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RESUMO

Introducdo: As arboviroses sdo doengas de origem viral, transmitida ao homem pela picada do mosquito-fémea do género Aedes
aegipty & Aedes albopictus e constituem uma ameaca para a salde publica em Angola. Desde Janeiro de 2017 que o Instituto Nacional
de Investigacao em Sadde (INIS) tem sido o laboratério de referéncia nacional para a confirmagao dos casos suspeitos de arbovirus. O

objectivo deste trabalho foi estudar a prevaléncia, sazonalidade e os aspectos epidemiolégicos das arboviroses (dengue, chikungunya,

zika) em Angola no periodo de Janeiro de 2017 até Dezembro de 2018.

Material e Métodos para estudar as arboviroses: O INIS recebeu amostras de soro representativas de cada provincia. Para estudar os
arbovirus utilizou-se a técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) com sondas fluorescentes para amplificagdo do material genético dos
virus. Resultado: No periodo de 2017-2018 registou-se um total de 529 casos suspeitos de dengue, dos quais 81 (15.3%) casos foram
confirmados como positivos. A infecgdo pelo virus da dengue estava associada a febre, mialgia, cefaleia, dor retro-orbital, hemorragia e
exantema. Em relacdo ao virus chikungunya, registaram-se 101 casos suspeitos com apenas 7 (6.9%) casos confirmados como positivos.

No mesmo periodo, em relacdo ao virus zika registaram-se 106 casos suspeitos com apenas 5 (4.7%) positivos.

Conclusdo: Durante o periodo de 2017-2018 a prevaléncia do virus da dengue' foi de 15.3% , chikungunya 6.9% e zika 4.7%,
respectivamente. O virus da dengue foi o mais prevalente, sendo Luanda a provincia com maior nimero de casos confirmados e com
maior circulacao do virus durante os meses de Abril e Outubro. Estes sao dados importantes na implementagéo de politicas de gestao

de casos clinicos e estratégias de combate ao mosquito-vector.
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Prevalence of arboviruses
(dengue, chikungunya, zika)
in Angola 2017-2018

ABSTRACT

Introduction: Arboviral infections are transmitted by the bite
of female mosquitoes of the species Aedes aegpity and Aedes
albopictus and arboviruses such as (dengue, chikungunya, zika)
are a major public health concern in Angola. Since January 2017,
the National Institute of Health Research (INIS), is the national
reference laboratory responsible for the confirmation dengue,
chikungunya, zika suspected cases.

Materials and Methods for studying arboviruses: INIS received
serum samples which are representative of each province in the
country and in order to study arboviruses ribonuleic acid (RNA)
was extracted from each sample followed by the one-step RT-
PCR (Real time PCR) using specific primers and fluorescent probes
for the amplification of the genetic material.

Results: Between January 2017 and December 2018, 529
cases of dengue were registered with 81 cases confirmed as
positive (15.3%), dengue infection was associated with fever,
myalgia, headache, retro-orbital pain and rash. With regards
to chikungunya 101 cases were registered with 7 (6.9%) cases
confirmed as positive. With regards to zika virus 106 cases were
registered with 5 (4.7%) cases confirmed as positive.

Conclusion: During 2017-2018 the prevalence of arboviruses was
15.3% (dengue) (6.9%) for chikungunya and 4.7% (zika). Dengue
virus was the most predominant arbovirus and Luanda is the
province with the highest incidence of dengue infection. Dengue
virus appeared to circulate throughout the studied period, but
there was an increment in the number of cases during the months
of April and October. The data presented here are extremely
important in clinical case management and implementation of a
vector control programme to combat and control the mosquito

vector Aedes aegipty.

