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APRESENTACAO

A colecédo “Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2” é
uma obra composta de quatro volumes que tem como foco as bases e as interfaces
multidisciplinares dos trabalhos desenvolvidos em diversos locais do pais que
compde os diversos capitulos de cada volume. De forma categorizada os trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e revisdes tentardo demonstrar ao leitor os principios de
cada area da saude assim como suas peculiaridades.

O terceiro volume da obra conta com estudos que transitam entre os cursos
de enfermagem, fonoaudiologia, biologia, medicina e biomedicina desenvolvidos em
varias instituicbes de ensino e pesquisa do pais. O leitor podera encontrar temas
multidisciplinares que véo desde Doenca de Parkinson, Suicidio, Atencao Basica,
Saude das Minorias, Sifilis Congénita, Integralidade em saude, Cuidados Paliativos,
Saude Materno-Infantil, Gestdo em Saude, Doenca de Chagas, Envelhecimento,
Promocgao em saude, até os temas especificos como Cancer de Mama, Aleitamento
materno, Terapias Complementares, Autismo Infantil, Enfermagem em saude
comunitaria, Tuberculose, Servicos Médicos de Emergéncia, Sofrimento Mental,
Artralgia debilitante e Chikungunya.

A fundamentacéo, e o estabelecimento de conceitos e padrbes basicos é muito
importante na ciéncias da saude uma vez que novos estudos e pesquisas tanto de
revisdo quanto experimentais sempre se baseiam em técnicas e fontes ja publicadas.
Assim, destacamos a relevancia deste material com informacdes recentes sobre
diversas tematicas da saude.

Portanto a obra “Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2”
oferece ao leitor teoria bem fundamentada aliada a resultados praticos obtidos pelos
diversos grupos de pesquisa em saude do pais, que arduamente desenvolveram seus
trabalhos aqui apresentados de maneira concisa e didatica. A divulgacéo cientifica
de qualidade, em tempos de fontes ndo confidveis de informacéao, &€ extremamente
importante. Por isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz
de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores
apresentarem e divulguem seus resultados.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 6

DETECCAO DE Wuchereria bancrofti POR
XENOMONITORAMENTO MOLECULAR EM BAIRRO
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RESUMO: A filariose linfatica (FL) € uma
infeccao parasitaria causada principalmente por
Wuchereria bancrofti, um verme transmitido nas
Américas pelo mosquito Culex quinquefasciatus.
No Brasil, a distribuicdo da doenca esta restrita
a Regiao Metropolitana do Recife (RMR) em
Pernambuco, onde o tratamento coletivo (TC)
da populacédo humana foi realizado na maioria
dos focos endémicos. O objetivo desse estudo
foi realizar o xenomonitoramento molecular
(XM) para W. bancrofti em mosquitos através
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
método utilizado para detectar indiretamente
se o parasita ainda esta presente na populagao
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humana. O estudo foi realizado com fémeas de
C. quinquefasciatus potencialmente infectadas,
gravidas ou ingurgitadas. Entdo, o DNA foi
extraido dos pools de mosquitos, em seguida
a identificagdo molecular foi feita por PCR e a
taxa de infeccdo vetorial foi determinada pelo
modelo estatistico Poolscreen. Portanto, foram
analisadas 2.347 fémeas de C. quinquefasciatus
coletadas em areas endémicas que finalizaram
o TC e nenhuma infecc¢éo foi encontrada (0%).
No entanto, quando foram analisadas apenas
813 fémeas de mosquito coletadas em uma
area nao tratada do bairro de Nova Descoberta
(Recife/PE), uma taxa de infeccdo de 0,08%
foi detectada. Nossos resultados revelam
que ndo ha evidéncias de transmissao ativa
de microfilarias nas areas tratadas da RMR,
diferente daquelas nao tratadas, nas quais
ha necessidade de vigilancia para subsidiar o
programa nacional. Sendo assim, o XM, revela-
se um importante indicador da circulagao
de W. bancrofti em éareas sob investigacao
de transmissdo, em razao de sua elevada
sensibilidade para detectar o verme no mosquito
vetor.

