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RESUMO

As arboviroses representam um sério problema de salde publica e sao
frequentemente associadas a surtos em seres humanos. Os arbovirus possuem
sintomatologias clinicas parecidas, sendo facilmente confundidos, subestimando,
pois, a circulacdo de novas espécies e abrindo lacunas para a ocorréncia de
novas epidemias. O presente trabalho tem como objetivo monitorar as amostras
de Aedes aegypti em diferentes localidade do Estado de Pernambuco através da
técnica de Duplex-Reverse Transcriptase-PCR, que possibilita a identificacdo dos
principais arbovirus de importancia meédica pertencentes aos géneros Alfavirus e
Flavivirus. De um total de 725 mosquitos coletados, agrupados em 145 pools,
foram detectadas 13 amostras positivas, das quais 10 pertencem ao género
Flavivirus e 3 sdo Alfavirus. Foi detectada a circulagdo dos quatro sorotipos
Dengue na cidade de Olinda. A taxa de infeccdo minima (MIR) da Multiplex-
Nested-PCR por 1000 fémeas de Aedes aegypti, considerando apenas as
amostras positivas e confirmadas, foi de 13,79. Estes dados indicam a circulagao
de diferentes arbovirus no Estado e demonstram a necessidade de um sistema de
vigilancia eficiente e continuo para controlar a disseminacao destes na populagéo,
uma vez que a principal forma de prevencé&o de epidemias se concentra, ainda, no

controle de vetores.

Palavras-chave: Arboviroses, Aedes aegypti, Multiplex-PCR, Vigilancia

Entomoldgica.

ABSTRACT



Arboviruses represent a serious public health problem and are often associated with
outbreaks in humans. They have similar clinical symptomatology, being easily
confused, underestimating therefore the circulation of new species and opening
gaps for the occurrence of new outbreaks. This study aims to monitor samples of
Aedes aegypti in different places within the State of Pernambuco by Duplex-
Reverse Transcriptase-PCR technique, which enables the identification of the main
arbovirus of medical importance belonging to the genera Alphavirus and Flavivirus.
A total of 725 mosquitoes were collected and grouped into 145 pools, 13 positive
samples were detected, of which 10 belong to the genus Flavivirus and 3 are
Alphavirus. The circulation of the four Dengue serotypes have been detected in the
city of Olinda. The minimum infection rate (MIR) of the multiplex-nested-PCR per
1,000 females of Aedes aegypti, considering only the positive and confirmed
samples was 13.79. These data indicate the existence of different arbovirus in the
state and demonstrate the need for an efficient and continuous monitoring system
to control the dissemination of the population, since the mean way of prevention of

epidemics concentrates yet in vector control.
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1 INTRODUCAO

O termo Arbovirus (do inglés Arthropod-borne virus) ndo estd incluido na
classificacdo taxondmica de virus, mas refere-se a um agrupamento com base na
transmissao viral através de um inseto hematofago, como mosquitos e carrapatos,
para um hospedeiro vertebrado. Esse virus deve se replicar no vetor artropode
antes da transmissdo, em vez de ser transmitido mecanicamente através de
aparelhos bucais contaminadas (HERNANDEZ; BROWN; PAREDES, 2014). Os
arbovirus séo ecologicamente e epidemiologicamente distintos e estima-se que
haja mais de 545 espécies conhecidas, dentre as quais, mais de 150 relacionadas
com doencas em seres humanos, sendo a maioria zoondética (CLETON et al.,
2012).

Os arbovirus que causam doencas em humanos e em outros animais de sangue

guente sdo membros de cinco familias: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae,



Reoviridae e Rhabdoviridae (RUST, 2012). Dentre esses, 0s grupos de maior

interesse meédico sdo pertencentes aos géneros Flavivirus e Alfavirus.

