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RESUMO

A dengue ¢ uma doenga infecciosa altamente endémica nos paises tropicais e esta rapidamente se tornando um fardo
global, a globalizagdo, o aumento das viagens aéreas ¢ a urbanizagdo ndo planejada levaram ao aumento da taxa de
infec¢do por DENV e ajudaram na expansdo de sua distribuigdo geografica e demografica. No Brasil, as epidemias de
dengue t€m apresentado um padrdo ciclico, com deslocamento dos sorotipos predominantes, picos epidémicos intensos
sdo intercalados com periodos interepidémicos de 3-4 anos, que diminuiram de durag¢@o nos ultimos anos. Apos a primeira
epidemia de dengue no Amazonas em 1998-1999, outros grandes surtos ocorreram em 2001, 2008, 2011 e 2013. Em
2013, além de Manaus, os municipios mais afetados foram Coari, Tabatinga, Humaitd, Sdo Gabriel da Cachoeira, Careiro,
Manacapuru e Tefé. Objetivo: Este estudo apresenta os casos de monoinfec¢ao e coinfeccao pelo DENV, que ocorreram
no ano de 2013 em Tefé, municipio do estado do Amazonas. Metodologia: o RNA viral foi extraido de soros armazenados
a -80° C, submetido a reacdo em cadeia da polimerase conjugada a transcri¢cdo reversa (RT-PCR), em seguida a reacdo
de semi-nested multiplex PCR com iniciadores que codificam as proteinas estruturais Capsideo/pré-membrana (C/PrM).
Resultados: 118 casos de infecg¢@o por um unico, 3 DENV1, 1 DENV2, 60 DENV3, 54 DENV4 e 27 casos de coinfecgdo,
2 DENV1/4 ¢ 25 DENV3/4, todos os pacientes recuperam-se totalmente. Estes resultados mostram a importancia do
diagnéstico diferencial em regides onde circulam diferentes agentes etiologicos e vetores no domicilio e peridomicilio, a
subnotificagdo dos casos de dengue e de outras arboviroses que podem ser clinicamente confundidas com a dengue, e o
elevado numero de coinfec¢des que destaca a necessidade de estudos clinicos e epidemioldgicos para entender melhor a
evolugdo clinica da doenga nestes casos.

Palavras-chave: Dengue, Coinfec¢do, Amazonas, Tef¢, Brasil.

ABSTRACT

Dengue is an infectious disease highly endemic in tropical countries and is rapidly becoming a global burden,
globalization, increased air travel and unplanned urbanization have led to an increase in the rate of DENV infection and
helped in the expansion of its geographic distribution. and demographic. In Brazil, dengue epidemics have shown a
cyclical pattern, with a shift in the predominant serotypes, intense epidemic peaks interspersed with interepidemic periods
of 3-4 years, which have decreased in duration in recent years. After the first dengue epidemic in Amazonas in 1998-
1999, other major outbreaks occurred in 2001, 2008, 2011 and 2013. In 2013, in addition to Manaus, the most affected
municipalities were Coari, Tabatinga, Humaita, Sdo Gabriel of the Cachoeira, Careiro, Manacapuru and Tefé. Objective:
This study presents cases of DENV monoinfection and coinfection that occurred in 2013 in Tefé, a municipality in the
state of Amazonas. Methodology: viral RNA was extracted from sera stored at -80° C, subjected to reverse transcription-
conjugated polymerase chain reaction (RT-PCR), followed by semi-nested multiplex PCR with primers encoding
structural proteins Capsid/ premembrane (C/PrM). Results: 118 cases of single infection, 3 DENV1, 1 DENV2, 60
DENV3, 54 DENV4 and 27 cases of coinfection, 2 DENV1/4 and 25 DENV3/4, all patients fully recovered. These results
show the importance of the differential diagnosis in regions where different etiological agents and vectors circulate at
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home and around the home, the underreporting of cases of dengue and other arboviruses that can be clinically confused
with dengue, and the high number of coinfections that highlights the need for clinical and epidemiological studies to
better understand the clinical evolution of the disease in these cases.

Key-words: Dengue, Coinfection, Amazon, Tefé, Brazil.