PALAVRAS-CHAVE:
Infeccao vetorial; Wuchereria bancrofti.

Filariose linfatica;

Wuchereria bancrofti DETECTION BY
MOLECULAR XENOMONITORING IN
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ABSTRACT: Lymphaticfilariasis (LF) is aparasiticinfection mainly caused by Wuchereria
bancrofti, a worm transmitted in the Americas by the Culex quinquefasciatus mosquito.
In Brazil, the distribution of LF is restricted to Recife Metropolitan Region (RMR) in
Pernambuco, where the mass drug administration (MDA) to human population was
implemented in most endemic foci. The aim of this study was to perfom the molecular
xenomonitoring (MX) for W. bancrofti in mosquitoes by polymerase chain reaction
(PCR), a method to indirectly detect whether the parasites is still present in the human
population. The study was conducted on potentially infected C. quinquefasciatus
females, gravid or engorged. Then, DNAwas extracted from pooled mosquitoes, and the
molecular identification was done by PCR, and the vector infection rate was measured
by Pool screen method. Therefore, a total of 2,347 C. quinquefasciatus females
collected from endemic areas in which the MDA was completed were analyzed and no
infection was found (0%). However, when were analyzed only 813 female mosquitoes
from an untreated area, Nova Descoberta neighborhood (Recife/PE), an infection
rate of 0.08% were detected. Our results reveal that there is no evidence of active
transmission of microfilariae in the RMR-treated areas, unlike untreated areas where
surveillance is needed to subsidize the national program. Thus, MX is an important
indicator of W. bancrofti distribution in areas under investigation of transmission, due
to its high sensitivity of detection of the worm in the mosquito vector.

KEYWORDS: Lymphatic filariasis; Vector infection; Wuchereria bancrofti.

11 INTRODUGCAO

A filariose linfatica (FL) dentre as filarioses que afetam o ser humano é a mais
importante, devido a magnitude de pessoas mundialmente atingidas. Segundo a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), um total 886 milhdes de pessoas em 52
paises, residem em areas de riscos de contrair a doenca (WHO, 2019). AFL € causada
por vermes nematoides das espécies Wuchereria bancrofti, Brugia timori e B. Malayi,
transmitidos por varias espécies de mosquitos (WHO, 2019). Esta doenca endémica
acomete, sobretudo, populacdes residentes em areas desprovidas de infraestrutura
urbana e com potenciais criadouros para mosquitos vetores (ALBUQUERQUE, 1993;
MOTT, 1990).

No continente americano, a FL é causada pelo verme W. bancrofti, responsavel
pela maioria dos casos no mundo, inclusive no Brasil, onde o Culex quinquefasciatus é
o culicideo transmissor, sendo considerado o mais eficiente dentre outros mosquitos.
Além de ser a espécie mais abundantemente encontrada no globo e extremamente
adaptada as condi¢bes climaticas das regides tropicais e subtropicais (BRASIL,
2009).

No contexto histérico da FL no Brasil, inquéritos epidemiolédgicos realizados
na década de 1950 identificaram portadores de microfilarias (larvas imaturas do
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verme), além de acompanhar os niveis de endemicidade no pais (FRANCO E SILVA-
LIMA, 1967). Das 852 localidades investigadas, onze apresentaram ocorréncia de
transmissao ativa, porém, Belém e Recife foram consideradas umas das cidades
de maior importancia médico-sanitaria (RACHOU, 1957). Isso devido aos elevados
indices de microfilaremia por W. bancrofti obtidos em inquéritos anteriores, 10,8 %
em Belém (CAUSEY et al., 1945); e 9,2% em Recife (AZEVEDO; DOBIN, 1952).