O género Flavivirus, membro da familia Flaviviridae, compreende mais de 70 virus,
incluindo o virus da dengue (DENV), virus do Nilo Ocidental (WNV), virus da
encefalite japonesa (JEV), virus da Encefalite de St. Louis (SLEV), virus da febre
amarela (YFV) e muitos outros (SMIT et al.,, 2011). A maioria dos flavivirus sé&o
agentes patogénicos causadores de doencas em humanos e responsaveis por
grandes epidemias ocorridas globalmente. Estimativas recentes indicam que
somente o virus da Dengue é responsavel por infectar 400 milhdes de pessoas
anualmente e mais de metade da populacdo mundial vive em regides endémicas
para esta doenca debilitante e potencialmente fatal (BHATT et al.,, 2013;
MACKENZIE; GUBLER; PETERSEN, 2004). Como caracteristicas dos flavivirus,
eles sdo envelopados, possuem nucleocapsideo contendo genoma RNA de fita
simples e polaridade positiva com aproximadamente 11000 nucleotideos (11 kb),
gue inclui uma pequena regidao 5' ndo-codificadora, uma cadeia aberta de leitura
(ORF) e um terminal 3' ndo-codificador. A ORF codifica 3 proteinas estruturais (C,
preM, E) e 7 proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5). A proteina ndo-estrutural 5 (NS5) € a maior (2700 nucleotideos) e a mais
conservada proteina do género Flavivirus e acredita-se que possua funcédo de
RNA-polimerase RNA-dependente (LINDENBACH, 2013).

O género Alfavirus, cuja transmissdo se da também por mosquitos, em especial
os do género Aedes, inclui um grupo diverso de 29 espécies também causadoras
de uma ampla gama de doengas em seres humanos e animais, com distribui¢éo
cosmopolita (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; POWERS, 2011). Dentre os
Alfavirus, podemos destacar o virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV), o
virus Mayaro (MAYV), virus da Encefalite Equina Ocidental e Oriental (WEEV e
EEEV), virus Aura (AURV) e o virus Chikungunya (CHIKV) (COFFEY et al., 2013).
Sd0 virus de RNA de cadeia simples que pertencem a
familia Togaviridae (STRAUSS; STRAUSS, 1994). Em humanos, os sintomas de
infeccBes por alfavirus variam de febre, erupcado cutdnea, nauseas e poliartrite a
encefalite fatal. Embora a mortalidade dessas arboviroses seja baixa, quando
associadas, podem ser debilitantes com sequelas clinicas e duracdo de meses a
anos em alguns pacientes (WEAVER; LECUIT, 2015).



No Brasil, os arbovirus apresentam uma ampla distribuicdo geogréfica, devido a
suas condicBes ecologicas favoraveis. Apesar da continua e alta taxa de
desmatamento, mais de um terco do territério brasileiro ainda € coberto por
florestas tropicais e outros ecossistemas naturais, com flora e fauna
extremamente diversificadas, as quais oferecem condicOes ideais para a
existéncia de muitos arbovirus, mantidos em uma grande variedade de ciclos
zoonoéticos (FIGUEIREDO, 2007). Mais de 200 espécies diferentes de arbovirus
foram isoladas no Brasil, e cerca de 40 deles causam doencas em humanos, tais
como, virus Mayaro (MAYYV), virus da encefalite equina oriental (EEEV), virus da
encefalite equina venezuelana (VEEV), virus da Encefalite de Sait-Louis (SLEV),
virus Dengue 1, 2, 3 e 4 (DENV), virus da Febre Amarela (YFV), entre outros
(IVERSSON et al., 1990; VASCONCELOS, 1998; WHO/PAHO, 2015).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostraram que mais de 1,5
milhdes de mortes por ano sdo acometidas por algum tipo de arbovirose (WHO,
2004). No segundo semestre de 2014, o virus Mayaro foi detectado em amostras
de soro de pacientes com suspeita de dengue durante um surto no Mato Grosso,
regido Centro-Oeste do Brasil, o que corrobora com a importancia de uma
vigilancia constante para as arboviroses em geral, devido a semelhanca dos
sintomas que as fazem serem confundidas tao facilmente (MOURAO et al., 2012;
ZUCHI et al., 2014).

