassos da Rosa al.,1998).

1.2 Familia Flaviviridae
Os Flavivirus sdo pequenos virus envelopados, com tamanho variando entre 40 e
50nm de didmetro, quimicamente compostos por proteinas, carboidratos, fosfolipidios e

RNA. O RNA ¢ a estrutura gendmica, possui fita simples de mais ou menos 11 kb.
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Analises bioquimicas da organizagdo e multiplicagdio viral demonstraram que 0s virus
desta familia sdo similares em morfogénese, morfologia e estratégia de multiplicagdo

(Westaway e al., 1985; Chambers et al., 1990; Barbosa, 1996).

A familia Flaviviridae possui 70 membros, sendo 69 pertencentes ao género
Flavivirus, que corresponde ao grupo B dos arbovirus e um Simiam Hemorrhagic Fever,
nio classificado (Karabatsos, 1985). Muitos Flavivirus sdo arbovirus e sdo mantidos na
natureza pela transmissdo de vetores artropodes hematofagos (mosquitos ou carrapatos)
para hospedeiros vertebrados (mamiferos, exceto morcegos, marsupiais ou passaros)
quando o artrépode realiza o repasto sangiiineo. As viroses podem também ser transmitidas
de forma transovariana, que ocorre quando os patogenos sio transmitidos aos descendentes
pelos pais. E verificada em mosquitos e carrapatos. Alguns virus apresentam
especificidade de hospedeiros vertebrados (por exemplo, somente primatas), enquanto
outros possuem uma variedade ampla (passaros, mamiferos, etc.). A transmissdo
geralmente origina-se a partir da viremia no hospedeiro vertebrado, € a presenga do virus
na secregdo da glandula salivar do artropode (Murphy et al., 1995).

A ocorréncia de patogenicidade nas espécies de vertebrados ¢ elevada, contudo ainda
ndo foi observada em artropodes. Cerca de 30 Flavivirus causam doengas em humanos,
variando de doenga febril com ou sem irritagdo na pele, até quadros bastante graves, como
febres hemorragicas, encefalites ou hepatites (Murphy et al.,1995).

No género Flavivirus estio incluidos muitos virus transmissores de doengas de
grande importancia epidemioldgica. Dentre os transmitidos por mosquitos pode-se citar da

febre amarela (FA), virus dengue (DEN), encefalomielite de St. Louis (SLE) e Rocio

(ROC).
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1.3 Virus Dengue

Os virus dengue constituem um complexo antigénico da familia Flaviviridae, do
género Flavivirus (Calisher et al., 1989). O primeiro isolamento do virus DENV foi
realizado em 1943, por Kimura & Hotta. No entanto, por terem publicado o trabalho em
uma revista (Nippon Igaku) de circulagdo restrita, esta informagao foi pouco divulgada.
Coube a Albert Sabin, em 1944, o registro oficial dos primeiros isolamentos dos sorotipos

DENV-1 e DENV-2 (apud. Vasconcelos, 1999).

Atualmente sio reconhecidos quatro sorotipos imunologicamente distintos (DENV-
1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), que ocasionam a febre do dengue, doenga infecciosa
ndio contagiosa que apresenta duas formas clinicas principais: a febre classica do dengue
(FD) e a febre hemorragica do dengue (FHD), com ou sem choque. A infecg@o por um
sorotipo produz imunidade permanente contra reinfecgdo pelo sorotipo causador da
infecgdio, mas apenas imunidade temporaria contra os outros (PAHO, 1994, Nogueira et

al., 2000; Guzman & Vazquez, 2002; Rigau-Pérez et al.,, 2002).

1.3.1 Ciclo de Transmissiio

Os virus dengue sdo transmitidos ao homem através da picada de dipteros
hematofagos do género Aedes. Nas Américas, Aedes aegypti € o principal e talvez Gnico
vetor, visto que Aedes albopictus Skuse, 1894, vetor secundario na Asia e no Pacifico, até
o momento ndo tem sido implicado na transmissdo dos virus dengue no continente (Gubler
et al., 2001; Degallier et al, 2003; Lourengo-de-Oliveira et al, 2003; Gratz, 2004).
Estudos desenvolvidos em diferentes regides vém demonstrando a existéncia de outros
vetores potenciais, como 4. albopictus e Aedes polynesiensis Marks, 1951 nas Filipinas,
Indonésia e Ilhas do Pacifico e Aedes africanus na Africa (Gluber, 1987, 1998; Travassos

da Rosa et al., 1997).



A. aegypti é o mais importante vetor do dengue e transmissor da febre amarela em
areas urbanizadas; é provavelmente originario da Africa (Christophers, 1960; Belkin, 1962;
Cookman & Lebrun, 1986) e sua introdugdio nas Américas esta ligada ao trafico de
escravos daquele continente (Kettle, 1992). Atualmente encontra-se dispersamente
distribuido nas regides tropicais e subtropicais, compreendidas principalmente entre 45° de
latitude Norte e 35° de latitude Sul, e dentro das zonas isotermais de 20° C (Consoli &
Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Trata-se de um mosquito de habitos predominantemente sinantropicos €
antropofilicos, possuindo grande capacidade adaptativa aos criadouros artificiais com agua
ndo poluida. E essencialmente doméstico e bem adaptado as temperaturas mais elevadas e
as precipitagdes pluviométricas abundantes. A oviposi¢do ocorre em recipiente contendo
agua com certo grau de poluigdo e protegidos do sol, como tanques, caixas d' agua,
cisternas, vasilhames descartaveis e outros. Os ovos constituem-se na principal forma de
resisténcia do 4. aegypti, podendo permanecer viaveis por cerca de um ano. O periodo de
vida do mosquito adulto varia de acordo com a regiéio, em areas temperadas vivem cerca

de um més, enquanto nas tropicais essa expectativa de vida tende 2 redugio em
aproximadamente uma ou duas semanas. O tempo transcorrido entre a eclosdo do ovo e a
forma adulta, em condigdes favoraveis varia em torno de 10 dias (Gadelha & Toda, 1985,
Ministério da Satde, 1987; Consoli & Lourengo-de-Oliveira,1994; Forattini, 2002).

No continente americano, os virus dengue foram introduzidos pelas cidades, visto que
o vetor tem habitos essencialmente urbanos. A transmissio ocorre de homem a homem

através da picada do A. aegypti. As pessoas sdo infectantes nos primeiros dias da doenga,
quando o virus circula no sangue. O periodo de incubagéo do dengue no homem (periodo
intrinseco) é de 3 a 15 dias, tendo um tempo médio em torno de 5 a 6 dias. O mosquito se

torna infectado, quando realiza o repasto sangiineo em individuos infectados que se
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encontram no periodo de viremia. No mosquito, o periodo de incubagdo varia de 8 a 11
dias, a partir do qual se torna infectante, e assim permanece pelo resto da vida (OMS, 1987,

Pontes & Ruffino-Netto, 1994; Travassos da Rosa et al., 1997).

O homem é o principal hospedeiro do virus, embora haja evidéncia de transmissdo
silvestre similar ao da febre amarela (FA) nos continentes africano e asiatico, do qual
participariam primatas ndo humanos (Rodhain, 1991). Essa hipétese foi refor¢ada com o
isolamento de varias amostras de dengue, de mosquitos silvestres no Oeste da Africa &
espécies de Aedes previamente incriminados no ciclo silvestre da febre amarela) e a partir
de sangue de um macaco, Erythrocebus patas (WHO, 1986, Gubler, 1997a).

Nas Américas, ainda ndo foi demonstrada a ocorréncia de um ciclo de manutengio
silvestre para os virus dengue. O registro da detec¢do de anticorpos neutralizantes de
dengue em indios de uma localidade remota de Bolivia, sem a presen¢a do A. aegypti ndo é
evidencia suficiente para comprovagdo do ciclo silvestre (Monath, 1990; Travassos da Rosa
et al., 1997, Forattini, 2002).

No ciclo de transmissdo do dengue, a interagdo do meio ambiente, do agente
etiologico, da populagio de hospedeiros e de vetores, determinardo a dindmica de
transmissdo do virus. No entanto, ha fatores associados ao hospedeiro que favorecem a
circulagdo viral. Por exemplo, as mulheres e as criangas pequenas, que permanccem
durante o periodo diurno em suas habita¢Ges, estdo em maior contato com a populagéo de
mosquitos infectantes. Portanto, sexo, idade, condigSes imunologicas, condi¢des de satde
e a profissio podem determinar uma dindmica diferenciada de transmissio (Melo, 1994,

Pontes & Ruffino-Netto, 1994; Gubler, 1998; 2004).

Outro parimetro relevante no ciclo de transmissdo sdo os niveis virémicos no
homem. Viremias maiores fornecem doses maiores do virus aos mosquitos que,

sobrevivendo ao periodo de incubagio extrinseco, poderdio transmiti-los. Individuos com
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taxas virémicas menores podem ndo infectar os mosquitos, mesmo que a densidade seja

alta (Gubler, 1997).
Em relagiio ao vetor, dentre os parimetros que podem alterar substancialmente a
transmissdo do dengue, podemos destacar a densidade de fémeas, idade no momento da

infecgdo, preferéncia e disponibilidade de hospedeiros, repastos sucessivos e competéncia

vetorial (Gubler, 1997).

1.4 Historico do Dengue

O dengue é uma doenga muito antiga, os registros mais remotos relatam epidemias
nas Indias Ocidentais em 1635 (Gubler, 1998) e em Jacarta e no Cairo, em 1779 (Halstead,
1980). Logo apds, em 1780, surge a primeira descrigdo clinica dessa enfermidade, em uma
epidemia na Filadélfia, nos Estados Unidos (MS/FNS, 1996).

De acordo com Henchal & Putnak (1990), no século XIX e primeiras décadas do
século XX, houve um aumento de casos da doen¢a, com registro de epidemias que
atingiram todos os continentes, desde a Asia (Zanzibar,1823 e 1870; Calcuta, 1824, 1853,
1871 e 1905 e Hong Kong, 1901), chegando 4 América (Antilhas,1827 e Estados Unidos,
1922), Pacifico (1925-26; 1942) atingindo até mesmo a Europa (Grécia, 1927-28) e o
Japdo (1942-45).

Na década de 50, ocorreram os primeiros casos da forma hemorragica,
diagnosticados em criangas nas Filipinas — 1953, e na Tailindia - 1958 (Gubler, 1998;
OMS, 2001). Nos anos subseqiientes, por todo o Sudeste Asiatico e Pacifico Sul, houve
uma progressiva disseminagdo de casos que se tornaram epidémicos. O aparecimento das
formas hemorragicas do dengue, causou tanto o aumento como 0 agravamento dos casos,
pois esta forma da doenga provoca um indice de mortalidade mais elevado do que a forma

classica, principalmente em criangas (WHO, 1990; Gubler, 1998).
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O dengue foi registrado nas Américas ha mais de 200 anos. No século passado
ocorreram grandes epidemias, na regido entre os portos do Caribe e Costa Atlantica dos
Estados Unidos, devido a intensificagdo do transporte comercial entre estes paises. As
primeiras epidemias de dengue classico ocorreram na regido do Caribe e no Norte da
Ameérica do Sul em 1963-64, 1968-69, 1972-78 (OMS, 2001).

Durante as décadas de 1950 e 1960, a Organizagdo Pan Americana de Saude —
OPAS, desenvolveu uma campanha que erradicou o mosquito 4. aegypti de grande parte
das Ameéricas do Sul e Central. Nesse periodo as epidemias ficaram restritas ha algumas
ilhas da regifio do Caribe. No entanto, a descontinuidade do Programa de Erradicagéo pelos
Estados Unidos, Venezuela e Ilhas do Caribe € a Guiana, contribuiu para a reintrodugio do
vetor e a ressurgéncia do dengue, a partir da década de 70 (Gubler, 1997). Deste periodo
em diante, verificou-se nas Américas o crescimento explosivo dos casos, culminando em

epidemias na maioria dos paises.

Diversos fatores estdo envolvidos na re-emergéncia da doenga, destacando-se: a
dispersdo do vetor A. aegypti por paises da América, Asia, Africa; o aumento do trafego
entre os paises, devido a modernizagdo dos meios de transporte, principalmente o aéreo; a
circulagdo de varios sorotipos do dengue, o que favorece a ocorréncia de surtos epidémicos

em intervalos menores (Gubler, 1998).

Nas décadas de 80 e 90 continuaram a ocorrer epidemias nos paises da América,
sendo notificados os primeiros casos de FHD, que aconteceram em Cuba, em 1981 (Kouri,
1986; OMS, 1987). Essa epidemia foi causada por uma cepa do sorotipo DENV 2
originaria do sudeste da Asia. A rapida dispersdo desse sorotipo e a introdugéo do sorotipo

DENV 3 em 1994, contribuiu para o crescimento dos casos de FHD no continente, de
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maneira que em 1997, 18 paises nas Américas tinham casos confirmados de febre

hemorragica — FHD (OMS, 2001; Gubler, 2002; 2004).

1.5 Dengue no Brasil

O Brasil permaneceu por mais de 20 anos sem ocorréncias de dengue, desde a
erradicagdo do A. aegypti do territorio brasileiro em 1955. A dispersdo dos virus dengue
pelos paises vizinhos levou a reintrodugdo do dengue no Brasil em 1981, com uma
epidemia ocasionada pelos sorotipos 1 e 4, em Boa Vista, Estado de Roraima (Osanai e?
al., 1983; Travassos da Rosa et al., 1998). Dai o dengue reapareceu em 1986 no Estado do
Rio de Janeiro, iniciando a grande epidemia causada pelo dengue sorotipo 1 (Schatzmayr
et al., 1986), que atingiu cerca de 95.000 casos até 1987 (Figueiredo, 1998).

Da regido Sudeste o dengue sorotipo 1 expandiu-se pelo Nordeste do Brasil
causando epidemias em Alagoas e no Ceara, entre 1986 e 1993 (Vasconcelos et al., 1995).
Também foram relatados casos de dengue nos Estados de Permmambuco, Bahia, Minas
Gerais e Sio Paulo (Pontes & Ruffino-Netto, 1994). Em 1990, ocorreram epidemias nos
Estados do Mato Grosso do Sul (MS, 1992) e no Rio de Janeiro (Nogueira ef al., 41990;
Cunha & Netto, 1991) e em varias cidades dos Estados de So Paulo e Minas Gerais
(Figueiredo et al., 1992; Serufo et al., 1993).

O sorotipo 2 do dengue foi diagnosticado de casos autoctones pela primeira vez no
Brasil, em 1990, no Estado do Rio de Janeiro. A introdugio desse sorotipo provocou a
primeira epidemia de dengue hemorragico no pais, ocorrida no mesmo Estado em 1990-
1991 (Nogueira et al.,1990). A seguir, esse sorotipo expandiu-se até atingir os Estado do
Tocantins e Alagoas, causando febre viral indiferenciada e febre de dengue classico

(Vasconcelos et al., 1993). Em 1994, o dengue sorotipo 2 foi introduzido no Estado do



DODDDIDIOQPO0RRRRIIIISIID I

10

Ceara, ocasionando uma grande epidemia em Fortaleza, com ocorréncia de casos de
sindrome do choque do dengue (SCD) e FHD (Vasconcelos et al., 1995).

O maior numero de casos de dengue no Brasil, ocorreu em 1998, sendo registrados
cerca de 560 mil casos. Nos dois anos seguintes houve uma redugdo acentuada nas
notificagdes, chegando a 238 mil em 2000 (MS, 2001). Em 2001, foi detectado o sorotipo
3 na cidade do Rio de Janeiro, e a co-circulagdo dos 3 sorotipos (DENV 1, DENV 2 ¢
DENV 3), ocasionou uma grande epidemia com registro de 164.559 notificagdes (Passos et
al., 2004). A expansido do sorotipo 3 pelo pais deu-se de forma muito rapida, de maneira
que em 2004, trés anos apds o primeiro isolamento, 0 DENV 3 esta presente em 23 estados
(MS, 2004).

Embora tenha ocorrido uma redugio de 78,3% no niimero de casos entre os anos de
2003 e 2004, a co-circulagdo de trés sorotipos, expde a populagdo a grande risco de
epidemias de dengue, principalmente de febre hemorragica. Além da suscetibilidade da
maior parte da populagio ao DENV 3, este sorotipo possui cepa mais virulenta, estando
incriminado em casos mais graves da doenga (Gubler ef al., 1979, Gubler, 1997; Guzman
et al., 1998; Isturiz et al., 2000). |

1.6 Dengue em Manaus

O dengue foi introduzido no Estado do Amazonas pela capital Manaus, em 1998
quando provocou a primeira epidemia com 13.873 casos. O mosquito transmissor A.
aegypti, ja se encontrava na cidade desde 1996 (FUNASA/CRDA, 1999). A maioria de
casos diagnosticados foi ocasionado pelo sorotipo DENV 1, detectado em margo; 0
segundo sorotipo DENV 2 foi detectado em novembro deste mesmo ano (Figueiredo e al.,
2002) .

Nos anos seguintes, a implementagdo de varias medidas de controle levou a redugéo

significativa no namero de casos, ficando em torno de 6.000 em 2000. Em 2001, houve
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uma elevagio nas ocorréncias, totalizando 18.505 casos, sendo que ocorreram S5 casos de
FHD. Em 2002 foi isolado pela primeira vez o sorotipo DENV 3 do soro de pacientes de
Manaus e em 2003, apesar da redugio das ocorréncias (3029 casos), novos casos de FHD
voltaram a ocorrer (SINAM, 2004).
1.7 Estratégias de prevengio e controle do dengue
Em 1996, foi criado o Programa de Erradicagdo do 4. aegypti, cujas agdes estavam
centradas no combate do vetor, com aplicagdo de inseticidas. No controle de adultos
aplicavam-se inseticidas (piretréides) para reduzir a densidade vetorial objetivando impedir
a circulagdio viral. Contra as formas imaturas, usava-se o tratamento focal, com aplicagio
do Temephos, um organofosforado (nome comercial abate). O continuo aumento dos casos
de dengue nas ultimas décadas mostrou a pouca efici€ncia dessas estratégias, com a
continuidade das epidemias por todo o pais e a introdugdo de um terceiro sorotipo. Em face
da gravidade da situagdo foram realizadas mudangas no conjunto das agdes de modo a
reduzir o impacto do dengue no pais, dentre estas, o fortalecimento da vigilancia
entomologica (MS, 2002).