KEY WORDS: Arboviruses, circulation, dengue, chikungunya, zika.
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INTRODUCAO

Com o termo arbovirus agrupam-se mais de 500 virus, que se
transmitem pela picada de artropodes hematofagos (Arthropode
borne viruses).Este termo deve-se ao facto de que parte do
seu ciclo replicativo ocorrer em artrépodes®?. Os arbovirus que
causam doengas no homem e animais estdo subdivididos em
cinco familias: Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae, Reoviridae
e Rhabdoviridae. Até ao momento ja se identificaram cerca de
150 virus que produzem doenca no homem e em animais‘. Entre
os virus de maior impacto para sadde publica, a nivel nacional e
internacional, esta a familia Flaviridae aos quais pertencem os
virus do complexo da dengue (DENV), o complexo do virus zika
(ZIKV) e o virus da febre-amarela (YFV) e na familia Togaviridae
destaca-se o virus chikungunya (CHIKV) que também constitui
uma ameaga para a salde publica e serdo estes que constituirao
o foco deste artigo. A transmissao destes virus e a disseminagao
das arboviroses na populacdo depende da disponibilidade do
mosquito Aedes aegipty responsavel pela transmissao dos virus
DENV, CHIKV, ZIKV, YFV, que também pode ser transmitido pelo

mosquito Aedes albopictus @342

As estimativas da OMS indicam que cada ano os virus do complexo
da dengue sao responsaveis por mais de 96 milhdes de infeccdes
e 9.000 mortes a nivel mundial®?. O virus chikungunya é capaz
de produzir diferentes graus de artrites e artralgia até 36 meses
depois da infeccdo primaria®*4®. Nas Américas e em alguns
paises da Europa, o virus chikungunya tem sido responsavel por
epidemias e surtos frequentes, chegando a causar mortes #34%]
Por outro lado o virus zika tem ganhado bastante importancia
depois da OMS ter declarado o surto de zika uma emergéncia
de salde pulblica de caracter internacional (entre Fevereiro
2016-Novembro 2016) (Public Health Emergency of International
concern), isto depois do aparecimento de casos de microcefalia em
recém-nascidos no Brasil. Estes recém-nascidos apresentavam
desordens neuroldgicas como o Sindrome de Guillain Barré .0
virus da febre-amarela pode ser prevenido por vacinagao, mas,
ainda assim YFV constitui um dos arbovirus com maior risco de
re-emergéncia a nivel mundial, sendo responsavel por surtos em
varios paises e representando um risco iminente para os viajantes
viremicos™ que regressam de zonas endémicas onde existe

transmissao activa do virus da febre-amarela ‘™.
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Em Africa ja foram identificados varios arbovirus que circulam
de forma endémica, mas nao existem programas especificos de
vigilancia epidemiol6gica nem programas de controlo e combate
ao mosquito-vector®*** Em Angola, antes do surto de febre-
amarela em 2015-2016 a vigilancia era passiva e s se realizavam
testes rapidos DENV e CHIKV e testes serol6gicos como a técnica
de ELISA para casos esporadicos suspeitos de febre-amarela®™*.
Os métodos de PCR em tempo real (RT-PCR) permitem detectar
em tempo oportuno o ARN (acido ribonucleico), material
genético dos arbovirus numa Gnica reacgao, reduzindo o tempo
de obtencdo dos resultados. Por falta de outros métodos
alternativos, as ferramentas de biologia molecular so as Unicas
opgdes no diagnodstico e na conﬁrfnagéo dos casos suspeitos

de arboviroses, laboratorios a nivel

principalmente nos
mundial™®29 Em Angola existem registos nos boletins da OMS
de um surto de febre-amarela em 1971, durante o qual foram
detectados também alguns casos positivos de chikungunya™. Em
2013 Angola registou um surto de dengue do subtipo 1 (DENV1)
com um ndmero de 1.339 casos suspeitos com maior incidéncia na
provincia de Luanda™. Para além da dengue do subtipo 1 foram
encontrados também casos de dengue do subtipo 2, subtipo 3
e subtipo 4 em estrangeiros que residiam em Angola durante a
época do surtd™. Em 2016 Angola registou um surto de febre-
amarela com um total de 4.618 casos suspeitos dos quais 2.290
casos eram provenientes da provincia de Luanda (Relatério oficial
do surto de febre amarela do MINSA)™.