A emergéncia e reemergéncia das arboviroses sdo fenbmenos naturais
relacionados com a evolucdo e adaptacdo de espécies, associadas, ainda que
indiretamente, ao comportamento humano (HOLLIDGE; WEISS; SOLDAN, 2011).
Interferéncias antropogénicas, especialmente envolvendo composi¢cdo e dinamica
do hospedeiro e da populacdo do vetor e fatores ambientais, como rapidas
mudancas climaticas, podem afetar substancialmente o0s sistemas naturais,
levando a um aumento da circulagdo desses arbovirus para niveis de epidemia;
além disso, o intenso fluxo de viagens de turismo e interagcdes comerciais tem
facilitado a propagacdo de arbovirus em todo o globo (HOLLIDGE; WEISS;
SOLDAN, 2011; RUST, 2012). Ainda, somente no ano de 2015, o niumero de
Obitos confirmados por dengue no pais € de 693 até o momento, excluindo os
casos ainda em investigacdo (SAUDE, 2015b). Na auséncia de uma vacina

disponivel comercialmente, com excecédo da febre amarela, a prevencao dessas



arboviroses é focada primariamente no controle de mosquitos vetores, como o
Aedes aegypti e Aedes albopictus (WILDER-SMITH, 2012).

Esse controle pode ser feito por métodos mecanicos o que inclui medidas de
protecdo pessoal, como 0 uso de mosquiteiros, telas, roupas, além do uso de
armadilhas de oviposicdo para coleta de ovos e destruicdo de criadouros. Também
como forma de controle, podemos destacar vigilancia ativa de casos e do virus,
devendo ser realizada de forma continua, principalmente nos periodos
interepidémicos, pois o virus pode continuar circulando antes e depois da epidemia
(MARCONDES, 2011). O monitoramento e identificacdo dos diferentes virus de
possivel circulagdo, tanto em amostras de soro de pacientes com suspeita clinica
da doenca, bem como em mosquitos coletados em campo ou através de
armadilhas de oviposi¢cdo constituem uma ferramenta importante na vigilancia
epidemioldgica das arboviroses (DE MORAIS BRONZONI et al., 2005; GUEDES
et al.,, 2010). Essas a¢cOes podem ser relevantes para determinar a magnitude e
severidade das epidemias (TEIXEIRA et al., 2005), sobretudo, em lugares com
intenso fluxo humano como Fernando de Noronha e outras localidades do Estado

de Pernambuco.

Resultados prévios do nosso grupo obtidos através do monitoramento dos casos
de dengue ocorridos em Fernando de Noronha desde 2011, por exemplo, sugerem
a ocorréncia de transmissao autéctone de dengue no local (BARBOSA, 2013),
embora, o niumero de amostras de mosquitos positivas tenha sido menor que o
esperado, uma vez que foi realizada uma coleta direcionada. Dessa maneira, ha
uma necessidade de um constante monitoramento na populacdo de mosquitos,
uma vez que a infeccdo vetorial € a principal forma de manutencéo do virus na
natureza e também a vigilancia entomoldgica pode mostrar a introducdo de
diferentes linhagens virais, o que determinard situagdes de risco para a ocorréncia
de novas epidemias em Pernambuco (GUEDES et al., 2010). Como prova disso,
recentemente, a transmissé&o autoctone do CHIKV foi relatada pela primeira vez no
Brasil e é atualmente epidemia com mais de 5.200 casos relatados autoctonia em
todo o pais até janeiro de 2015, dos quais Pernambuco ja registra casos na capital
do Estado, Recife, e nos municipios de Itaiba e lati, no Sertdo e Agreste
pernambucano, respectivamente (SAUDE, 2015b; WHO/PAHO, 2015).