No Estado do Amazonas, onde o vetor A. aegypti foi recentemente introduzido, ainda
s30 restritos os estudos sobre os processos adaptativos dessa espécie frente as condigdes
climaticas e geograficas peculiares da regido. Os niveis elevados de dispersdo desse vetor €
a incidéncia elevada dos casos de dengue nos ultimos anos, determinaram o fortalecimento
dos Programas de Controle na regido. No entanto, para um planejamento eficiente €
necessario o conhecimento das estratégias desenvolvidas pelo vetor, principalmente
aquelas diretamente relacionadas com a manutengao dos indices vetoriais, tais como, a
diversidade de criadouros utilizados, os mecanismos de dispersio que garantam a

sobrevivéncia da espécie e a influéncia dos fatores climaticos das estagdes nos indices de

densidade larvaria.




LODDDVDDDDRDDPDDODPDRRRRRRRIIRD D

12

No sentido de contribuir por meio da pesquisa entomoldgica no esclarecimento de

alguns aspectos mencionados anteriormente, este trabalho abordou trés topicos, descritos

em forma de capitulos, sintetizados abaixo:

Capitulo 1 - De 1999 a 2001 realizou-se um amplo estudo sobre os recipientes
artificiais usados pelo A. aegypti, para conhecer o potencial de positividade e produtividade
desses recipientes e avaliar a influéncia dos indices pluviométricos de cada estagdo na
densidade larvaria.

Capitulo II - Avaliou-se a viabilidade dos ovos de 4. aegypti em condi¢bes de
laboratorio e em area externa, por meio da realizagdo de testes com OVOS mantidos em
diferentes periodos e em diversos tipos de armazenamento.

Capitulo 1II - Por meio da técnica de RT-PCR foi realizada a detecgdo dos sorotipos
do virus dengue circulantes em Manaus no ano de 2003, em A. aegypti capturados em
varios bairros da cidade, onde havia registros de casos clinicos de dengue. A transmisso

transovariana do virus foi analisada com a utilizagdo das formas imaturas do vetor.
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CAPITULO I

RELACAO DA POSITIVIDADE/PRODUTIVIDADE LARVARIA DE
RECIPIENTES ARTIFICIAIS DE Aedes aegypti COM OS INDICES

PLUVIOMETRICOS DE MANAUS-AMAZONAS.

1. INTRODUCAO

A expansio global do 4. aegypti facilitou a dispersio do virus dengue, tornando
essa doenga um dos principais problemas de saude piblica da atualidade (Tauil, 2002;
Isturiz ef al., 2000; Gubler, 2004a). Fatores demograficos e sociais contribuem para a
manutengio dessa doenga em niveis epidémicos, podendo-se destacar o crescimento
acelerado das populagdes em 4reas urbanas, a disponibilidade de recipientes
descartaveis da sociedade moderna e a ineficiéncia dos sistemas de recolthimento e
tratamento do lixo (Gubler, 2004b).

Os recipientes artificiais ao serem descartados e ficarem expostos no ambiente, ou
serem utilizados como depésitos de armazenamento de agua tornam-se potenciais
criadouros do mosquito 4. aegypti. Esse mosquito tornou-se domesticado e adaptado ao
ambiente humano, e suas fémeas s3o capazes de realizar a postura em qualquer tipo de
recipiente artificial em que possa ocorrer o desenvolvimento dos ovos (Christophers,
1960; Gadelha & Toda, 1985; Gubler, 1998; Forattini, 2002).

Trabalhos realizados em diferentes paises mostram a diversidade de criadouros
utilizados pelo mosquito. Em Cingapura, na década de 60, o principal criadouro era
armadilha de formigas (Chan et al., 1971), em Porto Rico, eram bebedouros de animais

(Moore et al., 1978). Os recipientes utilizados para armazenamento de 4gua destacam-se
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como criadouros preferenciais do mosquito, pois tém uma variagdo muito grande tanto
de tipos de material (ferro, borracha, aluminio e outros) como de tamanho e sdo
encontrados com grande freqiiéncia nas mais diversas regides (Chan, 1985; Foo et al.,
1985; Schultz, 1993; Chadee & Rahaman, 1999; Carneiro et al., 2000; Pontes et al.,
2000; Pinheiro & Tadei, 2002).

Em Manaus, o 4. aegypti encontrou as condigdes adequadas para sua disperséo,
pois nas ultimas décadas a cidade sofreu um intenso processo de crescimento
populacional. A populagdo de Manaus saltou de 300 mil habitantes, na década de 70
para mais de 1,5 milhdes na virada do século XXI. Esse crescimento desordenado
provocou a redugdo da qualidade de vida da maior parte da populagdo com reflexos
diretos nas condigdes de saude, higiene e moradia. As condigdes geograficas também
sio favoraveis, j4 que a cidade ¢ cortada por um complexo sistema hidrografico,
constituido por quatro bacias. Destas, duas estdo situadas integralmente dentro da
cidade — do igarapé de Sdo Raimundo e do igarapé do Educandos, os quais sdo
formados por varios igarapés, que nos ultimos anos, vém sendo invadidos e poluidos.
As moradias, a maioria, em forma de palafitas, estdo localizadas sobre espethos d’agua
ou em 4areas sujeitas a inundagdes. Essa populagdo, desassistida das minimas condi¢des
de saneamento, langa todo o lixo e detritos nos corpos d’agua, agravando ainda mais o
problema ambiental (Projeto Geo Cidades, 2002).

Nesse contexto, em 1996 foi registrada a presenga do 4. aegypti na cidade de
Manaus e no Estado do Amazonas (FUNASA/ Coordenadoria Regional do Amazonas -
CRDA, 1999). Todas as condigBes favoreceram a dispersio do mosquito, de maneira
que nos dois anos iniciais os niveis de infestagdo atingiram indices muito elevados -
infestagdo Predial com valores entre 2,0 e 6,0% e Indice de Breteau entre 1,80 e 8,86%,

o que propiciou a circulagdo do virus dengue e a ocorréncia de epidemias de grande
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porte como a de 1998 com 13.873 casos e de 2001 com 18.505 casos (SINAM-AM,
2004).

Outro fator que favoreceu a manutengdo do vetor na regido, sdo os fatores
climéaticos com caracteristicas essencialmente tropicais, e a existéncia de uma estagéo
chuvosa que se estende por até oito meses, na qual se registra indices pluviométricos
elevados.

Ha vasta literatura sobre a influéncia dos fatores climaticos na incidéncia de
mosquitos, com énfase para a pluviometria. Bates (1949), afirma que a pluviometria € o
principal fator relacionado com a distribui¢do dos mosquitos nas regides tropicais. O
autor acrescentou que em regides temperadas, o fator preponderante sdo as estagoes do
ano.

No Brasil, varios autores demonstraram a influéncia climatica na fauna de
Culicidae, também encontraram a maior densidade de mosquitos nos periodos chuvosos
(Forattini et al., 1968; Neves, 1972, Guimardes & Arlé, 1984, Guimardes et al., 1991,
1994 a, b; Lopes et al., 1985, Lopes, 1996; 1997).

As medidas de densidade larvaria de 4. aegypti em relagdo as condigdes climaticas
tornam-se mais dificeis de serem obtidas devido esse mosquito apresentar habitos
urbanos e pela grande quantidade de criadouros utilizados. No entanto, varios estudos
vém sendo realizados e os resultados obtidos mostraram que de acordo com o local, as
caracteristicas climaticas e também do tipo e localiza¢do dos recipientes, pode-se obter
diferentes padrdes de ocorréncia. Em algumas regides foi possiQel verificar o aumento
da densidade de mosquitos na estagdo de maior pluviometria (Ho ef al., 1971; Moore et
al., 1978; Bang et al., 1981; Uribe, 1983), enquanto em outras, esse padrdo mostra-se

diferenciado, com picos populacionais mesmo em periodos secos (Marquetti ef al.,

1995).
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Além da diversidade de recipientes, a manipulagdo destes pelo homem permite
alteragdes rapidas que influem nas avaliagdes. Isso foi verificado em areas com
problemas de abastecimento publico de agua, em que 0s moradores tinham o habito de
manter recipientes com agua armazenada para O CONsumo doméstico. Como estes
recipientes sofrem agdo direta do homem, ocorre pouca influéncia da chuva na produgio
de larvas (Ho et al., 1971). Os vasos de plantas mantidos no interior das residéncias,
seguem o mesmo padrdo de comportamento.

Atualmente, as intensas alteragdes climaticas, provocam mudangas bruscas que
interferem nos valores de temperatura e pluviometria, que por sua vez, causam intensas
modificagdes nos niveis populacionais dos insetos. Moore ez al. (1978) consideram que a
influéncia dos efeitos climaticos sobre a abundincia de insetos so ¢ determinada apos
uma analise de pelo menos 5 a 10 anos de observagdo. Coletas realizadas em periodos
menores, permitem o acompanhamento dos indices, mas se sabe que estes nio sdo
padrGes definitivos.

No Brasil ja foram realizados inimeros trabalhos avaliando os indices vetoriais €
os fatores climaticos (Pereira, 1996; Rebélo ef al.,1999; Glasser & Gomes, 2002; Rosa-
Freitas et al., 2003; Gongalves-Neto & Rebélo, 2004). No Estado do Amazonas, onde a
infestagdo pelo 4. aegypti ocorreu em 1996 (FUNASA - CRA, 1999), essa relagao
ainda é pouco estudada. Dados de Pinheiro & Tadei, (2002) obtidos no estudo sobre os
recipientes preferenciais do 4. aegypti em Manaus e a comparagdo dos indices larvarios
entre os meses das estagdes seca e chuvosa, mostrou valores mais elevados para a
Gltima. No entanto, diante da complexidade do tema, torna-se necessario o

aprofundamento desse estudo.
Com esse proposito, no presente trabalho, deu-se continuidade a pesquisa

iniciada em 1999 (Pinheiro, 2000; Pinheiro & Tadei, 2002), cujas coletas se estenderam
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até 2001, dando énfase as medidas dos indices larvarios nos recipientes - positividade e

produtividade médias e, como esses fatores sofrem influéncia da pluviometria da regido.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar a positividade e a produtividade larvéria dos recipientes artificiais de

A. aegypti em relagdo aos indices pluviométricos de Manaus-AM no periodo de 1999

a 2001,
2.2 ESPECIFICOS

2.2.1 Calcular o indice Predial e o indice de Breteau para comparagdo dos indices

de infestagdo larvaria nos trés anos de estudo;

2.2.2 Avaliar as médias de positividade e produtividade dos recipientes artificiais

de A. aegypti com os indices pluviométricos das estagdes chuvosa e seca,

2.2.3 Correlacionar os casos de dengue do periodo de 1999 a 2001 com os indices

pluviométricos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

Manaus est4 localizada no centro geografico da Amazdnia (3° 08’ 07” de latitude sul
e a 60° 01’ 34” de longitude oeste), sua superficie ¢ de 11.458,5 Km?, sendo apenas 3,3%
desse total correspondente & area urbana. Atualmente, Manaus apresenta uma populagio
total de 1.403.796 habitantes, com uma concentragio de 99,3 5% na area urbana —
1.394.724 habitantes (IBGE, 2000).

O clima classificado como Equatorial Quente e Umido, enquadrado no tipo “Afi” da
classificagio de Koppen (1984). Segundo esta classificagdo, a zona climatica “A“
corresponde a Clima Tropical, praticamente sem inverno e com temperatura média para o
més mais frio sempre superior a 18°C. O tipo climatico “f* indica a ocorréncia de chuvas
durante o ano, com precipitagdo superior a 60mm no més mais seco, que em Manaus
corresponde a setembro. A variedade climatica “i“ (indica isotermia), ja que ndo ha grande
diferenciagdo entre verdio e inverno, com variagdes anuais de temperatura média que ndo
atingem 5°C (Aguiar, 1995).

A regido onde se insere a cidade apresenta apenas duas estagdes, ao longo do ano:

Chuvosa (Inverno) — entre os meses de novembro e junho, periodo em que a
temperatura ¢ mais amena; Seca (Verdo) — de julho a outubro, periodo de sol intenso e
temperaturas elevadas, em torno de 38°C, atingindo cerca de 40°C, no més de setembro, o
mais quente do ano.

O periodo de maior precipitagdo vai de maio a junho, sendo margo o més de maior
precipitagdo, quando chove quase diariamente e ocorrem as cheias do rio Negro. O periodo

mais seco, de vazante, corresponde aos meses de outubro a dezembro.
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O clima representa a sintese dos pardmetros médios de toda a regido (Aguiar, 1995).
Segundo as “Normais Meteorologicas” (dados do Instituto Nacional de Meteorologia -
INMET de 1961/1990) sdo os seguintes os dados relativos & cidade de Manaus:

Temperatura:

Média Compensada: 26,7°C

Meédia das Maximas: 31,5°C

Média das Minimas: 23,2°C

Umidade Relativa:

Média: 83%

Precipitagiio:

Total acumulado (média anual): 2.291,8mm

Dias de chuva (média anual): 190 dias

A 4rea urbana de Manaus abrange quatro bacias hidrograficas, todas contribuintes da
grande bacia do rio Negro. Duas bacias encontram-se integralmente dentro da cidade — do
igarapé de Sdo Raimundo e do igarapé do Educandos — e duas parcialmente inseridas na

malha urbana — do igarapé do Taruma-Agu e do rio Puraquequara.

3.2 Divisio Geografica de Manaus

A cidade de Manaus possui 56 bairros que estdo distribuidos por seis zonas

geograficas (Figura 1).
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Fonte: DUMA / IBAM, 2002 sobre base cartografica da Prefeitura Municipal de Manaus

Figura 1. Mapa da cidade de Manaus-AM por zonas e bairros.

As coletas para o levantamento dos indices larvarios de A. aegypti nos recipientes
artificiais foram realizadas no bairro Coroado, no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de
2001.

O bairro est4 situado na zona Leste da cidade e surgiu de uma invasio nas décadas de
60-70 e, atualmente encontra-se quase totalmente urbanizado. Possui area de 114.221Km?
e uma populagdo de 39.123 habitantes. Este bairro é relativamente isolado, pois uma
grande parte faz limite com a mata da Universidade Federal do Amazonas, a esquerda
(Figura 2 A e B). O bairro possui uma estrutura irregular, com quarteirdes sem limites
definidos e as residéncias apresentam terrenos pequenos e areas de desniveis com
vegetagdo, caracterizando grandes depressdes (Figura 3). Ha uma grande diversidade de

construgdes, desde barracos de madeira, pequenas casas de alvenarias até grandes

construgdes com mais de um andar (Figura 4).
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Figura 2 — A. Limite do bairro Coroado com a Mata da Universidade Federal do

Amazonas (UFAM). B. Ao fundo a mata da UFAM. Manaus-AM.
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Figura 4. Diversidade de imdveis encontrados no bairro Coroado — Barracos de madeira e

construgdes de alvenaria. Manaus-AM.
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3.3 Amostragem

O trabalho de campo foi realizado pelos Agentes de Controle de Endemias que ja
atuavam no Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) e foram cedidos pela
Secretaria de Satude do Estado do Amazonas, auxiliados por estagiarios e Técnicos do
Laboratorio de Malaria e Dengue do INPA. A metodologia das coletas foi a mesma
utilizada no trabalho de rotina dos agentes como descrito no Roteiro para Capacitagdo de
Agentes do Programa de Agentes Comunitarios de Saude — PACS e do Programa de Saide
da Familia - PSF nas A¢des de Controle da Dengue (MS, 1994, 2002).

A coleta dos dados foi realizada por meio de visitas aos domicilios do bairro para
verificar a presenga de locais que possam ser usados como criadouros pelo A. aegypti
(Figuras 5 A e B). As larvas e pupas de 3° e 4° estadio encontradas nos recipientes eram
recolhidas na sua totalidade, utilizando-se pipetas plasticas e lanternas para facilitar a
visualizagio dos exemplares (Figura 6). Quando necessario, esgotava-s¢ a agua do
recipiente em bacias plasticas para recolher as larvas, que eram armazenadas em tubos
plasticos contendo alcool a 70% e levadas ao Laboratério de Malaria ¢ Dengue para
contagem e identificagdo.

Neste trabalho os recipientes foram classificados 8 grupos distintos, também adotado
por Pereira (1996), com acréscimo do grupo outros. Esta classificagio permite incluir
recipientes semelhantes que possibilita inferir aspectos da utilizagdo doméstica, tamanho e
persisténcia no ambiente. Os agrupamentos apresentam as seguintes caracteristicas:

Grupo 1 — Vases — composto por recipientes utilizados para a manutengdo de
plantas ornamentais. Exemplos: vasos, vasilhas, pratos de vasos ou xaxins, etc.

Grupo 2 - Frascos — composto por recipientes de natureza diversa. Geralmente sem

utilidade especifica — na maioria das vezes sdo de pequeno porte e facil remogio.
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Exemplos: frascos, plasticos, latas, potes, copos, pedagos de pegas e brinquedos, objetos
usados para cobertura de materiais, etc.

Grupo 3 — Pneus — composto por pneus, exceto artefatos de pneus que apresentam
utilidade especifica, por exemplo: vaso de planta, bebedouro de animais, balango, etc.

Grupo 4 — Garrafas — composto por garrafas, geralmente aguardam utilizago.

Grupo 5 — Armazenamento — composto por recipientes que intencionalmente sdo
utilizados para armazenar agua. Exemplo: tambor, barril, galdo, garrafdes, caixa d’agua,
etc.

Grupo 6 — Bebedouros - composto por recipientes que séo abastecidos com agua
para uso por animais, como cdes, gatos, aves, etc.

Grupo 7 - Fixos — composto por recipientes que fazem parte das edificagdes.
Exemplos: piscinas, ralos, calhas, caixa de 'descarga, fontes ornamentais, etc.

Grupo 8 — Pecas e Materiais — composto por materiais de construgdo e pecas de
carros e outras maquinas. Geralmente aguardam utilizag3o ou sdo de dificil remogao.

Grupo 9 - Outros — constituido por recipientes variados como partes de
eletrodomésticos, caco de vidro em muro, cascas de frutas, vasilha com animais de casco,

aparador de churrasqueira etc.
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Figura 6. Coleta das larvas de 4. aegypti nos recipientes no bairro Coroado, Manaus-AM.