1. INTRODUCAO

O virus dengue (DENV1-4) pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, e € transmitido
ao homem pelo mosquito Aedes aegypti, seu principal vetor (MARTINA et al., 2009). A dengue ¢
uma doenga infecciosa altamente endémica nos paises tropicais e estd rapidamente se tornando um
fardo global, a globaliza¢do, o aumento das viagens aéreas e a urbanizagao nao planejada levaram ao
aumento da taxa de infeccdo por DENV e ajudaram na expansdo de sua distribuicdo geografica e
demografica (KHETARPAL et al., 2016), considerada a arbovirose humana de maior magnitude
epidemiologica e de maior abrangéncia geografica, estima-se 390 milhdes de infec¢des por dengue
anualmente dos quais 96 milhdes de casos com manifestacdes aparentes em qualquer nivel de
gravidade da doenga (BRADY et al., 2012; BHATT et al., 2013). No Brasil, as epidemias de dengue
tém apresentado um padrdo ciclico, com deslocamento dos sorotipos predominantes, picos
epidémicos intensos sdo intercalados com periodos interepidémicos de 3-4 anos, que diminuiram de
duracao nos ultimos anos (ANDRIOLI ef al., 2020), com a introdug¢do do DENV4 na cidade Manaus
no Amazonas (FIGUEIREDO et al., 2008), a circulagdo simultinea dos quatro sorotipos foi
observada continuamente em todas as regides brasileiras (CAMPOS et al., 2013; COLOMBO et al.,
2013).

ApoOs a primeira epidemia de dengue no Amazonas em 1998-1999, outros grandes surtos
ocorreram, destacando-se os anos de 2001, 2008, 2011 e 2013 (FIGUEIREDO, 2012; BRASIL,
2017). Em 2013 foram notificados 1.452.489 casos de dengue no Brasil, e 17. 832 no Amazonas
(BRASIL, 2017), além de Manaus com 13.628 casos, os municipios mais afetados foram Coari,
Tabatinga, Humait4, Sdo Gabriel da Cachoeira, Careiro, Manacapuru e Tefé (SECRETARIA DE
ESTADO DE PLANEJAMENTO; DESENVOLVIMENTO ECONOMICO, DEPARTAMENTO
DE ESTUDOS, PESQUISAS E INFORMACOES - SEPLAN/DEPI, 2014). Este ¢ um estudo
retrospectivo para apresentar os sorotipos circulantes dos virus dengue associados a casos de
coinfec¢do na cidade de Tefé no ano de 2013, as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos casos
positivos, para demonstrar a elevada incidéncia dessa arbovirose no interior do estado do Amazonas

durante a epidemia de 2013.
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2. METODOLOGIA
O estudo foi aprovado pelo comité de ética da FMT-HVD, sob o numero de registro 118.411.

2.1 Area de Estudo

Tefée (03° 21’ 14" S; 64° 42" 39" W) ¢é um municipio do interior do estado do Amazonas,
Regido Norte do pais, com 59. 250 habitantes, (IBGE, 2022) sendo o oitavo mais populoso do estado.
Apresenta um grande fluxo diario de pessoas porque a cidade ¢ sede de Bancos e Instituicdes
Financeiras, quartéis militares das Forcas Armadas, instituigdes de ensino superior e de satude, Policia
Federal, ONGs e entidades de preservacao do meio ambiente e do indio, sede do Poder Judiciario e
Politico Administrativo do Amazonas. E o principal porto fluvial e rota de passagem de grandes
embarcagdes e possui um aeroporto equipado para receber medias e grandes aeronaves da regido. A
cidade de Tefé exerce forte influéncia economica sobre as cidades de Alvaraes, Uarini, Fonte Boa,
Maraa, Jutai, Carauari, Eirunepé, Sdo Paulo de Olivenga, Santo Antonio do I¢a e Tabatinga (IBGE,

2023).

2.1.1 Coleta das Amostras

No ano de 2013, 341 amostras de soro procedentes do municipio de Tefé foram levadas ao
centro de referéncia para doencas infecciosas, Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD) em Manaus, Amazonas. As amostras de soro de pacientes com sindrome febril
aguda (0-6 dias), apresentando no minimo trés dos seguintes sintomas: febre, cefaleia, dor globo
ocular, mialgia, artralgia e exantema e armazenadas a -80°C foram selecionadas para deteccao
molecular do DENV. As amostras de pacientes com resultado positivo para malaria ou para doengas
respiratorias, coletadas com mais de seis dias do inicio dos sintomas, ndo foram consideradas para

analise.