Os altos indices de microfilaremia registrados em anos anteriores no Recife
resultaram em uma grande demanda de pacientes com formas clinicas da doenca,
0 que levou ao surgimento de um Programa de Filariose em Recife em 1985
pela FIOCRUZ/PE. Desde entdo, entre os anos de 1989 a 1999, foi realizada
uma investigacdo epidemioldégica em varias areas do Recife, cuja prevaléncia
média encontrada foi de 6,5% (MACIEL et al., 1996). Enquanto que, os inquéritos
epidemiologicos também realizados em Olinda, cidade da Regido Metropolitana do
Recife, revelaram indices de microfilaremia ainda maiores que os de Recife, 12,3%
de prevaléncia (MACIEL et al., 1994). Entao, nesse periodo foi estabelecido no Brasil
o Plano Nacional de Eliminacéo da Filariose Linfatica (PNEFL), cuja acao prioritaria
€ o tratamento coletivo (TC) em areas com prevaléncias da infeccao > 1% (por
microfilaremia ou antigenemia). Um dos principais objetivos do PNEFL é interromper
a transmisséo da infeccao filarial, a partir de dose unica anual por um periodo
estimado de 4 a 6 anos com apenas uma droga filaricida, a Dietilcarbamazina. Além
de promover o alivio do sofrimento da deficiéncia provocada pela doenca, através
de melhores condicdes de higiene oferecidas a populacao nas areas afetadas (CDC
1993; OTTESEN; RAMACHANDRAN, 1995; WHO, 2005; ROCHA et al., 2010).

A partir de 2002, uma nova estratégia para eliminar a FL foi implementada, o
controle da densidade populacional de C. quinquefasciatus. Para tal, passou-se a
tratar os criadouros do mosquito vetor com o biolarvicida Lysinibacillus sphaericus
(Lsp) e seu controle foi associado aos outros pilares do PNEFL. Com o avango
do programa, a interrupcao da transmisséao de W. bancrofti ja ocorreu nos estados
das Alagoas, Bahia, Para, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Porém, a vigilancia
epidemioldégica permanece em constante alerta especialmente nos focos ainda
considerados de transmisséo ativa no estado de Pernambuco, que possivelmente
como resultado das acdes de tratamento e vigilancia implementadas devem estar
em vias de serem eliminados (BRASIL, 2017; FONTES, et al., 2012).

Para identificar se as infec¢cdes por W. bancroftiforam reduzidas e determinar a
suspensao do TC, a OMS recomenda um inquérito de avaliacédo da transmissao (TAS
- transmission assesment survey). O TAS é empregado como uma ferramenta de
vigilancia para conhecer os niveis de infeccdo na populagdo humana e assim, guiar
o reconhecimento oficial de cumprimento do objetivo de eliminacéo da filariose em
programas nacionais (WHO, 2015). O xenomonitoramento molecular (XM), mostra-
se como uma ferramenta complementar para fornecer o diagnoéstico de infeccao
nos insetos vetores. Por ser um método que ndo necessita de coleta sanguinea €
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considerado nao invasivo e pode ser empregado em areas onde ocorreu o TC, pois
fornece dados sobre a infec¢cdo natural nos mosquitos vetores, sendo um indicador
da transmisséao vetorial de W. bancrofti na area sob investigacao (WEIL; RAMZY,
2006). O emprego do XM como um complemento para o TAS é um elemento para
potencializar o acompanhamento das acdes de eliminacao da filariose linfatica no
PNEFL. Portanto, o estudo se propds a avaliar a transmissao da W. bancrofti em
focos endémicos na Regido Metropolitana do Recife através do diagndstico molecular
de infeccao vetorial.

2 | MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho € um estudo transversal para estimar a taxa de infeccéo
vetorial por W. bancrofti em éareas com tratamento coletivo nos municipios
pernambucanos de Olinda e Jaboatao dos Guararapes; e em uma area de Recife
sem o tratamento coletivo situada no bairro de Nova Descoberta. A populacdo de
estudo foi constituida por fémeas do mosquito C. quinquefasciatus potencialmente
infectadas, gravidas ou ingurgitadas que foram coletadas nas areas estudadas.