Sendo assim, o0 presente trabalho tem como objetivo monitorar as amostras de



Aedes aegypti previamente coletadas no arquipélago de Fernando de Noronha e
em diferentes localidade do Estado de Pernambuco para os principais arbovirus
de importancia médica através da técnica de Duplex-Reverse Transcriptase-PCR,
gue possibilita a identificacdo de arbovirus pertencentes aos géneros Alfavirus e

Flavivirus.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local de estudo — A coleta dos mosquitos da espécie Aedes aegypti foi
realizada em quatro localidades distintas dentro do estado de Pernambuco: o
arquipélago de Fernando de Noronha (3° 51' N, 32° 25' W), a cidade de Olinda (8°
0'S, 34° 51' W) e Sao José do Egito (7° 28' S, 37° 16' W), e na cidade do Recife
(8° 04" S, 34° 55' W), que incluiu o bairro de Sitio dos Pintos e o Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM).

2.2 Amostragem — As coletas no arquipélago de Fernando de Noronha foram
realizadas no periodo de Mar¢co a Junho de 2011 e Janeiro a Julho de 2012
conforme descricdo em Barbosa (2013). A coleta das amostras de Sitio dos Pintos
foi realizada no ano 2013 por aspiracdo nos ambientes intra e peridomiciliares
seguindo a mesma metodologia de Sitio dos Pintos, no Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhdes e em Olinda a coleta foi realizada em 2015. Nessas localidades, os
mosquitos foram coletados com a utilizagdo de um aspirador manual (modelo
Horst) no intradomicilio e entornos de residéncias aleatérias das localidades de
estudo. Na cidade de Séo José do Egito, realizada em agosto 2015, a captura dos
espécimes seguiu a metodologia de coleta direcionada com a utilizacdo do
aspirador manual do tipo pequeno, modelo Horst, onde foram relatados casos
suspeitos de dengue, confirmados ou ndo. ApOs a captura, os espécimes foram
separados por sexo e localidade e armazenados em pools de cinco mosquitos,
nos quais apenas mosquitos fémeas foram considerados para o0 estudo.
Posteriormente, esses pools foram estocados em um freezer -80° C, a fim de

manter a integridade do material genético.

2.3 Extracdo de RNA viral - A extracdo de RNA das amostras de mosquitos foi

realizada usando o reagente TRIzol® (Invitrogen) de acordo com o protocolo do



fabricante com modificacdes conforme descricdo por Guedes (2012). Apds a
extracdo, os RNAs foram tratados com DNAse (Turbo DNAse — Invitrogen) a fim
de evitar contaminagcdo das amostras com DNA gendmico. Os RNAs previamente
extraidos e tratados com DNAse foram usados na técnica de transcricdo reversa

para obtenc&o do cDNA.

2.4 Sintese do cDNA - A técnica de transcri¢cdo reversa para obtencdo do cDNA
foi realizada utilizando a enzima Super Script® Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen) conforme descrito em Bronzoni (2005), com modificagdes. Em um
volume final de 20 pl, foi usada a seguinte mistura: 1,0 ul de H20, 4,0 ul de 5X
First-Strand Buffer, 1,5 ul de DTT (1 mM), 2,0 ul de dNTP Mix (2 mM), 1,0 ul e 1,5
ul dos primers reverse cM3W (100 pM) e FG2 (10 uM), respectivamente, 0,5 pl de
RNAseOUT (40 U/ul), 0,5 pl da enzima SuperScript 1ll RT (200 U/ul) e 8,0 pl do
RNA. Essa mistura final foi incubada em um termociclador (T3 Thermocycler,
Biometra) programado para 1 ciclo de 50 °C por 1 hora e 1 ciclo de 70 °C por 15
min. Apds a obtencdo do cDNA, estes foram usados nas reacdes de Duplex- PCR

com primers universais para os géneros Flavivirus e Alfavirus.