2.1.1.1 Testes Moleculares

Devido a abundancia de amostras recebidas durante a epidemia de dengue em 2013, ndo foi
possivel analisar por RT-PCR todos os soros recebidos, apenas 60 foram analisados por este método
e 281 por PCR em tempo real. Recentemente o RNA viral foi extraido de 160 soros armazenados a
-80°C usando o QIAamp Viral RNA Mini-Kit (Qiagen, United States of America [USA]), seguindo
as instrucdes do fabricante, submetido a reacdo em cadeia da polimerase conjugada a transcri¢cao
reversa (RT-PCR), em seguida a reagdo de semi- nested multiplex PCR com iniciadores selecionados

de regides conservadas dos genes que codificam as proteinas estruturais Capsideo/pré-membrana
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(C/PrM) conforme descrito para detec¢do e tipagem do DENV (LANCIOTTI et al., 1992). Apos a
transcrigao reversa (RT), o cDNA foi submetido a amplificagdo por PCR usando os primers forward
D1 e reverso D2 sob as seguintes condigdes: desnaturagao a 95°C por 10 min, seguido por 35 ciclos
de 95°C por 30 seg, 55 °C por 1 min, 60 °C por 1:30 (1 min e 30 seg), e extensao final a 60 °C for 10
min. Em seguida, 10 da primeira reagcdo de PCR (diluido 1:100) foi submetido a semi-nested PCR
com os primers reversos tipo-especificos (TS1-TS4) e o primer forward D1, sob as mesmas condi¢des
de ciclagem usados na primeira reagao por 28 ciclos. Todos os produtos gerados na semi-nested PCR
foram submetidos a eletroforese sob gel de agarose a 1,5% durante 1 hora, e visualizados sob luz

ultravioleta.

3. RESULTADOS

Em 2013 foram analisados por RT-PCR 60 amostras com suspeita clinica de dengue, 37 foram
positivos para DENV. Recentemente através da RT-PCR foram analisadas 160 amostras, com 108
positivas para DENV, totalizando 145 amostras com positividade para dengue, sendo 118 para um
unico sorotipo, 3 DENV1, 1 DENV2, 60 DENV3, 54 DENV4 e 27 casos de coinfec¢ao, 2 DENV1/4
e 25 DENV3/4 (Grafico 1). Em relacdo a variavel género ndo foram observadas diferencas
significativas entre eles, com individuos infectados em todas as faixas etrias, o paciente mais novo
com 6 meses ¢ o mais velho com 84 anos, apresentaram febre, cefaleia, dor 6ssea, dor globo ocular,
vOmito, mialgia e artralgia como as manifestagoes clinicas mais frequentes (Grafico 2), conforme as
fichas epidemiologicas e acompanhamento dos prontudrios os pacientes recuperam-se totalmente.
Trés pacientes relataram viagem 15 dias antes do inicio dos sintomas, um paciente infectado por
DENV3 viajou para a capital Manaus e dois infectados por DENV4, para as cidades de Alvardes e

Fonte Boa, municipios do Amazonas préximos a Tefé.

Grifico 1. Casos de infecgdo e coinfec¢ao por DENV diagnosticados por RT-PCR.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Revista Eletronica Multidisciplinar de Investigagdo Cientifica | Vol. 2 | N° 12| 2023 Pagina 4 de 9



Revista Eletronica Multidisciplinar de Investigacao Cientifica
ISSN: 2764-4987
DOIL: https://doi.org/10.56166/remici.2311v2n121477

42
3 I
@ N\ D X NS N Q
w <§$\ R N AT S g Q ¥ S F S &
D v > o) <3 Vv S D S V)
BN < Q?‘ O O 40 I Q}‘
Co X 00 D q§
R ¥
oY)
O
QQ"

Fonte: Dados da Pesquisa (2023)

4. DISCUSSAO

Este estudo apresenta identificacao dos sorotipos circulantes em Tefé durante o surto de 2013,
além de Tefé outros municipios foram afetados, Alvardes, Fonte Boa e Manaus, pois os pacientes
relataram viagem para estas cidades 15 dias antes do inicio dos sintomas, mostrando que a dispersao
viral esté relacionada entre outros fatores com o deslocamento geografico da populacdo humana, o
que ja foi demostrado desde a primeira epidemia de dengue no Amazonas (FIGUEIREDO et al.,
2004; WEAVER; REISEN, 2010) e em estudos realizados em outras localidades tropicais (BHATT
etal.,2013; WEAVER; REISEN, 2010).