Para estabelecer os pontos de coleta de mosquitos, o Nucleo de Estatistica
e Geoprocessamento (NEG) do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM), através da
plataforma QGIS, georreferenciou os enderecos dos pacientes com microfilaremia
de focos endémicos (RMR-PE). O geoprocessamento foi feito com base no histérico
da enfermidade através de inquéritos hemoscopicos, fornecidos pelas Secretarias
de Saude, para observar a distribuicdo espacial de pacientes com microfilaremia
antes do TC e identificar areas de maior risco. Em um mapa, foi possivel observar
areas com varios enderecos proximos formando grandes concentra¢des de focos
endémicos. Apds plotar a area de risco obtida a partir da estimativa da analise de
Kernel, foi tracado um raio de 100 m ao redor das areas que reuniam um maior
nuamero de pacientes com microfilaremia e que receberam TC. Dentro de cada raio
de 100 m foram feitos quadrantes de 50x50m para indicar 0s pontos para as coletas
de mosquitos, a partir do tracado dos quadrantes os mapas foram disponibilizados
para os gestores de cada area estudada (Figura 01).
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Figura 1. Mapas de localidades situadas nos municipios de Jaboatdo dos Guararapes (A)

e Olinda-PE (B) nos quais a populagao humana recebeu o tratamento coletivo, mostrando
0s quadrantes, onde estdo marcados os pontos de coleta de mosquitos, com base na
concentracdo de enderecos de pessoas que apresentaram microfilaremia antes do tratamento
coletivo.

Para obtencédo das amostras de mosquitos foi realizado um treinamento com
os técnicos, de cada municipio (Figura 02) sobre praticas de metodologia de coleta,
manuseio correto do aspirador entomoldgico nos cOémodos visitados, a importancia do
acondicionamento das amostras, para isso receberam também o treinamento sobre
identificacédo, separacao, sexagem e acondicionamento adequado de fémeas de C.
quinquefasciatus até que estes fossem encaminhados ao laboratério de Controle de
Vetores do Departamento de Entomologia no Instituto Aggeu Magalhaes (IAM).

Figura 2. Treinamentos teorico-pratico de equipes de Agentes de Salude em coleta e
acondicionamento de mosquitos.

No Laboratorio de Controle de Vetores as amostras foram armazenadas até a
extracdo de DNA de 536 grupos (pools) de mosquitos (3.198 fémeas), seguindo o
protocolo de Ayres et al. (2002). Em seguida, foi realizada a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (em inglés, Polymerase Chain Reaction - PCR) em todos os 536 pools
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e calculado a taxa de infeccéo vetorial de C. quinquefasciatus por W. bancrofti pelo
modelo estatistico Poolscreen, ao nivel de confianca de 95%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 2.347 fémeas de C. quinquefasciatus coletadas em areas
endémicas que finalizaram o tratamento coletivo. Para essa amostra de mosquitos a
taxa de infeccao vetorial foi nula (0%). No entanto, em uma outra amostragem com
apenas 813 fémeas do mosquito coletadas em uma area néo tratada, no bairro de
Nova Descoberta (Recife/PE), o XM foi capaz de detectar a presengca de DNA do
verme com uma taxa de infec¢ao vetorial de 0,08% (Tabela 1).

Nesse estudo, utilizamos o XM, que consistiu no uso de fémeas ingurgitadas
ou gravidas de C. quinquefasciatus para a possibilidade de obter a presenca de W.
bancroftiap6s a alimentagcao sanguinea do vetor. O surgimento de novas ferramentas
para sinalizar a infeccao por W. bancrofti na populagcao humana, como a busca por
evidéncias da presenca do DNA filarial em insetos vetores, apresentam-se como um
diagndstico alternativo e sensivel. Segundo Rocha e Fontes (2000) o diagnéstico
da infec¢do dos vetores € uma alternativa complementar importante em areas onde
programas de eliminacao da filariose estdo sendo implementados, pois juntamente
com a determinacéo das taxas de prevaléncia da infeccdo humana, pode monitorar
a eficacia das estratégias de controle da doenca.