Como um dos objetivos desse trabalho foi verificar as médias de positividade e

produtividade nas estagdes chuvosa e seca, foram obtidos os indices pluviométricos dos

trés anos de estudo (Figura 7).
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Figura 7. Indices pluviométricos da cidade de Manaus - AM., — 1999 a 2001. Fonte:

INMET-AM.
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3.4 Analise dos resultados

Os dados foram armazenados em planilhas do Programa Excel, versdes 1997 e 2000
e as analises estatisticas realizadas nos softwares: SAS versdo 6.11 - 1 e 2, (Statistical
Analysis Systems, 1992), STATISTICA 6.0 e Minitab 12.1.

Utilizaram-se analises descritivas para obtengdo dos indices larvarios comparativos
nos trés anos de estudo, para recipientes com agua e valores de positividade e
produtividade. Neste trabalho a positividade foi definida como a quantidade de recipientes
encontrados com larvas e/ou pupas divididas pelo total de recipientes com &gua.
Produtividade significa a quantidade de larvas e/ou pupas divididas pelo numero de
recipientes positivos.

Medidas descritivas usadas:

Meédia aritmética

> Xi

y = i=1
n
Variancia amostral
> (Xi- X)?
S2 = i=l
n-1 )

Erro padrdo amostral

EP(T) = =

7

Utilizou-se também o indice de Breteau (IB) e o indice Predial (IP), medidas
comumente usadas para calcular os niveis de infestagdo usando-se as formas larvarias

(WHO, 1972).
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IB = Depésitos positivos x 100 imoveis
Imoveis inspecionados

IP = N° de recipientes positivos x 100 imbveis
N° de recipientes c/agua inspecionados

Aplicou-se a estatistica inferencial para fazer afirmagbes sobre os pardmetros do
modelo com base na evidéncia amostral. Para tanto, primeiramente, foram feitos testes de
normalidade sobre as varidveis — positividade e produtividade. Visto que as mesmas néo
apresentaram um comportamento de normalidade, utilizou-se a transformagdo por Box-

Cox (1964).

O modelo utilizado para explicar o efeito dos fatores no periodo de estudo € definido

como.

Yim =H_ TT, + B, +7: +(Tﬁ)ij +(27) 4 +(ﬂ7)jk +(Tﬂ7)fﬂ: + &

7, parimetro que representa o efeito do i-&simo nivel do fator ano, com i =1 até 3.

B, pardmetro que representa o efeito do j-ésimo nivel do fator meses, com j
1,2,...,12

¥, pardmetro que representa o efeito do k-ésimo nivel do fator grupos, com k =
1,2,....7

(78), pardmetro que indica a influéncia da interagdo entre os fatores ano e meses

(zy), parimetro que indica a influéncia da interagdo entre os fatores ano e grupos

(By), parametro que indica a influéncia da interagdo entre os fatores meses e

grupos.

(r,By),.ﬂ‘ pardmetro que indica a influéncia da interagdo entre os fatores ano, meses e

grupos.




Realizou-se uma analise exploratéria dos dados, utilizando a técnica Analise de
Componentes Principais (ACP), para verificar a contribuig3o de cada variavel no modelo.
Duas variaveis — grupos de recipientes garrafas e bebedouros — contribuiram menos de 2%
no modelo, sendo eliminadas. Segundo Jolliffe, pode-se eliminar as componentes
principais que apresentam uma propor¢3o pequena da varidncia.

Analisaram-se os fatores anos, meses e grupos e as interagdes entre eles -
anos/meses, anos/grupos, meses/grupos — por meio de um arranjo fatorial do tipo 2*7*12.
Foram estabelecidas as seguintes hipoteses sobre o modelo:

Hipoteses

Ho:todos 7, =0

H1:Existe pelo menosum z; = 0
Ho: todos B, =0

H1:Existe pelo menosum S, # 0
Ho: todos y, =0

H1:Existe pelo menosum y, # 0
Ho: todos (z8), =0

H1:Existe pelo menos um (z83), # 0
Ho: todos (zy), =0

H1:Existe pelo menos um (zy), # 0

VDD DD BB SB I BDBDDPIBP 9009909000000 0 00 0

Ho: todos (Br), =0

"

H1:Existe pelo menos um (By), #0

4

-~

Ho: todos (787),; =0

\
Y
N

¥
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H1:Existe pelo menos um (zfy),, #0

Para as hipoteses acima se tém as seguintes estatisticas do teste:

Deve-se rejeitar Hy se «(5%) fixado for menor do que a probabilidade de
significincia (p- valor). Caso Hy seja rejeitado, devem-se realizar testes de comparagdes
multiplas de médias para verificar qual ou quais médias diferem entre si. Utilizou-se o teste

de Tukey para as analises de comparagdes multiplas (Montgomery, 1991).

Também foi realizado teste de correlagdo entre os indices pluviométricos e as médias

de positividade, de produtividade e para os casos de dengue, dos anos de estudo.
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4. RESULTADOS

Realizaram-se coletas para analise dos indices larvarios de 4. aegypti nos recipientes
artificiais no bairro Coroado nos anos de 1999 a 2001. A sintese desses dados estd
demonstrada na Tabela 1. Foram visitados no total 32.161 imoéveis, dos quais 2.318 (7,2
%) foram positivos. O maior valor de positividade — 836 (7,8%) foi encontrado no ano
2000 e o menor — 613 (6,4%) em 1999. Do total de 152.068 recipientes com agua,
registraram-se 2.969 (2,0%) contendo formas imaturas (positivos), registrando-se o maior
percentual em 2000 (2,5%). Coletou-se um total de 85.472 imaturos de A. aegypti,

registrando-se o maior percentual (35,7%) no ano de 1999.

Tabela 1. Quantificagdo dos topicos analisados nas coletas de A. aegypti realizadas no
periodo de jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM).

1999 2000 2001 Total
Imoveis Inspecionados 9.649 10.638 11.874 32.161
Imoveis Positivos 613 (6,4) 836 (7,8) 869 (7,3) 2.318(7,2)
Total de recipientes com agua 36.392 42.294 73.382 152.068
Recipientes positivos 772 (2,1) 1.070 (2,5) 1.127 (1,5)  2.969 (2,0)
Total de espécimes coletados  30.546 (35,7) 28.822(33,7) 26.104 (30,5) 85.472
N° de larvas / iméveis 3,16 2,71 2,20
indice Predial 6.35 7.86 7.32 -
Indice de Breteau 8.0 10.0 9.7 -
N° rec. c/agua-imovel 3,8 3,9 6,2 -
N° rec. posit/imév. Posit. 1,3 1,3 1,3 -
Ind. Pluviométrico 4.6193 4.599.6 4.017.8 -
() = Percentual rec = recipientes posit = positividade imév. =imével Ind = Indice
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Foram realizados os calculos de varios indices usados nos programas de controle -
indice de Breteau, indice predial, indice de recipientes e a obtengdo das meédias de
recipientes com agua e recipientes positivos por imével.

Os resultados apontaram que o maior valor do indice predial (7,86%) foi registrado
em 2000 (2,5%) e o menor (6,35%) em 1999. O mesmo ocorreu com o indice de Breteau
cujo maior valor (10,0%) foi registrado em 2000 ¢ o menor em 1999 (8,0%). Pode-se
observar ainda que em 2001 registrou-se a maior média de recipientes com agua por
imo6vel (6,2%), sendo este valor quase o dobro da média observada nos anos anteriores
(3,8% e 3,9%, respectivamente). A média de recipientes por imoveis positivos - 1,3%, foi
igual nos trés anos de estudo. A observagio das médias dos recipientes pesquisados nos
trés anos foi elevada e ndo foram verificadas grandes variagbes mensais. Os valores

ficaram entre 4,0 e 5,5, sem registrar padrdo de sazonalidade (Figura 8).
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Figura 8. Médias mensais de recipientes pesquisados no periodo de jan/99 a dez/01 no

bairro Coroado (Manaus-AM).
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Com relagio aos grupos de recipientes pesquisados (Figura 9), frascos e
armazenamento apresentaram maiores médias em 2001 - 1,22 e 1,26, respectivamente e

pneus, a menor — 0,05. Os grupos pecas e materiais, outros € vasos tiveram os valores

® 8P 09 009000000000 0000 0:

"

IRV I

)

intermediarios, oscilando entre 0,16 e 0,42.
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Figura 9. Médias observadas por imovel dos recipientes pesquisados por grupos no
periodo de jan/99 a dez/01, no bairro Coroado (Manaus-AM).

A analise entre os recipientes pesquisados e os indices pluviométricos pelo teste de
Spearman ni3o mostrou correlag@o entre esses fatores (r = -0,27 e p>0,102) (Figura 10). A
visualizagdo dos dados mensalmente durante os trés anos mostra que ocorreram elevagdes
nas médias mesmo no periodo seco, o que indica outros fatores favorecendo a quantidade

de recipientes com agua.
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10. Médias dos recipientes pesquisados no bairro Coroado e indices

pluviométricos no periodo de jan/99 a dez/01, no bairro Coroado (Manaus — AM).
Dados pluviométricos cedidos pelo INMET/AM.

Os valores de pluviometria dos trés anos mostraram uma redugdo nos indices

pluviométricos de 1999 (4.619.3 mm) a 2001 (4.017.8 mm). Na Figura 11 pode ser

observada a tendéncia de queda nesses indices a cada ano.
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Figura 11. Série temporal dos indices pluviométricos no periodo de jan/99 a dez/01 em
Manaus-AM. Dados cedidos pelo INMET/AM

4.1 Analise da Positividade

Em relagdo a positividade, a analise de variancia (Tabela 2) demonstrou que todos os
fatores individuais (anos, meses e recipientes) foram significativos com os valores de F
para anos, para meses e recipientes. As analises das intera¢des também foram significativas

com os fatores anos/meses, anos/grupos e meses/recipientes.
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Tabela 2. Analise de Varidncia (ANOVA) da positividade para os fatores individuais

(Anos, Meses e Grupos) e suas interagdes.

Graus de

Fatores liberdade Quadrado Médio Teste F P
Anos 2 0,0238 19,76 0,00001*
Meses 11 0,0087 7,24 0,00001*
Grupos 6 0,0695 57,63 0,00001*
Anos / Meses 22 0,0025 2,06 0,007*
Anos / Grupos 12 0,0064 5,29 0,0001*
Meses / Grupos 66 0,0018 1,47 0,036*

*- gignificativo

Os resultados dos testes de Tukey sdo mostrados em forma de tabelas (em Anexo),

com as médias originais e na forma grafica, com os valores transformados por Box-Cox.

Considerando-se o fator positividade em cada ano (Anexo 2), pode-se observar que 2001

apresentou a menor média - 0,030, sendo significativamente diferente de 1999 e 2000 que

tiveram valores maiores - 0,041 e 0,044, respectivamente. Esta analise demonstrou uma

redugdo significativa na positividade em 2001 em relagio aos dois primeiros anos,

conforme pode ser visualizado na Figura 12.
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Figura 12, Médias da positividade anual dos recipientes no periodo de jan/99 a dez/01 no

bairro Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em Box-Cox e dados originais no

Anexo 1.

A analise da positividade mensal nos trés anos (Figura 13 e Anexo 3) evidenciou a

formagio de dois grupos que apresentaram diferengas significativas. O grupo que

apresentou as maiores médias foi formado pelos meses de janeiro e fevereiro, com

respectivas médias de 0,055 e 0,047, enquanto o de menor valor foi formado por agosto -

0,025, julho - 0,027, setembro - 0,029, novembro - 0,033, junho - 0,036, maio - 0,037,

outubro - 0,037. Formou-se um terceiro grupo, com médias intermediarias constituido

pelos meses de margo, abril e dezembro (0,045, 0,044 e 0,042, respectivamente).
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Figura 13. Médias da positividade mensal dos recipientes no periodo de jan/99 a dez/01 no
bairro Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em Box-Cox e dados originais no

Anexo 3.

A analise entre a positividade e os indices pluviométricos mostrou a existéncia de

correlacdo entre esses fatores apresentando os valores de r = 0,52 ¢ P = 0,001 (Figura 14).
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Figura 14. Médias de positividade dos recipientes no bairro Coroado e indices
pluviométricos de Manaus no perfodo de jan/99 a dez/01. Dados pluviométricos cedidos

pelo INMET/AM.
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Na Figura 15, pode-se observar os resultados da positividade dos grupos de
recipientes no periodo de estudo. O Anexo 4 apresenta as médias que reuniram 0s
recipientes em trés agrupamentos com diferengas significativas. O grupo formado por
pneus e pe¢as € materiais tiveram as maiores médias (0,081 e 0,066) enquanto fixos
apresentaram menor positividade - 0,011. O grupo formado por vasos, frascos,

armazenamento e outros apresentaram médias intermediérias que variaram de 0,029 até

0,032.
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Figura 15. Médias da positividade dos recipientes por grupos no periodo de jan/99 a
dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em Box-Cox e dados

originais no Anexo 4.

Devido ao grande nimero de fatores de cada varidvel analisada, optou-se por
apresentar 0S resultados referentes as intera¢gdes — anos/meses, anos/grupos e

meses/recipientes de duas formas: 1 - Tabelas descritivas com dados originais da
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positividade; 2 - Graficos com os valores transformados em Box-Cox, facilitando a
visualizacdo dos resultados.

No Anexo 5 estdo os dados referentes as médias, desvio-padrdo e intervalos de
confianca da interagdo anos/meses. Na Figura 16 € possivel observar que os meses de
janeiro e fevereiro apresentaram as maiores médias de positividade nos trés anos,
destacando-se janeiro como o més que registrou a menor variagdo nas meédias nos trés anos
de estudo (0,054, 0,059 e 0,053, respectivamente). Constatou-se ainda, que os meses de
julho, agosto e setembro tiveram as menores médias, sendo que em agosto de 1999 e 2001

ocorreram o0s valores mais baixos - 0,016 ¢ 0,014.
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Figura 16. Médias da interagcdo da positividade dos recipientes por ano/meses no

periodo de jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em

Box-Cox e dados originais no Anexo 5.
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No Anexo 6 estido os valores da média, desvio-padrdo e intervalos de confianga da
interagdo anos/grupos e na Figura 17 a representagio grafica; pode-se observar que o grupo
pneus apresentou maior positividade nos trés anos, ndo sofrendo grande redugdo nas
médias (0,085, 0,094 e 0,069, respectivamente), em comparagdo com 0s grupos vasos e
frascos que em 1999 e 2000 apresentaram valores abaixo de 0,040 e o grupo fixo, o grupo
de menor positividade , com médias abaixo de 0,020. O grupo armazenamento teve um
comportamento diferenciado dos demais, apresentando um aumento gradativo na

positividade - 0,018, 0,027 e 0,041, a cada ano, enquanto o grupo outros, apresentou
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redug@o no mesmo periodo - 0,044, 0,034 € 0,019.
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Figura 17. Médias da interagdo da positividade dos recipientes por ano/grupo no periodo

de jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em Box-Cox e

dados originais no Anexo 6.
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No Anexo 7 estiio os valores das médias, desvio-padrio e intervalos de confianga da
interagdo meses/grupos. Na Figura 18 é possivel observar que a ocorréncia de maior
positividade no conjunto dos grupos foi verificada nos meses de dezembro, janeiro e
fevereiro, destacando-se janeiro como 0 més em que Os recipientes apresentam médias
mais homogéneas, sem ocorréncia de grandes redugdes na positividade dos recipientes,
com excegdo de fixos que apresentaram menor positividade em todos os meses. A
observagiio das médias mensais mostra uma elevagdo dos valores a partir de dezembro,
mantendo-se proximos até o més de abril, excetuando-se os grupos pneus € pegas ¢

materiais, que continuam com valores elevados nesses meses.
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Figura 18. Médias de positividade mensais dos recipientes por grupos no periodo de

jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM).
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4.2 Anilise da Produtividade
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Na Tabela 3 pode-se observar os testes da Andlise de Varidncia (ANOVA) da

produtividade para os fatores individuais (anos, meses e grupos) e as interagdes entre eles.

A analise individual dos fatores mostrou diferengas significativas para Anos, meses e

grupos. Os testes das interagdes entre os fatores mostraram que apenas uma delas foi

significativa - anos/meses.

Tabela 3. Valores do teste de Analise de Varidncia (ANOVA) para os fatores analisados e

suas interagdes.

Fatores l(i;l:.:l::agz Quadrado Médio  Teste F P
Anos 2 0,6837 16,28 0,0001*
Meses 11 0,1244 2,96 0,0020*
Grupos 6 0,1932 4,6 0,0001*
Anos / Meses 22 0,1406 3,35 0,0001*
Anos / Grupos 12 0,0460 1,09 0,3710
Meses / Grupos 66 0,0559 1,33 0,0880

*. significativo

Os resultados dos testes de Tukey sdo mostrados em forma de tabelas (em Anexo),

com as médias originais e na forma grafica, com os valores transformados por Box-Cox.

Os resultados da Anilise de Varidncia mostraram que as médias de produtividade tiveram

diferenga significativa nos trés anos de estudo (Anexo 8). Houve uma nitida redugdo nas

médias a partir de 1999 até 2001 - 35,8, 27,5 e 22,79. Na Figura 19 pode-se observar a

queda progressiva na quantidade de imaturos no bairro.
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Figura 19. Médias da produtividade anual dos recipientes no periodo de jan/99 a dez/01 no

bairro Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em Box-Cox e dados originais no

Anexo 8.

Os testes da produtividade mensal no periodo de estudo (Anexo 9) mostraram
diferengas significativas entre dois agrupamentos — o de maiores médias, formado pelos
meses de novembro e dezembro (39,63 € 35, 55, respectivamente) e o de menores médias,
formado por janeiro, julho, junho, agosto, abril e margo cujas médias oscilaram entre 24,9
e 21,38. Um grupo intermediério foi formado pelos demais meses - fevereiro, outubro,
setembro e maio - com médias variando entre 32,27 e 30,61. A distribui¢do das médias

pode ser visualizada na Figura 20.
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Figura 20. Médias da produtividade mensal dos recipientes no no periodo de jan/9% a

dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em Box-Cox e dados

originais no Anexo 8.