Depois do surto de febre-amarela o laboratorio de biologia
molecular do Instituto Nacional de Investigagao em Satde tornou-
se o laboratério responsavel para a confirmagao molecular dos
casos suspeitos de arboviroses, sendo um pilar importante na
vigilancia laboratorial das arboviroses em Angola. Devido a falta
de dados cientificos e epidemioldgicos, pouco se sabe sobre a
dindmica de transmissdo dos virus dengue, zika, chikungunya
em Angola e este cenario dificulta a implementacao de um bom
sistema de vigilancia epidemiolégica no pais, expondo-o a surtos
frequentes, ano apds ano, e dificultando a criacao de um plano
estratégico de combate e controlo do mosquito-vector. O objectivo
deste trabalho de investigacao cientifica foi estudar a prevaléncia,
sazonalidade, principais zonas de risco, e as manifestagbes
clinicas associadas a infeccdo pelo virus da dengue, chikungunya,

e zika no periodo de Janeiro de 2017 a Dezembro de 2018, com os
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dados que foi possivel obter durante o periodo em estudo.

MATERIAL & METODOS

O laboratorio de biologia molecular recebeu, no periodo de
Janeiro 2017-Dezembro 2018, um total de 736 casos suspeitos de
arboviroses. Desses, 529 casos com suspeita de dengue, 101 com
suspeita de chikungunya e 106 amostras com suspeita de zika.
Para andlise dos arbovirus foi necessario 1ml de soro, enviado
das provincias para o INIS em caixas térmicas e acompanhadas
de fichas de notificacao com os dados epidemioldgicos dos casos
suspeitos. A populacdo estudada tinha idades compreendidas
entre os 15-55 anos, proveniente das zonas urbanas e zonas
rurais. Cada provincia enviou os casos suspeitos, desde que
os individuos infectados cumprissem com a definicao de caso
suspeito de dengue, chikungunya e zika, definida pela Direccao
Nacional de Satde Publica (DNSP).Um caso suspeito de dengue
foi definido como os casos de pacientes que apresentaram
doenga febril aguda com duracdo 2-7 dias, dor de cabeca, dor
retro-orbital, mialgia, artralgia e sinais de hemorragia. Os casos
suspeitos de chikungunya sao todos os casos que apresentem
febre e artralgia com duracdo de 2-7 dias. Um caso suspeito
de zika estd definido como um caso que apresente febre,
conjuntivite, exantema durante 2-7 dias. O genoma dos virus da
dengue, chikungunya e zika pode ser encontrado no soro e este
material bioldgico foi utilizado para fazer a extracgao do material
genético dos virus em estudo. O material genético dos virus
(ARN) foi extraido com o kit da marca (Qiagen), de acordo com
as instrugdes do fabricante. Esta técnica envolve a rotura das
células com um tampao de lise, libertando desta forma o material
genético dos virus (ARN). De seguida utiliza-se etanol absoluto
para precipitar o (ARN) e lavagens subsequentes com etanol a
75% para garantir a remogao de impurezas e seguidamente faz-
se a eluicao do (ARN) com tampao de eluigao e obtém-se 60l de
(ARN) puro. Deste RNA extraido utiliza-se 10 pl para a técnica de
PCR em tempo real (RT-PCR).

Para vigilancia das arboviroses o laboratdrio de biologia molecular
recorre a protocolos internacionais desenvolvidos pelo Centre
for Disease Control (CDC, Atlanta, USA) disponivel mediante
requisicao, mas apenas para paises com poucos recursos. Este
protocolo tem a capacidade de detectar trés virus ao mesmo

tempo numa (nica amostra bioldgica. Este método, designado por
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Trioplex, é composto por um conjunto de 3 oligonucleotidos capaz
de detectar e amplificar uma regiao especifica nao traduzida no
genoma do virus da dengue (5'UTR), amplifica uma regiao que
codificauma proteina 1ndo estructural (Non structural N1 protein)
no genoma do virus chikungunya e amplificaa regido que codifica
o gene do envelope no genoma do virus zika"12314 A técnica
de RT-PCR. baseia-se na amplificacdo exponencial do material
genético dos virus a partir de uma molécula de (ARN) convertida
em cDNA por uma enzima designada como transcriptase reversa
(Invitrogen). Apds o processo de transcrigao , 0 cDNA (DNA
complementar) é amplificado durante 40 ciclos numa placa de
96 pocos (Applied Biosystems) no equipamento RT-PCR 7500
Fast (Applied Biosystems). O processo de RT-PCR esta dividido
em trés fases: uma fase de desnaturagdo do material genético,
seguida do emparelhamento dos oligonucleotidos e amplificagao
exponencial do material genético dos virus em estudo. Os casos
positivos de dengue sdo subsequentemente genotipados para
determinar os serotipos (DENV1, 2, 3, 4).Esta técnica tem sido
utilizada no laboratério de biologia molecular desde Janeiro de
2017 e através da mesma o laboratorio tem conseguido fazer a
confirmacao laboratorial dos casos suspeitos de arboviroses
apresentados neste artigo. Os dados epidemioldgicos colectados
durante o periodo em estudo foram analisados pelo software