RMR/PE Periodo Fém_eas Pool_ Taxa _de infeccéo
de Coleta Analisadas Analisados Vetorial (0%)

Sitio Novo 2015 614 123 0

Varadouro 2016 285 30 0

Nova Descoberta 2017 851 131 0,08

Floriano 2017 793 110 0

Cavaleiro 2018 655 142 0

Total - 3.198 536 -

Tabela 1. Diagnéstico de infecgao vetorial por Wuchereria bancroftiem amostras de Culex
quinquefasciatus coletadas na RMR/PE.

A deteccdo de amostras de mosquitos negativas por XM oriundas das
areas endémicas que receberam o TC da RMR-PE, demonstram auséncia de
transmissibilidade do verme indicando interrupgcao do ciclo de transmisséo.
Semelhante ao que foi encontrado em Moustafa et al. (2017) que através do XM
empregado em duas areas endémicas do Egito auxiliou o TAS naquele pais, pois
nao encontrou W. bancrofti em fémeas do género Culex. Assim como, lIrish et al.
(2018) que verificaram a auséncia da transmissao do verme filarial em Bangladesh
apo6s rodadas de tratamento em massa, e esse mesmo achado foi observado em
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Togo, um dos primeiros paises a implementar o programa nacional (DORKENOQO et
al. 2018).

Em contrapartida, uma area que nao recebeu o TC na RMR, apesar de
geograficamente proxima a focos endémicos tratados, teve uma taxa de infecgéo
vetorial positiva. Nesse estudo, a area nao tratada em Nova Descoberta, localizado
no municipio de Recife, apresentou uma taxa de infeccéo 0,08%. Essa taxa sugere
uma baixa circulagcédo do verme. Assim como foi observado por Kouassi et al. (2015)
em area focalmente ndo tratada na capital de Guiné, com resultados de taxas de
infeccéo vetorial variando entre 0,31% e 1,8%.

Pelas recomendag¢des da OMS para realizar o TC em determinada area é
necessario que a prevaléncia na populacdo humana esteja acima 1%, sendo assim,
aquelas areas que apresentam prevaléncia um pouco menor que 1% nao recebera o
tratamento e ndo séo incluidas no programa de FL (KOUASSI et al., 2015). Um baixo
nivel de microfilaremia em mosquitos também foi relatado em Souza et al. (2018)
que forneceu informacdes sobre a transmisséo persistente de FL em trés distritos de
Gana.

A integracao de varias acdes para eliminar a FL, incluindo a capacitacao de
gestores e equipe para implementar e monitorar as atividades de controle; ampliacéo
de cobertura de tratamento coletivo para 100%; controle vetorial; planejamento
para o TAS, incluindo testes diagnosticos e instrumentos de vigilancia pés-TC; e
intensificacdo do manejo de morbidade e prevencédo de incapacidade, contribuirdo
para reduzir a microfilaremia em areas endémicas (BRADY, 2014). Além disso, 0
presente trabalho mostrou que o XM é uma ferramenta importante e foi util para
avaliar a eficiéncia das estratégias do PNEFL em areas endémicas e circunvizinhas,
sendo um indicador de afericdo de transmissao nas etapas do TAS. Nossos resultados
indicam a importancia do TAS incluir as areas vizinhas aquelas que receberam o TC,
por cumprirem os critérios de inclusdo do programa. Visto que a positividade de
infeccédo vetorial em areas proximas, apesar de baixa, necessita de uma atencao
especial para nao vir a retardar o processo de eliminacao da FL.

41 CONCLUSOES

Através do diagnoéstico molecular de infeccéao vetorial foi possivel identificar
que o ciclo de transmissao da Wuchereria bancrofti permanece ativo no municipio
de Recife/PE em uma area que nao havia sido elencada para receber o tratamento.
Sendo assim, o XM é uma ferramenta importante para avaliar a eficiéncia das
estratégias do PNEFL para a certificagao da interrupg¢ao do ciclo de transmisséo da
filariose e sobretudo mostrou-se sensivel ao identificar o status atual da presenca do
parasita mesmo em localidades de baixa prevaléncia, qualidade de grande valia no
processo de vigilancia da FL.
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