No Anexo 10 e na Figura 21 é mostrada a produtividade dos recipientes no periodo

de estudo. A anilise demonstrou diferencas significativas entre o grupo de maior

produtividade, pegas e materiais, com média de 36,08, e o grupo de menor produtividade,

formado por outros - 22,8, fixos - 24,96 e vasos - 25,19. Formou-se ainda um grupo

intermediario constituido por pneus - 33,43, armazenamento - 29,4 e frascos - 27,66.
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Figura 21. Médias dos recipientes por grupos no periodo de jan/99 a dez/01 no bairro
Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em Box-Cox e dados originais no Anexo
10.

Pode-se observar os dados referentes as médias, desvio-padrio e intervalos de
confianga da interagdo meses/anos no Anexo 11. Pode-se observar na Figura 22 que as
maiores médias de produtividade ocorreram nos meses de novembro e dezembro, sendo
que neste Gltimo as médias sofreram menor variago, permanecendo muito proximas nos
trés anos - 33,8183, 34,0257, 38,5643, respectivamente. Os meses de menor produtividade
foram junho, julho e agosto. E possivel observar claramente a redugdo no ano de 2001,
principalmente de margo a junho, a partir dg julho ocorre uma elevagéo nos valores que se
mantém muito préoximos até setembro. Nos meses de outubro a dezembro verifica-se uma

elevagdo nas médias.
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Figura 22. Médias da interagdo da produtividade dos recipientes por ano/meses no periodo

de jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM). Médias transformadas em Box-Cox e

dados originais no Anexo 11.

As analises entre a produtividade e os indices pluviométricos nao mostraram
existéncia de correlacio entre esses fatores, apresentando os valores de r=0,11e P =0,51.

Na figura 23 ¢ mostrada a distribuigdo grafica dos dois fatores.
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Figura 23. Médias de produtividade dos recipientes no bairro Coroado e indices

pluviométricos de Manaus no periodo de 1999 a 2001. Dados pluviométricos cedidos pelo
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INMET/AM.

Com o objetivo de obter-se maior nimero de informagdes que auxiliassem na

discuss@o dos resultados obtidos, foi analisada também a correlagdo entre o nimero de

casos de dengue registrados e os indices pluviométricos usando-se o teste de Spearman. Os

dados mostraram a existéncia de correlagdo entre esses fatores (r = 0, 43 e P = 0,000014).

Na Figura 24 ¢ mostrada a distribui¢do dos casos de dengue e os valores mensais de chuva.
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Figura 24. Numero de casos de dengue e indices pluviométricos de Manaus no periodo
de jan/1999 a dez/2001. Dados pluviométricos cedidos pelo INMET/AM
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5. DISCUSSAO

O A. aegypti foi registrado em Manaus no ano de 1996 e a partir dai se espalhou por
toda a cidade, atingiu indices vetoriais muito elevados e possibilitou a disseminagido do
virus dengue. Assim, dois anos depois, em 1998, ocorreu a primeira epidemia de dengue na
cidade, com 13.873 notificagdes (SINAM-AM, 2004). Neste ano, o dengue ja tinha se
tornado uma doenga endémica em varios Estados do Brasil, e tinha sido isolado o sorotipo
DENV 2 no Estado do Rio de Janeiro (Nogueira e? al.,1999). Assim, diante da gravidade
epidemiolégica do dengue no pais, a FUNASA - Regional do Amazonas € as Secretarias
de Saude do Estado ¢ do Municipio de Manaus, procuraram fortalecer as medidas de
controle ao vetor, no sentido de conseguir reduzir seus indices e evitar a ocorréncia de
novas epidemias.

Por tratar-se de uma virose contra a qual n3o existe ainda vacina e nem
medicamentos eficazes, a forma mais viavel de evitar a doenga, é combater o vetor. Dentre
as varias medidas utilizadas para se conseguir a redu¢do dos indices vetoriais, sem duvida,
a eliminagdo dos criadouros é primordial. Mas, para se alcangar esse objetivo, torna-se
necessario o conhecimento dos tipos de recipientes mais utilizados e todas as
caracteristicas referentes a estes, para que possam ser implementadas as medidas
adequadas de controle.

Durante o periodo de estudo — 1999 a 2001, conseguiu-se inspecionar um total de
32.161 imoveis, nos quais foram registrados 152.068 recipientes com agua. Este nimero
elevado de imoveis proporcionou um estudo detalhado das caracteristicas dos recipientes
utilizados para a reproducdo do A. aegypti.

As médias de recipientes com agua por im6vel nos trés anos foram de 3,8, 39 ¢ 6,2,
valores muito elevados se comparados as médias encontradas em cidades do Estado de S3o

Paulo - 1,63, em Santos (Pereira.,2001) e 2,1 na regido de Aragatuba (Pereira,1996), E
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necessario destacar que ndo foi observado um padrdo de maior ocorréncia dos recipientes
com agua por periodo, os valores foram muito proximos durante todos os meses,
mostrando que a disponibilidade de recipientes € elevada por todo o ano (Figura 8).
Levando-se em conta o fato de que o Coroado é um bairro relativamente urbanizado, que
dispde de servigos regulares de abastecimento de agua e coleta de lixo, a média de
recipientes encontrada foi elevada. Foi surpreendente o aumento, de quase duas vezes,
observado na média no ultimo ano de coleta (2001), quandb seria esperada a redugdo no
namero de recipientes, ja que a populagdo deveria estar mais consciente e participativa em
relagdo aos cuidados para evitar a exposi¢@o de recipientes no ambiente. Da mesma forma,
o estudo realizado em Catanduva (Estado de Sdo Paulo) também demonstrou que apds uma
forte campanha que incluia varias atividades educativas sobre o dengue, os nimeros
médios de recipientes com agua ndo tiveram alteragGes significantes (Chiaravalloti Neto,
2003).

Sobre a disponibilidade de recipientes nos domicilios, é necessario analisar o aspecto
social envolvido, pois em muitos casos, os recipientes serdo potencialmente utilizaveis
para venda, doag@o ou utilizagdo. Isto ocorre principalmente com as garrafas, os frascos e
as latas. Desta forma, esse aspecto deve ser levado em consideragdo na defini¢do das
estratégias a serem utilizadas (Madeira et al,, 2002, Mazine et al., 1996).

Do total de imoveis inspecionados, 2.318 (7,2%) estavam positivos para presenga de
larvas e pupas. Esse valor foi maior do que o encontrado na cidade de Marilia (Estado de
S3o Paulo) de 4,4% (Mazine ef al.,1996). No entanto, os dados do bairro Coroado foram
bem menores do que o percentual obtido por Moore et al. (1978) em Porto Rico, de 17,1%
e os valores obtidos na Australia, por Tun-Lin ef al. (1996) de 11,65%. Estudo realizado
em municipios da Amazdnia maranhense registrou variagio das médias de 13,3% a 3,1%

(Rebélo et al., 1999). Na ilha de Sdo Luis (MA), os indices encontrados variaram de 1,01%
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a 7,15% em seis anos (Gongalves Neto & Rebélo, 2004). Pelos dados demonstrados, foi
possivel verificar que ha grandes oscilagdes nos percentuais de acordo com a regido de
estudo e a interferéncia de diversos fatores como periodo do ano, regularidade dos ciclos
de visitas e outros.

Os valores do Coroado, comprovam que no bairro ainda hd um elevado indice
larvario nos domicilios, possivelmente pela existéncia de quintais e areas externas, onde ¢
encontrada uma grande quantidade de recipientes expostos no ambiente. Neste trabalho, a
pesquisa dos recipientes ficou restrita apenas ao peridomicilio, pois Pinheiro & Tadei
(2002) demonstraram a predominéncia dos recipientes neste ambiente.

Os dados mostraram que de 1999 para 2001 houve redugdo significativa nos valores
de positividade dos recipientes. Também houve, em termos percentuais, redugdo do
nimero de espécimes coletados (35,7% , 33,7% e 30,5%). Esse quadro observado no bairro
Coroado demonstra a efetividade do trabalho regular dos agentes de saude, o que refletiu
na redu¢io do niimero de larvas.

Outro fator que certamente influenciou, a queda nos indices pluviométricos ocorrida
nos trés anos, conforme demonstrado na Figura 11. O aumento dos recipientes com agua
pode ser explicado pelos habitos da populagio em manter um grande nimero de
recipientes em seus domicilios.

Os dados de inspegdo mensal dos recipientes evidenciaram um padrio de
sazonalidade quanto a positividade, que mostrou correlagdo com os indices pluviométricos,
apresentando as médias mais elevadas durante os meses chuvosos. Moore et al. (1978) em
Porto Rico, também registraram aumento no indice de recipientes positivos para A. aegypti
no periodo de maior pluviometria. Resultado diferente foi encontrado por Strickman &
Kittayapong (2002) que realizaram estudo em vaérias aldeias na Taildndia e encontraram

diferentes padrdes de sazonalidade, registrando em um dos locais, maior percentual de
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positividade na estagdo seca. Essa diversidade de resultados pode ser explicada pelas
condigdes socioecondmicas da populagdo e ndo apenas pelos fatores climaticos. Locais em
que a popula¢do tem habitos de armazenar agua para consumo, geralmente apresentam
elevados percentuais de recipientes disponiveis que facilmente podem se tornar criadouros,
independente da estagdo. No bairro Coroado, como os recipientes estdo situados
geralmente no peridomicilio, a influéncia da estagdo chuvosa é bem marcante para o
aumento destes.

E interessante destacar que mesmo em meses com indices pluviométricos bastante
reduzidos, ocorreram subidas repentinas na positividade. Isto pode ser verificado no ano de
2000 nos meses de agosto € outubro e em 2001 em setembro (Figura 16). Esta mudanga
nos padrdes de ocorréncia da positividade pode ser decorrente de varios fatores. Um deles
estd relacionado ao aumento do numero de recipientes disponiveis, que podem ser
colonizados, caso acumulem agua durante alguns dias. Como na regido amazonica é
comum a ocorréncia de chuvas intensas em meses secos, o aumento dessas médias €
perfeitamente aceitavel, um outro fator, esta ligado a qualquer relaxamento nas atividades
de inspegdo dos agentes de saiide, o que repercute no menor cuidado por parte dos
moradores em evitar a proliferagdo dos recipientes.

A observa¢do em campo permitiu verificar que os mosquitos colocam ovos em
recipientes de dificil acesso, como as caixas d’agua e calhas. A permanéncia desses
recipientes sem tratamento por longos periodos, possibilita a reprodugéo do 4. aegypti.

Em relagio ao tipo de recipiente com maior positividade, foram encontradas
diferengas significativas entre os varios grupos, pneus € pegas e materiais tiveram as
maiores contribui¢gdes nos trés anos, seguidos por vasos, frascos, armazenamento, com
médias intermediarias e o grupo outros teve o menor valor (Figura 15). Observou-se na

maioria dos grupos uma elevago nas medias em 2000 e redugdo em 2001 (Figura 17) . E
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importante destacar que essa redugdo € um dado importante para a vigildncia
entomoldgica. Sabe-se que os pneus € pegas e materiais sdo recipientes encontrados de
forma predominante nas oficinas e borracharias, geralmente apresentando elevada
positividade, especialmente os pneus que por terem cor escura e superficie aspera, tornam-
se excelentes locais de oviposigdo para as fémeas do Aedes.

Em rela¢o as pegas e materiais, um tipo de recipiente muito comum sdo as latas de
18 litros, mantidas nas residéncias para serem usadas nas construgGes para transportar
agua, areia, cimento e etc. Como geralmente as construgdes sofrem interrupgdes por
periodos que podem variar de dias até anos, estes objetos ficam expostos ao ar livre, € no
periodo das chuvas acumulam agua e transformam-se em excelentes locais de oviposigéo,
o que explica a elevada positividade.

A redugdo verificada nas médias, no ano de 2001, foi devido & intensificagdo das
inspegdes nos locais em que esses recipientes eram encontrados em grandes quantidades.
As campanhas de controle dedicavam atengdo especial para esses recipientes, em especial
aos pneus, 0 que provavelmente provocou um cuidado maior por parte da populagio em
evitar a manutengdo desses objetos em seus domicilios. E sem divida, influenciou também
a resolugdo 258 acrescidq no Plano de Intensificagdo das A¢des de Controle do Dengue de
2001, que estabeleceu a obrigatoriedade das empresas fabricantes € vendedores de
pneumaticos em dar uma adequada coleta e destinagio final para esses artefatos.

Em outras regides do Brasil, os pneus também se destacam como recipientes de
elevada positividade, como demonstrado por Neves & Pinho (1996) em municipios do
Estado de Sdo Paulo, nos quais este recipiente apresentou percentual de 48,4% e no Estado
do Rio de Janeiro, Souza-Santos (1999) registrou a maior contribui¢do de positividade dos
pneus em relagdo ao total de recipientes pesquisados. Em Porto Rico, os pneus também

apresentaram percentuais elevados como criadouro (Moore et al., 1978).
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Quanto aos grupos com médias intermediarias, armazenamento teve uma evolugio
diferenciada dos demais, pois ndo apresentou grande positividade, mas foi o Gnico que ndo
sofreu redugio nos valores, ao contrario, suas médias aumentaram nos trés anos.
Considerando que nesse grupo estdo enquadrados recipientes permanentes e de grande
volume como tanques, tonéis, caixas d’4gua e demais artefatos usados para guardar agua
para consumo doméstico, torna-se importante a aplicagio de medidas de controle
especificas a esses recipientes. Devem também, ser repassadas informagGes para a
populagio sobre a necessidade da realizagio de limpeza regular e a manuten¢@o adequada
desses recipientes, evitando deixa-los expostos no ambiente.

Recipientes do tipo armazenamento constituem-se nos mais dificeis para inspegdo e
aplicagio das medidas de controle em vista da dificuldade para realizar a vistoria,
principalmente nas caixas d’agua. Além disso, o habito de se manter depdsitos com agua €
muito antigo e ja se tornou cultural pelas proprias necessidades de determinadas regides,
como nos locais com escassez de chuva, o que obriga os Programas de Controle a adotar
estratégias diferenciadas. Nos ultimos anos vém sendo empregados métodos alternativos
de controle, como a utilizagdo de biolarvicidas bacterianos e peixes larvofagos.

Kay et al. (2002) demonstraram a utilizagio de Copépodos (Mesocyclops) como
forma de controle de mosquitos nos recipientes de abastecimento no Vietnam. Em
Honduras, foi desenvolvida uma campanha para ensinar a populagio a lavar
adequadamente os tanques para eliminar os ovos do mosquito e assim reduzir os indices
larvarios, sem aumentar a quantidade de larvicidas quimicos (Fernandez et al., 1998). No
Brasil, ja vém sendo utilizado em alguns Estados o Bacillus thuringienses como medida
alternativa ao temefés (Penna, 2003). No Estado do Ceara, a utilizagdo do peixe Betta
splendens em tanques, provocou a redugdo nos indices de infestagdo, nesses depositos, de

70,4% para 0,2% (Pamplona ef al.,2004).
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Por todo o mundo, ha uma vasta literatura que mostra a importéncia dos recipientes
de armazenamento como criadouros, especialmente em areas com problema de falta de
chuva ou com deficiéncia de abastecimento de agua. Foram feitos estudos em regides
pobres do Sudeste da Asia (Thaung et al.,1975; Nelson et al.,1976; Foo et al.,1985), no
Meéxico (Gomez et al., 2001), em Honduras (Sherman et al., 1998), na Australia (Tun-lin ez
al, 1995). No Brasil, pesquisas também ja evidenciaram a participagdo do grupo
armazenamento como recipientes preferenciais no Estado do Ceara, uma regido com
intensa falta de agua (Bezerra, 1999; Carneiro ef al., 2000, Pontes et al., 2000) e em areas
de favelas no Estado do Rio de Janeiro (Lenzi ef al., 2000; Oliveira & Valla, 2001). No
Estado de S#o Paulo, a situagdo é um pouco diferente, Pereira (2001) demonstrou que a
freqiiéncia dos recipientes para armazenamento de agua ¢ baixa, mas sua contribuigio €
importante nos percentuais de positividade e em relagdo ao numero de pupas coletadas,
principalmente em caixas d’ agua e tambor. Forattini & Brito (2003) no municipio de
Potim (Estado de Sdo Paulo) registraram 85% de positividade nos recipientes do grupo
armazenamento.

Os grupos vasos e frascos apresentaram valores de positividade muito proximos, e
ambos registraram uma redugio consideravel nas médias de 2000 para 2001. O grupo vaso
ndo é um recipiente de elevada positividade em bairros de Manaus, mas sua importancia
estd no fato de sua manutengdo ser continua nos domicilios, pois os proprios moradores
garantem seu abastecimento de agua (Pinheiro & Tadei, 2002). Esse grupo tem
importancia maior como criadouro preferencial na regifio sudeste do Brasil (Mazine ef al/.,
1996; Melo, 1997; Forattini & Marques, 2000).

O grupo frasco possui uma elevada positividade pois ¢ constituido de uma grande
variedade de objetos, geralmente de tamanho pequeno a médio. Pinheiro & Tadei (2002)

registraram esse grupo como o mais importante como criadouro em dois bairros de
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Manaus, de forma mais marcante no periodo chuvoso. Na pesquisa atual, detectou-se uma
redugdo significativa na positividade desses recipientes, o que pode ser reflexo dos
mutirdes de limpeza periodicamente realizados no bairro, a regularizagdo do servigo de
coleta do lixo € a construgdo de cercas ao redor de terrenos desocupados, 0 que evita o
acimulo de lixo. Deve-se destacar também, a a¢do dos agentes de saide no seu trabalho
casa-a-casa destruindo os recipientes inserviveis, tratando os permanentes e orientando os
moradores nos cuidados para evitar que estes recipientes se transformem em criadouros.

Analisando-se o desempenho da positividade mensal de cada grupo de recipientes
(Figura 18) pode-se observar que frascos, pegas e materiais e outros apresentaram um
tipico padrdo de sazonalidade com redugdio nas médias nos meses de menores indices
pluviométricos. De forma diferente, os grupos pneus e armazenamento permaneceram com
médias elevadas o ano inteiro. .

A evolugio das médias de produtividade anual mostra a redugdo consecutiva nos trés
anos de estudo (Tabela 3). Esta diminui¢do reflete como ja mencionado, o trabalho dos
agentes € os mutirdes de limpeza organizados no bairro, sendo pelo menos trés ao ano, em
que o procedimento foi a retirada dos materiais inserviveis dos quintais e o seu descarte,
tendo conseqiiéncia nos indices de produtividade.