estatico SPSS versao 23.

RESULTADOS

0 namero total de casos suspeitos de dengue registados entre
Janeiro de 2017 até Dezembro de 2018 foi de 529 casos suspeitos
com 81 (15,3%) casos confirmados como positivos (tabela 1).
Em termos da distribuicio geografica dos casos confirmados, a
provincia de Luanda registou 72 casos positivos, Cuanza Norte 4
casos positivos, Uige 2 casos positivos, Cunene 2 casos positivos ,
Huila com 1 caso positivo (figura 1). Entre os pacientes com casos
positivos de dengue, os sintomas mais frequentes foram: febre 65
(95,6%), cefaleia 48 (81,4%), mialgia 42 (68,9%), dor retro-orbital
14 (25,9%), hemorragias 12 (20,3%) e exantema 5 (8,9%) (tabela
4). Em relacao a faixa etaria mais comprometida, a infeccdo pelo
virus da dengue foi mais frequente na faixa etaria abaixo dos 18
anos. O virus da dengue subtipo 2 circulou durante o ano todo,
havendo um incremento no ndmero de casos durante os meses

de Abril e Outubro (figura 2). O virus da dengue foi o arbovirus
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com maior predominio durante o periodo de Janeiro 2017-2018.

0 nimero total de casos suspeitos de chikungunya registados
entre 2017-2018 foram 101 (tabela 2) com 7 (6,9%) casos
confirmados como positivos. Nos pacientes com €asos positivos
para o virus chikungunya os sinais e sintomas predominantes
foram a febre 6 (100%) e artralgia 4 (66,6%) (tabela 4) sendo 0s 6
casos provenientes da provincia de Luanda e 1caso proveniente da
provincia de Cabinda (figura 1) e a faixa etaria mais comprometida

foram individuos com menos de 30 anos.

Em relacdo ao virus zika foram registados 106 casos suspeitos
e apenas 5 (4,7%) casos confirmados como positivos (tabela
3). Nos pacientes com €asos confirmados de zika os sintomas
predominantes foram febre 5 (100%), artralgia 4 (80%),
conjuntivite 1 (20%) (tabela 4). Os cinco casos de zika detectados
ocorreram em individuos com idades entre os 16-46 anos de
idade, 3 residentes na provincia de Luanda e 2 residentes na
provincia do Bengo (figura 1). Todas as amostras supracitadas
também foram testadas para o virus da febre-amarela para o
diagnostico diferencial e nao foram encontrados casos positivos.
Os dados epidemioldgicos obtidos indicam que as arboviroses, no
geral, parecem ser mais frequentes nas zonas urbanas do que nas
zonas rurais, uma vez que 390/736 (53%) do total de amostras
recebidas no periodo 2017-2018 sao provenientes de individuos

que viviam em zonas urbanas.

Em termos de sazonalidade, entre Janeiro de 2017 e Dezembro de
2018 observou-se circulacdo do virus da dengue ao longo deste
periodo, especialmente durante os meses de Abril e Outubro
(figura 2), mas nao foi possivel decifrar a sazonalidade dos virus
chikungunya e zika devido a falta de dados epidemiologicos nao
reportados nas fichas de notificacao. Entre 0s pacientes com casos
de Dengue confirmados foram encontrados 10 casos de gota
espessa positiva para Plasmodium falciparum, com uma média
de parasitemia de 399 parasitas por microlitro de sangue. Estes
10 casos também foram positivos para Dengue serotipo 2 (DENV-
2), tratando-se entdo de uma co-infeccao malaria e dengue. Estes
dados sao importantes para o corpo clinico que faz a gestao dos
casos suspeitos de dengue, chikungunya, zika, salientando entao
a existéncia das co-infeccdes de malaria e arbovirus no mesmo

paciente™.