Vale destacar que esta epidemia foi considerada uma das maiores epidemias de dengue no
pais e os sorotipos DENV1 e DENV4 foram os mais frequentes (BRASIL, 2017), neste estudo, os
sorotipos DENV3 e DENV4 foram os mais frequentes, assim como varios casos de coinfecgao entre
estes, em trabalhos realizados na FMT-HVD DENV3 e DENV4 tem sido detectados com frequéncia
desde a identificagdo em 2002 e 2005, respectivamente (FIGUEIREDO et al., 2013), recentemente o
DENV3 foi identificado em amostras coletadas em 2001 na FMT-HVD (SILVA et [, 2022).

Casos de coinfecgdo em areas onde um ou mais sorotipos circulam sao frequentes, o primeiro
caso de coinfeccdo DENV1/2 foi registrado em 2001 na regido sudeste (SANTOS et al., 2003), em
2005 na regido nordeste a coinfecgdo entre DENV2/DENV?3 foi identificada (ARAUJO et al., 2006).
Em 2008, apos a identificagdo do DENV4 em Manaus (FIGUEIREDO et al., 2008), a circulagao

simultanea dos quatro sorotipos e casos de coinfecg¢ao entre DENV3 e 4 foram registrados em Manaus
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(FIGUEIREDO et al., 2011), outros casos de coinfec¢ao entre DENV-1/2, DENV-1/3, DENV-1/4,
DENV-2/3, DENV-2/4 e DENV3/4 foram registrados no Amazonas, os pacientes se recuperam
totalmente sem sequelas (FIGUEIREDO et al., 2013; FIGUEIREDO, 2021).

Estes resultados corroboram com aqueles ja registrados no Amazonas (FIGUEIREDO et al.,
2011; FIGUEIREDO, 2021) e com trabalhos que demonstram que casos de coinfec¢do por dois ou
mais sorotipo de DENV nao tem incidéncia na gravidade da doenca, pois tem a mesma apresentagcao
clinica dos pacientes monoinfectados (SENARATNE et al., 2020; SIMO TCHETGNA et al., 2021).
Por outro lado, doencga severa em pacientes coinfectados tem sido relatado, assim como relatos de
pacientes com formas menos severas da doenca em infec¢des por multiplos sorotipos, a maioria
reportou a febre da dengue (DF) ou dengue grave com complicagdes medianas e se recuperou sem
sequelas (PONGSIRI et al., 2004; SIRISENA, et al., 2021), a deteccdo desses casos através do
diagnostico laboratorial e o acompanhamento clinico ¢ importante para entender a relevancia das
coinfec¢des na gravidade da doenga, porque em alguns casos os genotipos envolvidos resultam em
casos graves ¢ em outros nao (SIMO TCHETGNA et al., 2021).

Em relagdo as carateristicas epidemiologicas, os resultados apresentados corroboram com
outros estudos no Amazonas que mostram que a dengue afeta ambos os géneros e todas as faixas
etarias, com prevaléncia de criangas e adultos jovens, uma popula¢do com maior atividade produtiva
que transporta o virus para diferentes ambientes contribuindo também para que ambos os géneros

sejam infectados (FIGUEIREDO et al., 2021; FIGUEIREDO; BRAGA, 2022).

5. CONSIDERACOES FINAIS

O surto de 2013 em Tefé mostra a importancia do diagnostico diferencial especialmente em
areas onde circulam diferentes agentes etioldgicos € ¢ comum a ocorréncia de vetores no domicilio e
peridomicilio, regides sem acesso a técnicas de identificacdo viral mais sensivel e especificas, logo
muitos casos de dengue podem estar sendo subnotificados, mas também outros casos de sindrome
febril podem estar sendo confundidos com dengue, além disso, estes resultados chamam atenc¢ao para
os casos de coinfeccdo entre os sorotipos de dengue que podem levar a maior morbidade e
mortalidade, destaca-se ainda que o acompanhamento clinico destes casos ¢ necessario para melhor

compreencao da evolucdo clinica da doenca.
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