A analise de comparagdo multipla da produtividade mensal permitiu verificar que em
alguns meses as médias dos recipientes diferem significativamente em relagdo a outros,
formando-se um conjunto de meses com maiores médias - novembro e dezembro e outro
com menores — janeiro, margo, abril, junho, julho e agosto (Figura 20).

Esse resultado mostra que os maiores valores ocorreram em dois meses com indices
pluviométricos elevados, no entanto, no més seguinte (janeiro) que possui indices mais
elevados, registrou-se uma redu¢do significativa nos valores. Percebe-se uma grande

variagdo nas médias mensais que ndo permitiu estabelecer uma sazonalidade perceptivel
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para a produtividade dos recipientes, como foi possivel observar para a positividade.
Enquanto foi possivel demonstrar correlagio positiva entre positividade e indices
pluviométricos, 0 mesmo ndo aconteceu para a correlagdo com a produtividade.

A produtividade elevada ao longo do ano esta relacionada ao fato de que na regido
amazdnica, mesmo na estagdo seca, ocorrem chuvas intermitentes. Estas sdo suficientes
para manter os criadouros com agua e permitir a produgdo continua de larvas ao longo do
ano. Por isso, os dados de produtividade mostram a elevagdo das médias de um més para o
outro, mesmo fora da estagio chuvosa. Esses dados diferem dos estudos realizados em
regides do Estado de Sdo Paulo, que mostram a ocorréncia de uma sazonalidade bem
marcante, em decorréncia de grande redugdo nos indices pluviométricos no periodo seco, o
qual pode ser zero em determinado més. Pereira (1996) na regido de Aragatuba (SP)
destacou a importéncia do periodo chuvoso - de novembro a abril, na produg@o de imaturos
de A. aegypti. Estudos realizados em outros paises também demonstraram aumento de
produtividade na estagdo chuvosa e redugéo na estagéo seca (Ho et al., 1971, Strickman &
Kittayapong, 2002).

Um outro aspecto que pode ser levantado quanto as diferencas entre os indices de
recipientes de maior positividade e os de maior produtividade, trata-se das caracteristicas
dos recipientes como o tamanho, o volume de 4gua e a quantidade de matéria orgénica.
Esses fatores interferem na sobrevivéncia dos espécimes, tendo conseqiiéncia nos niveis de
produtividade. Essa mesma interpretagdo foi aventada por Pereira (2001), quando estudou
os recipientes em Aragatuba (Estado de Sdo Paulo).

Quanto a produtividade dos grupos, a analise de comparagdo multipla mostrou
ocorréncia de diferencas significativas para pegas e materiais € pneus, que tiveram as
maiores médias, da mesma forma que na positividade (Figura 21). Os dados mostraram

que esses grupos tém uma grande contribui¢do na densidade larvaria no bairro estudado,
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pegas e materiais apresentaram uma média de 36,08 e pneus de 33,43 larvas por recipiente.
Esses valores foram muito elevados se comparados com as meédias encontradas em
Aragatuba de 26,0 para pegas e materiais € 23,07 para pneus (Peréira, 1996). Na literatura
constam outros dados que mostram a importancia do pneu como criadouro (Bond & Fay,
1969; Chiaravalloti Neto, 1997; Lima et al., 1989). Como citado anteriormente para a
positividade, os pneus também possuem médias de produtividade elevadas, o que foi
verificado por outros autores (Tun-Lin ef al.,1996; Chiaravalloti Neto, 1997).

Em relagio ao grupo pegas e materiais, em Manaus, esses recipientes sio
encontrados com muita freqiiéncia nos pontos estratégicos (borracharias, oficinas
mecénicas, lojas de autopega) e nos terrenos baldios. No Coroado, ¢ muito comum, esses
recipientes estarem expostos ao ar livre sem nenhuma proteggo, principalmente a lataria de
automoveis abandonados, que formam iniimeros criadouros. Pinheiro (2000) demonstrou a
importancia dos pontos estratégicos na produtividade em dois bairros de Manaus.

Embora tenha se constatado uma redugdo significativa na totalidade do numero de
larvas € pupas nos trés anos de coletas, as médias apresentadas pelos recipientes foram
muito elevadas como pode ser observado no Anexo 10. Os valores do grupo intermediario
formado por armazenamento, frascos € vasos apresentaram respectivamente, 29,4, 27,66 e
25,19 e a menor média foi de 22,8, observada no grupo outros. A analise de varidncia ndo
apresentou diferengas estatisticas significantes, ao nivel de 5% de confianga para a
produtividade na interagdio meses/recipientes o que evidencia a baixa variagdo nas meédias
durante os trés anos.

Sobre o grupo frasco é importante destacar a mudanga em seu perfil de ocorréncia,
em trabalho realizado anteriormente por Pinheiro & Tadei (2002). Estes recipientes
tiveram médias muito elevadas de produtividade e, na presente analise, a contribui¢do do

grupo foi bem menor. Isso pode ter ocorrido pelo cuidado da populagdo em limpar os
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quintais e patios das residéncias com maior regularidade, o que reduz a possibilidade
desses recipientes permanecerem com agua e serem colonizados. A realizagdo desse tipo
de estudo, com obtengdo de coletas consecutivas numa mesma area tornou possivel a
detecgdo dessa alteragdo, que muitas vezes pode passar despercebida quando se utiliza
amostragens pequenas.

Em Manaus, a correlagdo foi positiva entre os casos de dengue e indices
pluviométricos, observando-se um padrdo marcante de sazonalidade com a ocorréncia da
maioria das epidemias, nos meses chuvosos. Nesse periodo ha maior disponibilidade de
recipientes com agua, favorecendo a reprodugio do 4. aegypti, elevando a densidade
populacional, 0 que contribui para a maior circulagio viral. Figueiredo et al. (2004), ao
estudar a primeira epidemia de dengue em Manaus - 1998 a 1999, também relatam que ha
relagdo entre casos de dengue e o ciclo da chuva.

O quadro epidemiologico do dengue em Manaus, mostra redugdo consecutiva nas
epidemias ano a ano a partir de 1998, quando foram diagnosticados cerca de 13.000 casos,
e foram isolados os dois sorotipos - DENV 1, no més de margo e DENV 2, em novembro.
Nos anos seguintes, houve redugio na incidéncia, provavelmente em decorréncia da
imunizagdo adquirida pela populagdo aos sorotipos circulantes (Kuno, 1997), ficando as
incidéncias abaixo de 7.000 mil casos. Verificou-se novamente aumento no numero de
casos em 2001 e a ocorréncia dos primeiros casos de FHD, atingindo essa epidemia 18.505
casos. Essa explos@o de casos provavelmente ocorreu pela introdugéo do sorotipo DENV
3, que foi isolado de sangue de pacientes de Manaus em 2002 (Araujo ef al., 2003).

A sazonalidade das epidemias de dengue também jé foi registrada em outras regides
do Brasil, no Sudeste (Cunha et al., 1998; Nogueira et al., 1999) e no Nordeste (Gongalves

Neto & Rebélo, 2004; Rébelo ef al, 1999). Em paises da Asia, diversos autores
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encontraram padrdo de sazonalidade também na estagdo chuvosa (Nagao ef al, 2003;
Cummings ef al., 2004; Tewari et al., 2004).

Os dados deste trabalho mostraram que a manutengdo regular das atividades dos
4rgdos de saGde com a visita domiciliar e a veiculagio de informagdes pela midia,
consegue alguns avangos, no sentido de ajudar a reduzir os valores dos indices larvarios do
A. aegypti. No entanto, é necessario mencionar que diante da quantidade de bairros
existentes na cidade de Manaus e nimero de iméveis nestes, é impossivel a realizagéo de
ciclos de visitas regulares em toda 4rea da cidade. Assim, o engajamento da populagdo as
agdes de prevengdo do dengue e controle do vetor é essencial como uma rotina a ser
assimilada ao dia-a-dia das pessoas. A plena incorporagdo dessas atitudes so acontece com
um trabalho educativo maci¢o que realmente sensibilize e leve & ag@o. Para se chegar a
esse nivel é preciso um sistema de comunicagdio que envolva a comunidade com
estratégias planejadas e continuas, ndo apenas a realizagdo de campanhas publicitarias em
periodos de risco de epidemias.

Diferentes estudos comprovaram o quanto ainda ¢ incipiente a participagdo
comunitaria nas campanhas de controle. Lenzi et al. (2000) fizeram o seguinte comentario
sobre o nivel de informagdo que comumente é veiculado: “observa-se sua elaboragio
norteada pela simplifica¢do da linguagem em detrimento da qualidade, o que compromete
seus objetivos, trazendo conseqiiéncias sociais graves”. Os autores complementam ainda:
“que essa simplificagio provoca a perda de informagGes importantes, mantendo a
populagdo sem condigBes de atuar, ja que alternativas ndo lhe sdo oferecidas e, pior, ndo
Ihe faculta a oportunidade de desenvolver qualquer conhecimento”. Ainda, sobre esse
aspecto, Chiaravalloti Neto ef al. (2003) afirmaram que as préticas relacionadas ao controle

do vetor s3o tanto minuciosas como corriqueiras e devem ser executadas com grande

freqiiéncia para que realmente sejam incorporadas. Dias (1998) também tem opinido
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semelhante: “As experiéncias vividas quanto & luta contra o dengue no Brasil tém sido
ricas e pedagogicas no que toca a participagdo comunitaria. Ndo obstante, essa participagdo
carece de consisténcia e de continuidade, tendo sido pontual, irregular ¢ quase sempre
meramente casuistica”.

A adesdo da populagdo is campanhas de controle é tdo essencial que o PNCD
colocou este item como um dos componentes estratégicos - agdes integradas de educagio
em saude, comunicagdo e mobilizagdo social. Algumas experiéncias ja mostraram como a
participagdo pode efetivamente reduzir os indices vetoriais e os casos da doenga, como
ocorreu em Cuba na grande epidemia de 1981 e no Rio de Janeiro apés as grandes
epidemias de 2001-2002. Mas para que realmente se concretize essa participagdo popular é
necessaria a integragdo dos setores governo-povo. Segundo Penna (2003), o que estd
faltando é a melhoria do nivel de informagdo e o acesso da populagio aos meios
disponiveis para o controle vetorial doméstico, de sua responsabilidade. Em outras
palavras, o que podemos chamar de participagdo efetiva nas estratégias e medidas que
constituem os programas de controle, estabelecer uma discussdo ampla que envolva
questdes sociais gerais como condigdes de habitagdo, saneamento basico e coleta e
reciclagem do lixo.

Antes de tudo, o problema do dengue esta estritamente relacionado com as questdes
urbanas atuais, e exige tomada de decisfio por parte do poder pablico, a quem cabe resolver
os problemas sociais que sdo de sua responsabilidade. De que forma pode-se exigir da
populagdo medidas individuais de controle sobre os recipientes, quando esta ndo dispde de
um sistema de abastecimento regular de égpa. Se mesmo, mantendo seu domicilio limpo,
existe nas vizinhangas terrenos baldios com lixo acumulado, se ndo ha coleta regular de

lixo nos bairros.
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Assim, cada segmento da sociedade assumindo aquilo que the compete sera possivel
atingir um nivel estavel de equilibrio necessério para que a sociedade, especialmente a
parcela mais desfavorecida, sinta-se incluida, de fato, no contexto social e politico, com a

melhoria de sua qualidade de vida.
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7. ANEXOS
Anexo 1. Ficha de coleta dos recipientes de Aedes aegypti.

Boletim de Avaliagiio da Densidade Larviria de Aedes aegypti
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Anexo 2. Médias anuais da positividade dos recipientes no periodo de jan/99 a dez/01 no

bairro Coroado (Manaus-AM).

Anos Meédias Desvio-padrﬁo IC - 95%

1999 0,041 a 0,034 0,033-0,049
2000 0,044 a 0,034 0,036-0,051
2001 0,030b 0,027 0,024-0,036

IC = Intervalo de confianga
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

Anexo 3. Médias mensais da positividade dos recipientes no periodo de jan/99 a dez/01 no

bairro Coroado (Manaus-AM)

Meses Médias Desvio-Padrio IC - 95%
Janeiro 0,055 a 0,035 0,040-0,070
Fevereiro 0,047 ab 0,028 0,032-0,063
Margo ' 0,045 abc 0,027 0,027-0,061
Abril 0,044 abc 0,032 0,020-0,054
Maio ‘ 0,037 cd 0,032 0,017-0,054
Junho 0,036 «cd 0,021 0,017-0,038
Julho 0,027 cd 0,039 0,011-0,039
Agosto 0,025 d 0,034 0,017-0,040
Setembro 0,029 «cd 0,041 0,019-0,056
Outubro 0,037 «cd 0,022 0,021-0,044
Novembro 0,033 cd 0,039 . 0,029-0,055
Dezembro 0,042 abc 0,024 0,025-0,066

IC = Intervalo de confianga
Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si, a0 nivel de 5%, pelo teste de Tukey.




©
87

Anexo 4. Médias da positividade dos recipientes no periodo de jan/99 a dez/01 no bairro
Coroado (Manaus-AM).

Grupos Médias Desvio-padrio IC-95%
Vasos 0,029b 0,024 0,021-0,038
Frascos 0,029 b 0,017 0,023-0,035

D Pneus 0,081 a 0,035 0,067-0,096
® Armazenamento 0,029 b 0,016 0,023-0,034
@ Fixos 0,011 ¢ 0,011 0,007-0,015
- Pecas e Materiais 0,066 a 0,036 0,053-0,079
Outros 0,032b 0,024 0,024-0,040

o>

@Y IC = Intervalo de confianga
@ Meédias seguidas de mesma letra niio diferem entre si, ao nivel de 5%, pelo teste

@
3 de Tukey.

2
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Anesxo S. Dados da interag3o da positividade dos recipientes por anos/meses no periodo de jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM).

Meses 1999 2000 2001
Médias | DP IC - 95% Médias | DP IC - 95% Médias | DP IC - 95%

Janeiro 0,054 0,023 0,032-0,075 | 0059 0,041  0021-0,098 | 0053 0,035 0,016 - 0,089
Fevereiro 0,053 0,030  0,025-0,081 | 0,046 0,037  0,007-0,086 | 0,043 0034 0,011-0,075
Margo 0,060 0051  0,005-0,132 | 0,049 0,041  0,010-0,088 | 0,025 0,028 -0,001 - 0,052
Abril 0,059 0,042  0,019-0098 | 0,042 0036  0004-0,081 | 0,032 0025 0,008 - 0,056
Maio 0,040 0,032  0,005-0,074 | 0,029 0,030  -0,002-0,060 | 0,043 0,043 -0,002- 0,089
Junho 0036 0029 -0,015-0,088 | 0,045 0,045  0,003-0,088 | 0026 0,021 0,006 - 0,046
Julho 0,035 0049  0,005-0,066 | 0025 0016  0,008-0,042 | 0,023 0,018 0,006 - 0,040
Agosto 0,016 0,007  0,006-0025 | 0,043 0,039  0,007-0,080 | 0,014 0,014 0,001 - 0,027
Setembro 0022 0026 -0,002-0046 | 0,027 0014  0,014-0,041 | 0,038 0,030 0,005 -0,070
Outubro 0,028 0035 -0,008-0,065 | 0,058 0,049  0,012-0,103 | 0,025 0,027 0,0005 - 0,050
Novembro 0028 0018  0,009-0,048 | 0046 0,026  0,021-0,070 | 0,021 0,016 0,004 - 0,039
Dezembro 0052 0,036 0018-0086 | 0050 0025  0,023-0,076 | 0,026 0,010 0,016-0,035

DP = Desvio-padrio

IC = Intervalo de Confianga.
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Anexo 6. Dados da interagdo da positividade dos recipientes por anos/grupos no periodo de jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM).

Grupos 1999 | 2000 2001
Médias DP IC-95% Médias | DP IC-95% | Médias| DP | IC—95%

Vasos 0,035 0,027 0,017-0,054 | 0039 0021 0,025-0,053 | 0,015 0,015 0,005-0,025
Frascos 0,032 0,019 0,020-0,045 | 0039 0012 0,031-0047 | 0,016 0,009 0,010- 0,022
Pneus 0,085 0,026  0,065-0,106 | 0,094 0,047 0,050-0,138 | 0,069 0,033 0,044 - 0,093
Armaz 0,018 0,010 0,011-0,025 | 0027 0,018 0,015-0,039 | 0,041 0011 0,034-0,048
Fixos 0,016 0,017 0,003-0,028 | 0,011 0,006 0,007-0,015 | 0,006 0,004 0,003 - 0,009
Pegas e Mat _ 0,066 0,042 0,037-0,095 | 008 0,033 0,061-0,105 | 0,049 0,026 0,032 - 0,066
Outros 0,044 0,033  0,021-0,066 | 0,034 0017 0,023-0,045 | 0,019 0011 0,012-0,026

DP = Desvio-padrio IC = Intervalo de Confianga.
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Anexo 7. Dados da interagdo da positividade dos recipientes por grupos/meses no periodo
de jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM).