"
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Tabela 1. Total de casos de dengue registados entre Janeiro de 2017 até Dezembro de 2018.

Provincia Total de casos suspeitos de Total de casos confirmados de (%)
Dengue (n) Dengue (n)
Luanda 401 72 179
Cuanza Norte 76 4 5.2
Huila 18 1 55
Cunene 17 2 mn7
Benguela 7 0 0
Uige 5 2 40
Cuanza Sul 2 0 0
Moxico 1 0 0
Bengo 1 0 0
Zaire 1 0 0
Total 529 81 15.3

Tabela 2. Total de casos de chikungunya registados entre Janeiro 2017 até Dezembro de 2018.

Provincia Total de casos suspeitos de Total de casos confirmados de (%)
Chikungunya (n) Chikungunya (n)
Luanda 62 6 9.6
Cuanza Norte 10 0 0
Huila 9 0 0
Cunene 4 0 0
Benguela 4 0 0
Uige 3 0 0
Cuanza Sul 3 0 0
Moxico 2 0 0
Bengo 2 0 0
Zaire 2 0 0
Total 101 6 5.9

Tabela 3. Total de casos de zika registados entre Janeiro 2017 até Dezembro 2018.

Provincia Total de casos suspeitos Total de casos confirmados (%)
de Zika (n) de Zika (n)
Luanda 72 3 41
Bengo 6 2 333
Cuanza Norte 4 0
Huila 1 0
Cunene 9 0
Benguela 6 0
Cuanza Norte 3 0
Cuanza Sul 3 0
Moxico 1 0
Zaire 1 0
Total 106 5 47
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Tabela 4. Sintomas predominantes associados as infecgoes por arbovirus (dengue, chikungunya, zika).

Sintomas predominantes Dengue Percentagem (%)
Febre 65 95.6
Cefaleia 48 81.4
Mialgia 42 68.9
Dor retro-orbital 14 259
Hemorragia 12 203
Exantema 5 89
Sintomas predominantes Chikungunya Percentagem (%)
Febre 6 100
Artralgia 4 66.6
Sintomas predominantes Zika Percentagem (%)
Febre 5 100
Artralgia 4 80
Conjuntivite 1 20
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Figura 1. Distribuicdo geogréfica das provincias com casos confirmados positivos por PCR em tempo real (RT-PCR) para dengue,

chikungunya e zika analisadas no laboratério de biologia molecular do INIS.
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DISCUSSAOQ

Os arbovirus constituem uma ameaca para satde publica em
Angola. No presente estudo, entre Janeiro de 2017 até Dezembro
de 2018 o virus da dengue foi o virus com o maior predofninio
em relacdo ao virus chikungunya e zika, principalmente em zonas
urbanas, facto que estd relacionado com a falta de saneamento
do meio, maior densidade populacional, alteracdes climaticas e
adaptagao do mosquitos Aedes aegipty ao meio urbano? facto
que também tem sido observado em paises como o Brasil onde a
dengue e endémica®. Os arbovirus dengue, chikungunya e zika
podem circular em simultaneo mas factores como a competéncia
do mosquito-vector podem facilitar o predominio de um arbovirus
em relagao aos outros. Neste trabalho de investigacao o virus da
dengue teve uma circulagdo predominante relativamente aos
outros, facto que também foi observado em outros paises da
América do Sul e Asia®?. Nas provincias com casos confirmados
para os arbovirus dengue, chikungunya, zika (Luanda, Bengo,
Cuanza Norte, Cabinda, Huila, Cunene) sdo as mesmas onde
também se registaram casos de febre-amarela, durante o surto de
2015-2016" indicando que estas provincias devem ter condicdes
climaticas que favorecem a proliferacdo do mosquito do género
Aedes aegipty o principal transmissor das arboviroses.