Grupos
Meses Pecas e
Vasos Frascos Pneus Armaz Fixos Mat Outros
0,0590 0,0597 0,0600 0,0317 0,0310 0,1020 0,0453
Média
Janeiro Desvio-Padréo 0,0210 0,0174  0,0247 0,0310 10,0277 10,0390 0,0181
IC — 95% 0,0068  0,0165 -0,1569 -0,0454 -0,0379 0,0052 0,0003
0 0,1112 0,1029 0,2879  0,1087 10,0999 0,1988 0,0904
Média 0,0407 0,0300 0,0879 0,0400 0,0107 10,0740 0,0683
Desvio-Padrio 0,0455 0,0062 0,0354 0,0020 0,0021 0,0354 0,0246
Fevereiro IC — 95% -0,0723 0,0145 -0,2357 0,0350 0,0055 -0,0139 10,0073
0 0,1536  0,0455 0,3997 0,0450 0,0158 0,1615 0,1294
Média 0,0192 0,0320 0,1127 0,0240 0,0153 10,0845 0,0537
Desvio-Padrio 0,0000 0,0187 0,0320 0,0052 0,0103 0,0283 0,0491]
Margo IC — 95% 0,0060 -0,0145 0,0332 0,0111 -0,0102 -0,1811 -0,0682
° 0,0060 0,0785 0,1921 0,0369 0,0408 0,3271 0,1755
Média 0,0417 0,0383 0,0728 0,0293 0,0087 0,1100 0,0247
Desvio-Padrdo 0,0121 0,0223 0,0269 0,0106 0,0025 0,0305 0,0135
Abril IC - 95% 0,0116 -0,0171 -0,1734 0,0030 0,0024 0,0342 -0,0089
? 0,0717 0,0937 0,3094 0,0557 0,0149 10,1858 0,0582
Média 0,0130 0,0343 0,1108 0,0230 0,0058 0,0703 0,0143
Desvio-Padrio 0,0020 0,0199 0,0283 0,0139 0,0226 0,0136 0,0047
Maio IC — 95% 0,0080 -0,0150 -0,1491 -0,0115 -0,0390 10,0365 0,0026
0,0180 0,0837 0,3591  0,0575 - 0,0505 0,1042 0,0261
Média 0,0220  0,0267 0,1091 0,0223 0,0147 0,0663 0,0183
Desvio-Padrio 0,0165 0,0050 0,0594 0,0119 0,0071 0,0619 0,0208
Junho IC — 95% 0,0189 00142 -0,4287 -0,0073 -0,0030 -0,0873 -0,0333
? 0,0629 0,0392 0,6387 0,0520 0,0323 0,2200 0,0700
Média 0,0253  0,0167 0,068 0,0270 0,0051 0,0393 0,0240
Desvio-Padrdo 0,0196 0,0080 0,0438 0,0191 0,0007 0,0067 0,0056
Julho IC — 95% -0,0232 -0,0033 -0,3309 -0,0203 -0,0029 0,0228 0,0102
0 0,0739 0,0366 0,4569 0,0743 0,0099 0,0559 0,0378
Média 0,0140 0,0213 0,0752 0,0120 0,0060 0,0383 0,0160
Desvio-Padréo 0,0110 0,0250 0,0537 0,0085 0,0030 0,0325 0,0062
Agosto IC — 95% -0,0133  -0,0408 -0,4048 -0,0542 -0,0015 -0,0424 0,0005
0 0,0413 0,0835 0,5608 0,0982 0,0135 0,1191 0,0315
Média 0,0227 0,0153  0,0650 0,0270 0,0138 0,0423 0,0167
Desvio-Padrdo 0,0168 0,0047 0,0372 0,0185 0,0064 0,0111 0,0085
Setembro IC - 95% -0,0191 0,0036 -0,0275 -0,0190 -0,0507 0,0149 -0,0045
° 0,0644 0,0271 0,1575 0,0730 0,0637 0,0698 0,0378
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Cont, Anexo 7

Grupos
Meses . Pecas e
Vasos Frascos Pneus Armaz  Fixos Mat Outros
Média 0,0260 0,0223 0,1037 0,0250 10,0027 0,0583 0,0212
Outubro Desvio-Padrido 0,0246  0,0143 0,0260 0,0154 0,0012 0,0552 0,0071
IC — 95% -0,0351 -0,0132 10,0392 -0,0132 -0,0002 -0,0789 -0,0415
0,0871 0,0578 0,1682 0,0632 - 0,0055 0,1956 0,0855 -
Média 0,0377 0,0253 0,0163 0,0297 0,0097 0,0563 0,0370
Novembro Desvio-Padrio 0,0348 0,0150 0,0163 0,0176  0,0057 0,0304 0,0130
IC - 95% -0,0489 -0,0119 -0,0294 -0,0141 -0,0045 -0,0191 0,0047
0,1242 0,0625 0,0620 0,0734 10,0238 0,1318 0,0693
Meédia 0,0433 0,0313 0,0608 0,0463 0,0153 10,0683 0,0437
Dezembro Desvio-Padrio 0,0261 0,0126 0,0438 0,0346 0,0023 10,0372 0,0240
IC — 95% -0,0215 0,0001 -0,3419 -0,0395 0,0096 -0,0241 -0,0160
0,1081 0,0626 04459 0,1322 0,0211 0,1 608 0,1033

IC = Intervalo de Confianca

Anexo 8. Dados da produtividade anual dos recipientes no periodo de jan/99 a dez/01 no

bairro Coroado (Manaus-AM).

Aneos Médias Desvio-padrio IC-95%

1999 358 a 20,86 31,038-40,572
2000 275 b 14,72 24,357-30,783
2001 22,79 ¢ 12,83 19,969-25,608

IC = Intervalo de confianga

Médias seguidas de mesma letra néio diferem entre si, ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
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Anexo 9. Dados da produtividade mensal dos recipientes no periodo de jan/99 a dez/01 no

bairro Coroado (Manaus-AM).

92

Meses Meédias Desvio-padrio IC-95%
Janeiro 21,38 d 11,330 16,220 - 26,534
Fevereiro 32,27 abc 23,510 21,567 - 42,973
Margo 249 bced 13,410 18,798 - 31,004
Abril 24,69 bced 11,790 19,319 -30,052
Maio 30,61 abcd 19,580 21,447 - 39,778
Junho 23,4 bcd 11,770 17,946 - 28,966
Julho 2293 «cd 11,710 17,453 - 28,417
Agosto 24,06 cd 15,430 16,625 - 31,500
Setembro 31,85 abc 20,370 22,318 - 41,387
Outubro 32,2 ab 16,470 24,267 - 40,142
Novembro 39,63 a 24,290 27,924 - 51,339
Dezembro 35,55 a 12,510 29,697 - 41,406

IC = Intervalo de confianga

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5%, pelo teste

de Tukey.

Anexo 10. Dados da produtividade dos recipientes por grupos no periodo de jan/99 a
dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM).

Grupos Médias Desvio-padrio IC-95%
Vasos 25,19 ¢ 20,47 18,163 - 32,226
Frascos 27,66 abc 12,09 23,567 - 31,750
Pneus 3343 ab 19,58 26,372 - 40,487
Armaz 29,4 abc 13,06 24,978 - 33,817
Fixos 24,96 be 16,77 18,912 - 31,003
Pegas e Mat 36,08 21,51 28,800 - 43,354
Outros 22,8 10,49 19,140 - 26,460

IC = Intervalo de confianga

Médias seguidas de mesma letra néio diferem entre si, ao nivel de 5%, pelo teste

de Tukey.




Anexo 11. Dados da interagdo da produtividade dos recipientes por anos/meses no periodo de jan/99 a dez/01 no bairro Coroado (Manaus-AM).

Q)

Meses 1999 2000 2001
Meédias Dp IC-95% Médias DP IC - 95% Médias DP IC-95%

Janeiro 15,252 8,544 7,350 -3,155 | 21,124 8,317 13,431- 28,817 | 27,754 13,943 14,859 - 0,649 |
Fevereiro 47,485 35,368 14,776 -0,195 | 25,718 12,485 14,171- 37,265 | 23,607 5,322 18,684 - 28,529
Margo 39,431 11,861 28,461- 0,401 19,250 6,839 12,924 -25,575 | 16,022 6,016 10,458 - 21,587
Abril 32,635 13,543 20,110 -45,161 | 26,462 8,560 18,545 -34,380 | 14,958 4340 10,945 - 18,972
Maio 46,210 17,480 27,866 - 64,554 | 33,182 19,411 15,230 - 51,135 | 14,674 5,977 9,146 - 20,202
Junho 33,191 8,648  24,115-42268 | 25,102 11,799 14,190 - 36,015 | 13,465 4,795 9,030 - 17,901
Julho ' 29,686 16,296 12,584 - 46,789 | 22,412 10,507 12,695 -32,130 | 17,670 4,951 13,001 - 22,249
Agosto 28,458 16,573  7,880-49,036 | 27,048 20,031 8,522-45,574 | 17,937 7,725 10,792 - 5,082
Setembro 38,967 19,540 20,895 -57,039 | 37,398 24,368 14,861 - 59,935 | 17,083 5,540 11,269 - 22,898
Outubro 35,063 20,878 13,152-56,974 | 38,983 18,479 19,591 -58,375 | 23,944 5,658 18,711 - 29,177
Novembro 49,108 31,746 15,792 -82,424 | 21,762 10,751 11,819-31,706 | 51,003 16,358 33,836 - 68,170
Dezembro 33,818 22,357 10,356 - 57,280 | 34,025 7,218 27,350 - 40,701 | 38,564 3,259 35,550 -41,578

DP = Desvio-padrio

LC. = Intervalo de Confianga
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CAPITULO1II

AVALIACAO DA VIABILIDADE DE OVOS DE Aedes aegypti (DIPTERA,

CULICIDAE) EM DIFERENTES CONDICOES DE ARMAZENAMENTO NA

AMAZONIA.

1. INTRODUCAO

As fémeas do A. aegypti realizam a postura dos seus ovos individualmente na
agua ou mais comumente, nas paredes (imidas de recipientes artificiais ou naturais com
agua. Em condigdes normais, os ovos se desenvolvem, amadurecem e, logo apos a
imersd3o na 4gua, eclodem. Ao fim do desenvolvimento, se ocorrer situagdes adversas,
como: dessecagio, baixas temperaturas e insolagdo, o embrifio entra no estado da
diapausa, ou seja, o adiamento da eclosdo. Esse estado de quiescéncia poderd se
prolongar por seis meses ou mais tempo, até que ocorra o contato com a agua do
criadouro, e verifique-se a eclosio do ovo e a saida da larva de primeiro estadio
(Forattini, 2002; Rodhain & Rosen, 1997).

Essa caracteristica proporcionou a disseminagdo desse mosquito por amplas areas
geograficas, por meio do transporte de ovos resistentes em varios tipos de materiais.
Essa é a chamada dispersio passiva, que pode acontecer por qualquer meio de
transporte aéreo, maritimo ou terrestre. Provavelmente foi dessa forma que ocorreu a
introdugdo do A. aegypti na América vindo do continente africano nos navios que
transportavam os escravos daquele continente nos séculos XVI e XIX (Gubler, 1997,
Forattini, 2002). |

Os primeiros estudos sobre a oviposi¢do de 4. aegypti foram realizados nas

décadas iniciais do século passado por diversos autores, cujos experimentos
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proporcionaram o conhecimento detalhado da viabilidade dos ovos do Aedes (Theobald,
1901; Francis,1907; Newstead e Thomas, 1910; Bacot, 1916; Fielding, 1919 apud
Christophers, 1960). Nesses primeiros experimentos conseguiu-se mostrar a eclosdo de
ovos mantidos secos por periodo de dois meses. Seguiram-se outras séries de testes em
que foi constatada que a viabilidade dos ovos é bem maior: observou-se eclosdo de
larvas de ovos mantidos secos por quatro meses até 262 dias, enquanto aqueles
mantidos por 391-579 dias ndo eclodiram.

Os estudos realizados por Shannon & Putnam (1934) com ovos de A. aegypti
obtidos do Brasil comprovaram a importincia do condicionamento dos ovos como
condigio para a eclosdo. Esses experimentos demonstraram que os ovos devem ser
mantidos em contato com a umidade por um periodo de 24-72 horas com temperatura
entre 25° e 27°C para o embrido se desenvolver e permanecer viavel por periodos
prolongados. Se bem condicionados, os ovos podem ser armazenados durante 6 meses
sem alta mortalidade e, aproximadamente 5% sobrevive um ano ou mais. Caso ndo
ocorra essa exposicdo 4 umidade, os ovos secam e murcham, até em questio de
segundos. Os fatores determinantes para a manutencéo de boas condigdes de viabilidade
sdo os niveis de dessecagdo e de umidade do local de armazenamento (Christophers,
1960).

Além dos trabalhos realizados no século passado, seguiram-se uma série de
estudos que abordaram outros aspectos da postura do 4. aegypti. Os locais preferenciais
de oviposi¢do foram estudados por Fay & Eliason (1966). Os padrdes envolvidos com a
oviposi¢do nos domicilios € em campo foram intensamente investigados a partir de
1960 (Haddow et al., 1961; Corbet & Chadee, 1987, 1990a). Mais recentemente,

estudaram-se as caracteristicas da agua como fator determinante para a escolha dos

criadouros pelas fémeas do mosquito (Kline & Allan, 1998). E em Queensland na
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Australia, foram pesquisadas as estratégias adaptativas utilizadas pelas fémeas do Aedes
para sobreviveram durante a estagdo seca (Russel ef al., 2001).

No Brasil, sdo restritos os trabalhos enfocando periodos de viabilidade. Os mais
recentes foram realizados por Silva ef al., (1993) e Silva & Silva (1999) que estudaram
vérios aspectos associados com o ciclo evolutivo do A. aegypfi, inclusive o periodo de
quiescéncia dos ovos em cdmara climatizada sob condigdes controladas. Os resultados
mostraram eclosio em ovos com até 492 dias.

Sabendo-se que a fase de ovo representa a de maior resisténcia do ciclo biolégico
do A. aegypti, e o principal fator que favorece a dispersdo mundial do vetor, tornam-se
necessarios estudos relativos a viabilidade dos ovos nas coﬁdiqﬁes climaticas da
Amazdnia.

Portanto, resolveu-se realizar testes para medir a viabilidade dos ovos de A.
aegypti sob diferentes condigdes: mantidos em area interna — insetario, € em area
externa. Avaliaram-se também diferentes formas de armazenamento: ovos estocados em
copos, em envelopes € sacos plasticos.

Foram realizados também estudos em nivel de microscopia eletronica de
varredura para observar as modificagdes em nivel estrutural decorrentes do tempo de

armazenamento.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL:

Avaliar a viabilidade dos ovos de 4. aegypti mantidos em area interna -

insetario e em area externa, em diferentes tipos e periodos de armazenamento.

2.2 ESPECIFICOS:

2.2.1 Calcular as médias de eclosdo das larvas eclodidas dos ovos de 4. aegypti

mantidos na area externa e no insetario, armazenados em copos,

envelopes e sacos plasticos.

2.2.2 Obter as taxas de eclosdo total e diaria das larvas dos ovos de 4. aegypti

armazenados

2.2.3 Registrar as alteragdes morfologicas ocorridas nos ovos nos periodos de
armazenamento, por meio de observagdes de microscopia eletrbnica de

varredura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Formacio de ovoteca
Na realizagdo dos testes, formou-se uma ovoteca com amostras de ovos de A.
aegypti, obtidos com a utilizagdo de armadilhas — APO (Armadilhas para ovos), colocadas

em varios bairros da cidade para evitar o endocruzamento na colonia (Figura 1).

Figura 1. Armadilha para ovos de 4. aegypti em éreas peridomiciliar.

Estas eram colocadas no peri e intradomicilio das residéncias e recolhidas apos 7
dias. A seguir eram levadas ao Laboratorio de Maléria e Dengue do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia onde se colocava a palheta de eucatex para secar. Depois se
realizava a observagdo da presenga de ovos e mergulhavam-se as palhetas em bacias com
agua, individualizadas por bairros de coleta e acrescentava-se o alimento constituido de
uma mistura contendo 1 g de p6 de figado para 8 g de farinha de peixe, diluidos em 1 litro

de agua para assegurar o desenvolvimento das larvas (Scarpassa & Tadei, 1990). Ao
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chegarem na fase de pupa, estas eram recolhidas usando-se pipetas plasticas e colocadas
dentro de gaiolas de madeira teladas, onde ocorre a emersdo dos adultos. Estes eram
alimentados com uma solugdo de agua agucarada colocada em um erlenmayer de 30 mL
(Figura 2).

Nas gaiolas, os alados realizavam o acasalamento e a oviposi¢do. Usaram-se copos
plasticos de 100 ml contendo cerca de 20 ml de agua, com as laterais forradas com uma
faixa de papel filtro medindo 3 cm de altura por 22 cm de comprimento, destinadas a

deposigdo dos ovos pelas fémeas (Figura 3). Trés vezes por semana utilizava-se um

hamster (Mesocricetus auratus) na alimentagio das fémeas.

Figura 2 - A. Palhetas de eucatex mergulhadas na dgua para eclosdo dos ovos de 4. aegypti
coletados nas armadilhas. B. Gaiolas para acasalamento e postura. C. Bacias onde ocorre a

emersdo dos adultos.
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Figura 3. Copo pléstico forrado com papel filtro nas laterais para deposi¢do dos ovos.

3.2 Contagem e armazenamento dos ovos

Ap6s serem retiradas das gaiolas, as faixas de papel de filtro, contendo os ovos
aderidos e denominadas cartelas, eram deixadas durante 72 horas nos copos plasticos
contendo 4gua até cerca de 1 cm de altura, para e o desenvolvimento adequado do embrido.
Apbs esse periodo retirava-se a agua e a faixas eram deixadas no ambiente por 24 horas,
tempo necessario para a completa evaporagdo do papel de filtro. Em seguida, retirava-se o
papel com os ovos (cartela) e fazia-se a contagem e o armazenamento nos envelopes de

papel (Tipo oficio médio), sacos plasticos (200 ml) e copos plasticos de 100 ml abertos

(Figura 4).
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Figura 4. Tipos de armazenamento em que os ovos de A. aegypti foram mantidos:

Envelopes de papel, copos plasticos e sacos plasticos.

Nessas trés condigdes, as cartelas foram armazenadas em area interna — insetario, sob
temperatura (26-27°C) e umidade (80-100%) constantes e em 4rea externa, em meio a
vegetagdo, onde foi feita uma cobertura de zinco para evitar a agdo da chuva. Em ambos os
ambientes, os lotes de ovos, nos trés tipos de armazenamento foram abrigados em dois
armarios de madeira, todo telado com malha de 2 mm de espessura, para evitar a agdo dos
predadores. Um dos armarios ficou dentro do insetario, e o outro foi colocado sobre um

suporte de aproximadamente 1 m de altura, localizado em éarea externa, no meio da

vegetagdo, com cobertura parcial (Figura 5 A e B).
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Foram colocados para eclodir, ovos armazenados por 12, 19, 32, 61, 89, 118, 158,
186, 240 e 271 dias. A viabilidade foi medida por meio das médias de eclosdo,
considerando trés cartelas retiradas ao acaso entre cinco armazenadas para cada
modalidade (copo, envelope e saco plastico) e dos dois ambientes (area externa e
insetario). Como parimetro para comparagdes, utilizou-se as médias e as taxas de eclosgo
das larvas eclodidas de ovos com trés dias de oviposi¢do, sem armazenamento.

As taxas de eclosdo para cada periodo de armazenamento foram obtidas dividindo-se

a quantidade de larvas eclodidas pelo total de ovos das trés cartelas de cada tipo colocadas

na agua.
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Figura 5. Locais onde os lotes de ovos de 4. aegypti foram mantidos por diferentes
periodos. A. Insetério com temperatura e umidades controlada. B. Area externa rodeada por

vegetagdo e com cobertura.
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3.3 Testes de viabilidade

Utilizaram-se bacias plasticas com 1,51 de dgua de pogo artesiano, onde eram
mergulhadas as cartelas de papel com os ovos, ¢ acrescentava-se cerca de 10 ml do
alimento usado para as larvas (Figura 6). Usaram-se trés cartelas, de cada tipo de
armazenamento, totalizando nove bacias de cada de ambiente. Realizavam-se as
observagdes da quantidade de larvas presentes nas cubas, trés vezes ao dia: 8:00 h, 13:00 h
e 18:00 h durante 10 dias. Esse tempo de observagio foi determinado com base em
experimento piloto em que foram feitas leituras até 25 dias, ndo mais se verificando
eclosdes apds o 10° dia. Outro aspecto considerado é que depois de 15 dias o papel filtro
mergulhado na 4dgua comega a se desfazer, dificultando a limpeza das bacias e a
continuidade das observacdes. Na realizagdo dessas leituras utilizava-se lanterna e lupa
manual para visualizagdo das larvas recém eclodidas e pipetas plasticas para recolhimento
das mesmas (Figura 7). Era feita a reposi¢do da agua de acordo com a evaporagdo € a

limpeza das bacias realizada uma vez por semana.

Figura 6. Bacias plasticas onde eram mergulhadas as faixas de papel filtro com os ovos de

A. aegypti para observagio da eclosdo.
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Figura 7. Contagem das larvas eclodidas com a utilizag3o de pipeta Pasteur e auxilio de

uma fonte luminosa (lanterna).

3.4 Anilise em microscopia eletronica de varredura — MEV

Foram feitas observagdes em microscopio eletronico de varredura para se verificar as
alteragdes morfoldgicas ocorridas nos ovos com o decorrer do tempo e de acordo com o
tipo de armazenamento estas foram realizadas no Laboratério de Entomologia Médica do
Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ-MG).

Foram retirados cerca de 20 exemplares de ovos de cada periodo, totalizando 120
ovos de diferentes idades: 61, 89, 118, 186, 240 e 271 dias, de todos os tipos de
armazenamento e dos dois ambientes, que foram fixados por 72 horas, em solugdo
contendo 2,5% de glutaraldeido em tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,2. A seguir, 0s ovos
foram lavados trés vezes em PBS e pds-fixados em solugdo contendo 1% de tetroxido de
6smio e 0,8% de ferricianeto de potassio (Pimenta & De Souza, 1983) também por duas

horas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Depois da pés-fixagdo, as amostras foram
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lavadas em tampio PBS por trés vezes e desidratadas em concentrages crescentes de
acetona (30 a 100%). A seguir, foram submetidas & secagem rapida atraves do aparelho de
ponto critico (algumas amostras de ovos foram deixadas secar a temperatura ambiente),
ambas as preparagdes foram montadas em suportes apropriados e metalizadas com uma

fina camada de ouro 18 nm, a fim de serem observadas ¢ fotografadas ao microscopio

eletronico de varredura Marca JEOL 5600.

3.5 Analise Estatistica

A analise dos fatores principais e suas interagdes foram realizadas com o seguinte

modelo (fatorial), com a finalidade de medir a eclosio média das larvas dos ovos de A.
aegypti mantidos em diferentes condigoes:

L-ny = +7,+ B + 74 +(2B),
Onde;

U, - representa a média geral.

7, - representa o efeito do i-ésimo nivel do fator localizagao,

B, - representa o efeito do j-ésimo nivel do fator tipo de armazenamentos,

7, - representa o efeito do k-ésimo nivel do fator tempo de armazenamentos;

(zB),; - representa o efeito da interagio localizagdo*tipo de armazenamentos.

Também, foi utilizado o seguinte modelo linear generalizado com preditor linear

exp(2,8589 — 0,0291* 3,)

; para demonstrar a taxa de eclosdo dos
1+exp(2,8589 —0,0291* 3,)

simples, i1, =m

lotes de ovos armazenados nos diferentes periodos.

Utilizou-se a transformagdo por Box-Cox, para a normalizagio dos dados em estudo.
Na realizagdo dos testes de comparagdes multiplas utilizou-se o teste de Tukey para

comparar os fatores principais e as interagdes que foram significativas.
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4, RESULTADOS

Nos testes da viabilidade dos ovos de A. aegypti realizados neste trabalho utilizou-se
um total de 27.651 ovos, sendo 14.064 armazenados na area externa e 13.587 no insetario.

Na Tabela 1, estdo as quantidades utilizadas por periodo e em cada tipo de armazenamento.

Tabela 1. Quantidade de ovos de 4. aegypti usados nos testes de viabilidade em diferentes

periodos.
Periodos de Area Ean(éuantldade e ovos Insetario
Armaz. (dias) Copo Env Saco | Copo Env Saco
12 485 521 525 548 560 487
19 558 608 493 631 500 619
32 442 535 606 402 450 606
61 478 475 438 488 343 468
89 : 498 390 525 609 353 419
118 485 528 494 377 538 397
158 594 333 535 493 413 347
186 448 498 545 448 498 545
240 303 249 499 318 434 383
271 264 290 337 149 340 424
Total 4555 4427 4997 4463 4429 4695

Armaz = Armazenamento  Env = Envelope

4.1. Anilise Estatistica

A Anilise de Variincia (Tabela 2) mostrou que existem diferencgas significativas
entre os periodos de viabilidade dos ovos de 4. aegypti, considerando-se a localizagdo, os
tipos de armazenamento e os tempos. Em relagdo as interagdes, os testes mostraram ser
significativos - localizagdo/tipo de armazenamento e nao significativos -

localizag@o/tempos de armazenamento.
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Tabela 2. Analise de Varidncia (ANOVA) da viabilidade dos ovos de 4. aegypti

armazenados em diferentes condig3es para os fatores analisados e suas interagdes.

Graus de

Fonte de variacio Quadrado Médio Teste F P
liberdade

Localizagdo 1 6,889 30,40 0,0001*
Tipos de armaz 2 4,001 17,66 0,0001*
Tempos de armaz. 9 1,230 49,56 0,0001*
Localizagdo/tipos 2 3,617 15,96 0,0001*
Localizagdo/tempo 9 0,347 1,46 0,235

* _ significativo

O teste de Tukey mostrou que existe diferenca significativa entre as médias de
eclosio dos ovos de acordo com a localizagdo (Tabela 3). Os lotes de ovos mantidos no
insetario apresentaram média maior — 32,38 , do que a obtida para os lotes de ovos

mantidos na area externa — 7,46 (Figura 8).

Tabela 3. Média de eclosdo das larvas dos ovos de 4. aegypti nos dois

ambientes.
Local Média Desvio-padrao IC-93%
Area externa 7,46 a 6,927 4,872-10,045
Insetario 32,38b 54,499 12,033-52,733

Médias seguidas de mesma letra nfio diferem entre si, a0 nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
IC = Intervalo de Confianga




|

DOV PRRPPPRPPRIRPRIPIII

\a¥
(]

Meédias de Eclosdo

109

2,6

24

20 -

1,8

1.4 i

1,2
Area Externa Insetario

Localizagdo

Figura 8. Médias de eclosdo das larvas dos ovos de 4. aegypti armazenados na area

externa e no insetario, transformados por Box-Cox.

Os resultados referentes aos tipos de armazenamento (Tabela 4) mostraram que as

médias obtidas para os copos foram significativamente maiores - 44,46 , do que as médias

obtidas para os sacos plasticos e os envelopes — 8,02 e 7,27 , respectivamente (Figura 9).

Tabela 4. Média de eclosio das larvas dos ovos nos trés tipos de
armazenamento.

Recipientes Médias Desvio-padrao IC-95%
Copo 44,464 a 63,701 14,651-74,276
Envelope 7,274 6,232 4,358-10,191
Saco plastico 8,024 b 7,002 4,747-11,300

Médias seguidas de mesma letra no diferem entre si, ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
IC = Intervalo de Confianga
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos espécimes

As amostras estudadas foram mosquitos adultos e formas imaturas de A. aegypti
coletados nos meses de fevereiro a junho de 2003, em domicilios com casos suspeitos de
dengue, situados em diferentes bairros da cidade de Manaus (Figura 1). Coletaram-se
mosquitos adultos fémeas e machos e formas imaturas que correspondiam a larvas e pupas
objetivando investigar a possibilidade de transmissdo transovariana do virus dengue. Os
adultos foram agrupados por bairros, més e sexo, em lotes que variaram de 1 a 34
mosquitos. As formas imaturas seguiram o mesmo método utilizado para os adultos, sendo

que os lotes variaram de 4 a 49.

MAPA DA CIDADE DE MANAUS

ID Bairros de Coleta

1-CENTRO
2-APARECIDA

3 .PRAGA 14 DE JANEIRO
4 - CACHOEIRINHA
§-SA0 RAMUNDO

6 - SANTO ANTOMNIO

7 -VILA DA PRATA

B .COMPENSA

9 . NOVA ESPERANGA

10 -LIRIO DO VALE

11 -PLANALTO

42 -ALVORADA

13 -REDENGAO
14 -PETROPOLIS
15 -JAPIIM
16 -CORDADOD
17 -BETANIA
18 -DOM PEDRO
19 -PO. 10 DE NOVEMBRO
Legenda 20 -ALEIXO
+ Mosquilos positives - DENV 3 21 -ADRIANOPOLIS
+ Casos de febre hemorragica do Dengua 22 -NOVO ISRAEL
23 -CIDADE HOVA
24 -5A0 JOSE
25 - JORGE TEIXEIRA
SR —_— Setomas do Coordnndas Geogofic®S o _y SENHORA DAS GRAGAS

)

K

0

Escala - 1.150.000

Figura 1. Mapa da cidade de Manaus-AM, mostrando os bairros de coleta dos mosquitos 4.

aegypti.
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Nas capturas dos alados utilizou-se aspirador mecénico, o qual era constituido por um
tubo de polietileno de aproximadamente 1 m de comprimento, e era movimentado embaixo
dos moveis e nas partes mais elevadas da residéncia para aspiragdo dos mosquitos que
estivessem em repouso. Esse tubo era ligado a uma bateria que provocava um fluxo de ar
gue puxava os mosquitos para seu interior (Figura 2 A e B). Realizava-se a aspiragdo em
todos os comodos do imével e na area peridomiciliar em que houvesse possibilidade de
abrigar mosquitos. A seguir, os espécimes eram anestesiados com cloroformio, transferidos
para copos parafinados e colocados no interior de caixas de isopor, para manter a umidade
necessaria para manté-los vivos durante o transporte para o Laboratério de Malaria e
Dengue do INPA. Procedia-se a identificagdo no microscopio estereoscopico € 0s
espécimes eram agrupados por bairros, més e sexo, em lotes que variaram de 1 a 34
mosquitos.

Os imaturos foram coletados nos recipientes artificiais utilizando-se pipetas plasticas
(Figura 3), e apos a identificagiio eram lavados duas vezes em agua destilada para retirada
das impurezas (Klin & Klin, 1983). Todo o material coletado foi estocado em freezer a —
70°C no Laboratério do INPA (CPCS), até as analises nos Laboratorios de Biologia

Molecular e de Cultura de Células da Segdo de Arbovirus do IEC (Belém-Para).
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Figura 3. Coleta de larvas de 4. aegypti em recipientes artificiais nas residéncias de

Manaus-AM.

3.2 Preparacio dos espécimes

Os espécimes foram macerados com gral e pistilo de vidro em solugdo de PBS
(tampao salina fosfato pH 7,4) contendo albumina bovina a 0,75%, penicilina (100 UI/mL)
e estreptomicina (100 pg/mL), de acordo com o Protocolo de Reynes (Reynes, 1995). Em
seguida, o sobrenadante foi filtrado usando-se filtros Millex — HV com porosidade de
0,45um e membrana de 4mm de didmetro, ao qual se acoplava uma seringa de ImL. A

solucdo resultante foi armazenada a —70°C até a realizagio da extragdo do RNA.
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3.3 Extracio do RNA viral

A obtengio do RNA viral foi realizada utilizando-se o método do Trizol LS Reagente,

seguindo o protocolo do fabricante.
3.4 Transcriptase Reversa-RT e Semi-Nested-PCR

As reages da RT-PCR foram realizadas de acordo com o protocolo de Lanciotti ez
al. (1992), utilizando-se primers especificos. Na primeira reagdo de RT-PCR foi utilizado
0s seguintes primers: DCON 1 forward ¢
TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG - 3) DCON 2 reverse (5
TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC - 3') na concentragdo final de 20 uM cada
na reagdo de 50 pL. Na segunda amplificagdo, o produto de PCR obtido foi diluido em
agua livre de nuclease na proporgio de 1:100, usados os seguintes primers: primer forward
DCON 1, primers reverse TS1 (5 -~ CGTCTCAGTGATCCGGGGG - 3), TS2 (¢ -
CGCCACAAGGGCCATGAACAG - 3), TS3 (5 TAACATCATCATGAGACAGAGC
-3") e TS4 (5 CTCTGTTGTCTAAAACAAGAGA- 3 ) na con.centragﬁo final de 20 uM
cada na reago de 50 pL . O produto de PCR obtido, foi analisado em gel de agarose 2%

corado com brometo de etidio.

3.5 Isolamento Viral

Suspensdes dos lotes de mosquitos adultos 1:10 foram inoculadas em cultura de
células de A. albopictus clone C6/36 crescidas em meio Leibowitz modificado com
glutamina (L15), acrescido de tryptose fosfato (10%), aminoacidos ndo-essenciais (1%),
antibi6ticos [penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100ug/ml), e 5% de soro bovino fetal

(SBF) para o meio de crescimento e 2% para o de manutenggo. As culturas de células de 4.
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albopictus clone C6/36 foram observadas quanto ao aparecimento de efeito citopatico

(CPE).

3.6 Identificaciio dos virus isolados

As culturas de células de A. albopictus clone C6/36 inoculadas foram submetidas a
testes de imunofluorescéncia indireta (IFI) usando anticorpos monoclonais para os quatro
sorotipos do virus dengue como descrito previamente por Gubler ez al. (1984) e como

controle negativo foram usadas células nio infectadas.

3.7 Sequenciamento

A amostra AM AR671089 positiva por RT-PCR foi analisada por sequenciamento
nucleotidico na regido génica correspondente ao envelope viral. O RNA obtido foi utilizado
para preparagio de um DNA complementar (cDNA) de 1550 pares de bases, com o uso de
primers especificos P992 e CP2550 (20) e as enzimas transcriptase reversa e polimerase de
alta fidelidade (PlatinumTaQ e Superscript II — Invitrogen), seguindo orientagSes do
fabricante e temperatura de anelamento ideal dos referidos primers. A seguir foram
purificados com kit de purificagdo da Qiagen, quantificado e sequenciado em Sequenciador
Automatico ABI Prism 377, utilizando o kit Big Dye Terminator 3.0 ¢ primers especificos
para determinagio da seqiiéncia nucleotidica (forward- P1685 e reverse-CP2550). As
seqiiéncias nucleotidicas obtidas foram montadas em software SeqMan (DNASTAR) para
montagem do contig e seqiiéncia consenso,.analisadas e alinhadas em Software Clustal W

com seqiiéncias ja registradas ou ndo em banco de dados do GenBank.
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4. RESULTADOS

Foram coletados 1.816 mosquitos em 35 localidades de 26 bairros da cidade de
Manaus, sendo 674 (31,1%) adultos e 1.142 (68,9%) formas imaturas nos meses de
fevereiro a junho, que é o periodo de maior indice pluviométrico e que corresponde
também com a maior ocorréncia de dengue em Manaus. Na Tabela 1 é mostrada a
quantidade de exemplares capturados em cada bairro. Os adultos estdo distribuidos por

$€XO0.

Tabela 1. Quantidade de formas imaturas e adultos de 4. aegypti capturados nos bairros de

Manaus-AM no periodo de fevereiro a maio de 2003.

Localidades N° de Exemplares Formas adultas
(formas imaturas) Fémeas (9) Machos (3)
Redengio 28 10 3
Japiim 26 27 30
Coroado I - 2 -
Coroado II 10 2 2
Coroado III - 9 13
Conj. Kissia I - 5 2
Conj. Dom Pedro I - 24 5
Jodo Paulo II 21 2 1
Con;j. Eldorado - 5 1
Aparecida - 2 1
Aleixo 165 38 49
Petropolis 95 4 1
S3o0 José 26 6 5
Compensa I - 7 21
Compensa I1I 127 4 1
Cidade Nova 4 3 -
Praga 14 141 25 18
Santo Ant6nio - 1 -
Alvorada I 113 21 12
Conjunto Ajuricaba 16 11 3
Centro 167 58 47
Adriandpolis 21 42 25
Tiradentes - 5 1
Compensa II 7 4 4
Cachoeirinha 57 13 18
Lirio do Vale 26 - -
Novo Israel 56 6 7
Ouro Verde 9 16 24
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Conjunto Vieira Alves

Sio Raimundo
Beténia

Nova Jerusalém
Nova Esperanca
Vila da Prata
N4o identificado

27

WL Wi W
1

Total

1142

374 300

Do total de 82 lotes analisados por RT-PCR, 15 foram positivos para presenga de

virus dengue do sorotipo DENV 3, gerando uma positividade de 18% (Tabela 2). A

localizagdo dos bairros onde foram encontrados mosquitos positivos para o dengue pode

ser visualizada na Figura 1. Todos os lotes positivos eram constituidos de fémeas, a

maioria ingurgitada. Na Figura 4 pode-se observar as amostras de DNA submetidas a

eletroforese em gel de agarose a 2%. Nos 176 machos testados, ndo foi encontrado nenhum

positivo. Foram analisados também 59 lotes de imaturos, nio sendo detectado nenhum

virus dengue.

Tabela 2. Refag:ﬁo dos pools de mosquitos positivos na RT-PCR por bairros em Manaus-

AM.