A problematica dos arbovirus em Angola é semelhante a do Brasil,
mas o Brasil tem um sistema de vigilancia epidemioldgica activa
e robusta que inclui a vigilancia do mosquito-vector do género
Aedes para além da confirmacao dos casos suspeitos(®?. Ja em
Angola o sistema de vigilancia epidemioldgica das arboviroses é
baseado numa vigilancia passiva que confirma apenas os casos
suspeitos. E importante ainda alertar os profissionais de saude
de Angola que devido & semelhanca nos sintomas provocados por
uma infecgao causada pelo virus da dengue, zika e chikungunya,
nao é possivel fazer o diagnostico diferencial com base apenas nos
sintomas, sendo necessario recorrer ao laboratério nacional de
referéncia para a confirmacao molecular destes casos suspeitos.
Neste trabalho constatou-se também a presenca de co-infecces
de malaria e dengue, muito comum em paises aonde existe
co-circulagao do mosquito do género Andfeles e do mosquito
do género Aedes, facto que ja foi constatado em outros paises
africanos e asiaticos® 22, Estas co-infeccdes sao muitas vezes
subestimadas e agravam o quadro clinico do paciente, levando

a quadros mais complicados e aumentando a probabilidade de
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desenvolver um quadro de dengue grave'”. O mais preocupante
é terem sido registados casos de dengue, chikungunya, zika na
camada mais jovem (<18 anos), facto que contribui para o aumento
da pobreza sobretudo em paises de baixa e média renda 23 visto

que esta faixa etaria representa a massa activa da sociedade.

Limitacdes do actual sistema de vigilancia epidemiolégica das
arboviroses.

Os arbovirus constituem um problema de salde publica em
muitos paises africanos, ndo s6 em Angola, mas a falta de dados
epidemiologicos e a falta de um sistema de vigilancia eficaz
dificultam a comparacdo de dados entre paises africanos. O
actual sistema de vigilancia epidemioldgica das arboviroses em
Angola apresenta muitos desafios. A chegada das amostras ao
INIS é feita através de transporte terrestre por via de autocarros
comerciais, facto que compromete a qualidade das amostras
bioldgicas. Neste estudo observou-se que o tempo que leva entre
a data de inicio dos sintomas e a colheita e envio das amostras
é em média 9 dias, o que contribui para uma notificacdo tardia e
uma taxa muito baixa na confirmacao laboratorial.

Os virus da dengue, zika, chikungunya sdo compostos por ARN
que facilmente se degrada quando nao se observa a cadeia de
frio, levando a um aumento no nimero de amostras negativa.
Outro desafio sdo as fichas de notificacdo mal preenchidas.
Todas as doencas de notificacdo obrigatoria devem ser
acompanhadas de uma ficha de notificacdo que contém os
dados epidemiolégicos referentes ao caso. Infelizmente ainda
se tem observado um nimero elevado de fichas de notificacao
sem dados epidemiolégicos ou com dados incompletos, o que
dificulta a analise estatistica e andlise de tendéncias, padroes ou
curvas epidémicas. A actual luta anti-vectorial esta mais focada no
mosquito Anofeles, transmissor da malaria. A falta de um programa
de controlo direccionado ao mosquito vector Aedes aegipty facilita
a proliferacao deste mosquito no territério nacional. E urgente fazer
uma revisao pro.funda do actual sistema de vigilancia nacional
das arboviroses, com foco na formacéo dos técnicos de vigilancia
epidemiologica, formacdo de epidemiologistas, melhoria no
sistema de transporte das amostras, melhoria da cadeia de
frio a nivel de todo pais, melhoria na partilha de dados entre
as instituigdes envolvidas na vigilancia epidemioldgica, controlo

das zonas fronteiricas e assegurar o fornecimento continuo
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de reagentes de laboratério para o diagnéstico molecular das
arboviroses. S6 assim podera haver um sistema de vigilancia que
responda de forma activa e atempada as necessidades do pais,

evitando o aparecimento de surtos epidémicos.
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Figura 2. Sazonalidade do virus da Dengue em Angola. Nao foi possivel fazer um grafico demonstrando a sazonalidade dos virus zika e

chikungunya por falta de dados epidemiolégicos.
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