N° Registo Quantidade de Localidades
Mosquitos/pool
Ar 671 061 8Q Redengdo
Ar 671063 269 Japiim
Ar 671084 4Q Sao José
Ar 671088 39 Cidade Nova
Ar 671089 59 Compensa I
Ar 671091 239 Praga 14 de Janeiro
Ar 671097 319 Centro
Ar 671099 34Q Adrianopolis
Ar 671101 59 Conjunto Tiradentes
Ar 671116 199 Aleixo
Ar 671119 5Q Betania
Ar 671120 27 Centro
Ar 671122 169 Ouro Verde
Ar 671139 19 Japiim
Ar 671140 79 Conjunto Ajuricaba
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01-AR 671084

02 - AR 671088

03 -AR 671089

04 - AR 671097

05 - AR 671101

06 - AR 671122

07 - Agua

08 - Confrole Positivo DENV 2
09 - Mix DENV 1, DENV 3 E DENV

Figura 4. Produto de RT-PCR em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etidio

Sete amostras positivas por RT-PCR foram também cultivadas em cultura de células
C6/36 para isolamento viral, sendo que de duas foram isoladas 0 DENV 3 apds sucessivas
passagens, visto que apresentou uma baixa carga (titulo) viral (Figura 5). As oito demais
amostras foram esgotadas, ndo se obtendo resultado positivo em cultura celular (Figura 6).

Esses resultados ratificaram aqueles obtidos pela RT-PCR.
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Figura 5. Anticorpos monoclonais para Imunofluorescéncia Indireta testados,

identificando sorotipo DENV 3 em cultura de células C6/36

Figura 6. Anticorpos monoclonais para Imunofluorescéncia indireta em cultura de células

C6/36 ndo infectadas
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A amostra AR671089 foi sequenciada para o gene da proteina de envelope (E) e

abteve-se 746 pares de bases, que ao ser comparada com as oito amostras do DENV 3
depositadas no Genbank apresentou um alto grau de homologia com o subtipo IIT como

pode ser visto na Tabela 3 e Anexo 1.

Tabela 3. Analise de Homologia de nucleotideos da amostra AR 671089 com 8 amostras

obtidas no banco de dados GenBank

Brasil/ Brasil/ Filipinas SriLanka Mocambique Malisia Porto  Martinica
AM RJ Rico

AR6T1089  95% 94% 85% 94% 94% 85% 82% 95%

Numero de acesso das amostras no Genbank: Amazonas (AM) — AY632355; Rio de Janeiro (RJ) -
AY038605; Filipinas — L11423; SriLanka — L11437; Mogambique — L11430; Maldsia ~L.11428 ; Porto Rico
—L11434; Martinica - AY099338.
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5. DISCUSSAO

O dengue é no Brasil, é a arbovirose com maior nimero de casos notificados no
Ministério da Satde, e se observa na série histérica uma clara tendéncia de crescimento.
Mais de trés milhGes casos de dengue classico foram notificados oficialmente no pais entre
1986 e 2003, com cerca de 5.000 casos de FHD, a maioria deles ocorrendo nos ultimos trés
anos, principalmente nos estados do Rio de Janeiro, Ceara e Pernambuco. No pais circulam
trés dos quatros sorotipos; O DENV 1 desde 1986, o DENV 2 a partir de 1990, ¢ 0 DENV
3 de 2000 até o presente (MS, 2003).

Em todo o mundo, o diagnéstico de dengue nos laboratérios de satide publica tem
sido realizado principalmente por sorologia, € em alguns, também por isolamento viral, o
que tem permitido monitorar mesmo precariamente a circulagdo dos sorotipos. Mais
recentemente, o uso da biologia molecular tem permitido ndo somente agilizar o tempo para
o diagnostico virolégico, como permitiu que estudos sobre os genétipos de um dado
sorotipo fosse realizado, principalmente nos paises desenvolvidos.

Trabalhos utilizando-se a técnica da RT-PCR em mosquitos ja vém sendo realizados
em outras partes do mundo desde a década de 90 com o objetivo de conhecer as taxas de
infecgdo em vetores e monitorar a introdugdo de novos sorotipos em areas com circulagdo
prévia de outros sorotipos (Chung & Pahg, 2002; Kow et al., 2001; Chow et al., 1998;
Chungue ef al., 1993; Harris et al., 1998; Romero-Vivas et al., 2000, Urdaneta ef al,,
2004). A maior parte desses trabalhos foi realizada na Asia, continente em que a incidéncia

de FHD e SCD ¢ muito elevada e onde ha circulagdo dos quatro sorotipos.

No Brasil, o uso da RT-PCR ¢ recente e ainda nio ¢ empregada amplamente em
estudos epidemioldgicos utilizando amostras de mosquitos. Porém, alguns trabalhos nesse

sentido ja foram realizados (Degalier ef al., 2003), e mais recentemente no Rio de Janeiro
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(Lourengo-de-Oliveira et al., 2002) analisaram mosquitos Aedes para detecgdo dos virus
dengue, e também encontraram positividade para 0o DENV 3.

Manaus ¢ a tnica cidade da Amazdnia brasileira a registrar um numero elevado de
casos graves de dengue. Belém, cidade de porte semelhante e que também tem sofrido
epidemias pelos mesmos sorotipos desde 1995 (Travassos da Rosa, ef al., 2000), n3o
registrou casos de FHD em mais de 84.608 casos notificados, exceto por trés 6bitos em
2002 (MS, 2003) Diante deste quadro epidemiologico atipico na cidade de Manaus em
2003, decidiu-se estudar a freqiiéncia com que mosquitos 4. aegypti, estavam infectados e
por qual sorotipo, usando a técnica de RT-PCR.

Do total de 82 grupos analisados (1.816 mosquitos adultos), detectaram-se 15 grupos
de fémeas positivos para o virus dengue sorotipo DENV 3. Esse elevado percentual de
infeccdo (18%) pelo sorotipo DENV 3 demonstrou uma importante circulagdo desse
sorotipo em Manaus em mosquitos adultos. Por outro lado, os 59 lotes (1.142 larvas e
pupas) de imaturos analisados nesta investigagdo foram negativos nas duas técnicas
empregadas. Este fato pode ser devido 4 pequena quantidade de espécimes coletados, para
analise de transmissdo vertical do virus dengue que normalmente exige grande quantidade
de larvas estudadas (Klin & Klin, 1983; Hull e al., 1984; Joshi et al., 2002).

Sete amostras positivas pela técnica de RT-PCR também foram analisadas pela
técnica de sorotipagem padrdo ouro, representada pela tentativa de isolamento viral em
células de A. albopictus (C6/36) seguida de imunofluorescéncia indireta (Gubler et al.,
1984). Obteve-se positividade em dois lotes (25,6%) de mosquitos adultos fémeas,
confirmando o isolamento do virus DENV 3 nas amostras coletadas em Manaus-AM. As
demais amostras niio foram utilizadas pois a quantidade de RNA extraida foi totalmente
utilizada nos testes de RT-PCR. Os dados obtidos neste trabalho mostraram que a RT-PCR

apresenta maior sensibilidade que a técnica de isolamento viral em cultivo celular, para
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detectar o virus dengue. De fato, diversos autores tém referido maior sensibilidade da RT-
PCR quando comparada ao isolamento viral em cultura celular (Lanciotti ef al., 1992;
Harris et al.,1998). Isto se deve, por a RT-PCR conseguir amplificar o genoma viral
mesmo quando o nimero de particulas virais esta abaixo da capacidade da cultura isolar o
virus dengue.

Para confirmagdo da RT-PCR e determinag3o do genétipo circulante do DENV 3,
realizou-se o sequenciamento nucleotidico da amostra AR671089, e ap6s alinhamento com
seqiiéncias ja registradas no GENBANK foi possivel determinar tal caracteristica genética
conforme visto na Tabela 3 e Anexo 1, o virus DENV 3 detectado esta estritamente
relacionado ao subtipo III, que corresponde ao grupo que tem como seu principal
representante os virus do Sri Lanka, na Asia e corroboram com a caracterizagdo ja
determinada do primeiro isolado de DENV 3 no Brasil, no Estado do Rio de Janeiro
(Miagostovich et al., 2002).

Um fato intrigante e que merece ser discutido é de qual a razdo de somente ter sido
detectado DENV 3 nas amostras analisadas. Uma razdo que pode ter colaborado, € que em
anos anteriores circularam os sorotipos DENV 1 e DENV 2, e obviamente, parte da
populagio se infectou com esses sorotipos do dengue e, com a introdugdo do DENV 3, a
totalidade da populagio se encontrava susceptivel a este sorotipo, o que pode ter facilitado a
sua dispersdo, e obviamente a maior facilidade de detectar e isolar o DENV3. De fate,
experiéncias anteriores mostraram que, quando um novo sorotipo de dengue ¢ introduzido
numa comunidade, ha uma sensivel diminui¢do da circulagdo dos demais sorotipos
existentes (WHO, 1997; Rigau-Pérez ef a(., 2002; Urdaneta et al., 2004). Ademais, os
dados oficiais do MS (2003), confirmam esses resultados, pois para 2003 ha notificagéo

oficial de isolamentos apenas do DENV 3 (SINAM, 2004).
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Esses resultados confirmam a ampla disseminagdo do DENV 3, que foi introduzido
no Brasil, no final de 2000 (Nogueira et al, 2001) na cidade do Rio de Janeiro,
ocasionando uma grande epidemia em 2002, com elevado nimero de casos de FHD e
sindrome de choque do dengue (SCD).

Em Manaus, a primeira detecgio do sorotipo DENV 3 foi realizada em 2002 em
amostra de paciente com suspeita de dengue (Aratjo et al,, 2003). Assim, os resultados
desse trabatho indicam um risco aumentado de ocorréncia da FHD da circulagdo desse
sorotipo na cidade. Varios outros fatores também favorecem o risco de epidemia, sendo os
mais importantes, a presenca do vetor A. aegypti em indices elevados, déficit no
saneamento basico que facilita o acomulo de 4gua e permite o acumulo de lixo,
principalmente no periodo com maior pluviosidade — meses de dezembro a junho.

Com efeito, o periodo prolongado de chuvas contribui para a formagdo de uma
grande quantidade de criadouros para o 4. aegypti, garantindo seu ciclo de reproducdo e a
dispersdo por toda a cidade de Manaus (Pinheiro & Tadei, 2002). A Figura 1 mostra que 0
virus foi detectado em diferentes areas da cidade, e que, em alguns desses bairros também
foram registrados casos de FHD. Os dados de Bastos et al. (2004), relativo ao inquérito
sorologico para detectar anticorpos para Flavivirus, utilizando 309 amostras da populagdo
de Manaus, mostraram infecgdo secundaria na populagio de nove bairros. Destes, as

analises por PCR registraram mosquitos positivos para DENV 3 em quatro deles - Cidade
Nova, Centro, Compensa e Japiim. Esse fato é mais uma evidéncia que corrobora os dados
desse trabalho que revelaram uma ampla circulagdo do DENV 3 em Manaus em 2003, uma
vez que 18% dos mosquitos estavam infectados.
Diante das dificuldades para realizagio do diagnéstico dos sorotipos do virus dengue
que ocorrem durante grandes epidemias, principalmente pelo isolamento viral em cultivo

celular, por ser trabalhoso e demorado (WHO, 1997), 0 monitoramento da circulagdo viral
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com a técnica da RT — PCR em mosquitos, apresenta-se como alternativa, pois permite

identificar com rapidez e total confiabilidade os niveis de disseminagdo do virus em

determinadas areas.

Epidemias de dengue podem atingir niveis globais dentro de uma cidade e mesmo de
um pais em questdes de dias, ocasionando um caos no sistema de sadde publica. A
ocorréncia de FHD, torna a situagdo critica no atendimento dos pacientes que necessitam
de acompanhamento hospitalar. Em regides tropicais, as condi¢des climaticas favorecem
sobremaneira epidemias de grande amplitude e na cidade de Manaus, localizada no centro
da maior floresta tropical do mundo, existem as caracteristicas climaticas ideais tanto para
a circulagfio viral como para a reprodugio do vetor 4. aegypii, por apresentar durante a
maior parte do ano, temperatura, umidade e indices pluviométricos elevados. Nessa regido
a forma de prevenir o dengue é por meio do controle do vetor de forma mais direcionada
nas areas em que j foi detectada a circulaggio do virus, impedindo sua disseminag@o.

No Brasil, poucos estudos se voltaram para a detecgdo viral do dengue em mosquitos
(Nogueira ef al., 1988; Vasconcelos ef al., 1998, Lourengo-de-Oliveira ef al.,, 2002), e
menos ainda para a detecgdo do virus em mosquitos usando a RT-PCR. Muitas pesquisas
restringem-se 4 analise dos dados epidemiolégicos, por meio de diagnostico laboratorial,
em amostras de soro de pacientes quando a epidemia ji se estabeleceu. Investigagdo das
taxas de infecgdio em mosquitos fornece informagBes sobre o sorotipo circulante numa
localidade, antes que a doenga esteja sendo transmitida em niveis elevados, possibilitando
a implementa¢io de medidas preventivas evitando epidemias de grandes propor¢des. O
conhecimento dos sorotipos circulantes numa localidade também ¢€ fundamental, pois se
sabe que alguns virus causam manifestagBes clinicas mais severas, fato observado mais

comumente em locais com circulagdo simultinea de outros sorotipos (Vaughn., 2000;

Messer et al., 2003).
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Os dados deste estudo permitiram concluir que a populagio de Manaus esta sob risco
de sofrer uma epidemia ocasionada pelo sorotipo DENV 3 que p;)de ser acompanhada de
aumento dos casos de FHD (Guzman ef al., 1998; Gubler, 1997, Isturiz et al., 2000). No
entanto, a intensificagio das medidas de controle do vetor € a vigilancia epidemiologica
por meio da assisténcia imediata aos casos suspeitos, 0 conhecimento dos sorotipos
circulantes nas areas de maior risco, tanto pelo exame de soro de pacientes quanto pela
anilise de mosquitos, pode conter a epidemia. Além de evitar a dispersdo do DENV 3 na
populagdo, a vigilancia epidemiologica devera monitorar a co-circulagio dos outros dois
sorotipos — DENV 1 e DENV 2, e detectar precocemente a introdug@o do sorotipo DENV

4, ja presente na Venezuela, pais que possui ligagdo terrestre com Manaus por meio de

uma rodovia de fluxo intenso.
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7. ANEXO

Anexo 1. Alinhamento multiplo do fragmento amplificado do virus DENV 3. Numero de acesso da amostra no Genbank: Amazonas (AM) - AY632355; Rio de Janeiro (RJ) - AY038605; Philippines — L11423; Sri
Lanka — L11437; Mozambique — L11430; Malaysia -L11428; Puerto Rico - L1 1434; Marrtinique — AY099338.
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8. CONCLUSOES FINAIS

8.1 POSITIVIDADE/PRODUTIVIDADE LARVARIA

8.1.1 Em relagdo as médias de positividade nos trés anos, verificou-se que houve

aumento de 1999 para 2000 e queda em 2001.
8.1.2 As médias de produtividade sofreram redug@o no decorrer dos trés anos.

8.1.3 Verificou-se a existéncia de um padrio de sazonalidade para a positividade
com registro das maiores médias no inicio do periodo chuvoso (dezembro,

janeiro e fevereiro), uma estabilidade até maio e redugdo a partir de junho.

8.1.4 Os resultados da produtividade nfio mostraram uma sazonalidade t&o
evidente, pois ha existéncia de grande variagdo nas médias mensais,

independente dos indices pluviométricos.

8.1.5 Os principais recipientes com maior positividade e produtividade foram

pegas e materiais e pneus, que apresentaram médias elevadas com valores de

36,08 e 33,43, respectivamente.

8.1.6 Verificou-se que o nimero de recipientes com agua aumentou nos trés anos,
com valores mensais muito préximos durante todos os meses, denotando que
a disponibilidade de recipientes ¢ elevada por todo o ano.

8.1.7 B necessaria a manutengdo das medidas de controle, de forma mais regular

no periodo chuvoso, onde ha uma multiplicagéo dos locais de oviposigao.
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Para isso, ¢ vital a participagdo da populagio adotando medidas para evitar o

desenvolvimento do mosquito nas residéncias e nos bairros.

8.1.8 A par a manutengo dos servigos de forma regular, e da participagdo da

comunidade, é necessario que os poderes publicos melhorem as condigGes de
saneamento basico, objetivando que sejam reduzidos os indices de

recipientes disponiveis, especialmente no periodo chuvoso dessa regido.

8.2 VIABILIDADE DOS OVOS

8.2.1 A maior taxa de eclosdo diaria dos ovos de Aedes aegypti foi registrada no

2° dia — 76%, apos a colocagdo das cartelas na agua.

8.2.2 Na regifio amazdnica a viabilidade dos ovos de Aedes aegypti é mantida em
niveis elevados até 4 meses — 48% de eclosgo. Verificou-se que 0s ovos sdo

viaveis até 8 meses, embora em percentual muito baixo — 0,02%.

8.2.3 O dessecamento ¢ o principal fator envolvido na perda da viabilidade dos
ovos de Aedes aegypti. Observou-se que a presenca de fungos e micro-

predadores também contribui para a destrui¢do dos mesmos.
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3.3 INVESTIGACAO DOS SOROTIPOS DO VIRUS DENGUE COM A

TECNICA DE RT-PCR.

8.3.1 As analises dos mosquitos Aedes aegypti com a técnica do RT-PCR

revelaram uma ampla circulagdo do DENV 3 em Manaus em 2003, uma

vez que 18% dos espécimes estavam infectados.

8.3.2 Os resultados das anilises nos mosquitos permitiram concluir que a
populagdo de Manaus esta sob risco de sofrer uma epidemia ocasionada
pelo sorotipo DENV 3 que pode ser acompanhada de aumento dos casos
de FHD. No entanto, a intensificagdo das medidas de controle do vetor,
acdes de vigilancia epidemiologica e assisténcia imediata aos casos

suspeitos, pode reduzir a ocorréncia de epidemia.

8.3.3 A utilizagio da técnica da RT - PCR, para o monitoramento da
circulagio viral em mosquitos, apresenta-se como uma importante
alternativa na prevengdo das epidemias de dengue, pois permite

identificar com rapidez e total confiabilidade os niveis de disseminagdo

do virus em determinadas areas.

8.3.4 Além de evitar a dispers@io do DENV 3 na populagdo, 2 vigilancia
epidemiologica devera monitorar a co-circulagdo dos. outros dois

sorotipos — DENV 1 e DENV 2, e detectar precocemente a introdugdo do

sorotipo DENV 4, presente na Venezuela.