2.5 Duplex PCR - A Duplex PCR para identificacdo dos géneros Alfavirus e
Flavivirus foi realizada conforme a descricdo de Bronzoni et al. (2005) com
adaptacdes. Em um volume final de 50 pl, foi utilizada a seguinte mistura: 27,3 ul
de H20, 5,0 pl do tampé&o 10X da enzima, 5,0 pul de dNTP (2 mM), 2,0 ul de MgClI2
(50 mM), 1,0 pl e 1,5 pl dos primers Fowards M2W (10 uM) e FG1 (10 uM),
respectivamente, 0,20 ul DNA Taq polimerase (Platinum Tag DNA polymerase -
Invitrogen) e 8,0 ul do cDNA. A mistura foi colocada em um termociclador (T3
Thermocycler, Biometra) programado para: 1 ciclo de 94°C por 2 min seguidos por
30 ciclos de 94 °C por 1 min, 53 °C por 1 min e 72 °C por 2 min e ,por fim, 1 ciclo
de 72 °C por 5 min. Os primers especificos de cada género foram selecionados
para o anelamento de regifes conservadas do Alfavirus e Flavivirus produzindo
amplicons de tamanhos distintos, 434 pb e 958 pb, respectivamente. Os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao
Tris-Borato-EDTA (TBE) (Tris 0,089 M; acido bérico 0,0089 M e EDTA 0,002 M,
pH 8,3), corado com brometo de etideo e fotografado em um transiluminador de

ultravioleta.



2.6 M-N-PCR (Multiplex Nested PCR) - Com o0s primers especificos
selecionados, duas M-N-PCR foram realizadas para cada amostra: a M-N-PCR-
Flavivirus para identificacdo de DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DEN 4, e a M-N-
PCR-Alfavirus para identificacdo de VEEV, EEEV, WEEV, AURAV e MAYV
(Tabela 1) conforme a descricdo de Bronzoni et al. (2005) com adapta¢cdes. No
geral, a mistura de reagédo continha: 3,0 yl do produto da primeira amplificacéo
(Duplex PCR), 5,0 uyl do tampao da enzima (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM
KCI), 2,0 ul de MgCI2 (50 mM), 5,0 ul de dNTP (2 mM), 0,20 ul of Taqg DNA
polymerase (Platinum Taqg DNA polymerase; Invitrogen) e H20 para completar um
volume de 25 pl. Para a mistura de reacdao da M-N-PCR-Flavivirus, o primer
forward FG1 foi adicionado simultaneamente a cada primer para DENV 1, DENV
2, DENV 3 e DENV 4, numa concentracé&o de 10 pM. Para a mistura de reacéo da
M-N-PCR-Alfavirus, o primer reverse cM3W (100 pM) foi adicionado juntamente
com os primers especificos para VEEV, EEEV, WEEV, AURAV e MAYV (50 uM).
A mistura foi colocada em um termociclador (T3 Thermocycler, Biometra)
programado para uma etapa inicial de 2 min a 94 °C, 25 ciclos de 94°C por 1 min,
53°C por 1 min, e 72°C por 2 min. A etapa de extensao final foi realizada a 72°C
por 5 min. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2% em tampao Tris- Borato-EDTA (TBE), corado com brometo de etideo

e fotografado em um transiluminador de ultravioleta.



Tabela 1: Lista dos primers Espécie-Especificos selecionados para amplificacdo do
DNA viral em espécimes de Aedes aegypti coletados em Pernambuco.

Ensaio _ o Amplicon
Primer Sequéncia (5' - 3) (pb)
nDEN1 CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC 472
M-N-PCR nDEN2 GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC 316
Flavivirus nDEN3 TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT 628
nDEN4 GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC 222
nMAY GGAAGTTGGCCAAGGC 270
MAN-PCR nVEE ACGGAGGTAGACCCATCCGA 400
Alfavirus nEEE CCACGGTACCGTTGCC 124
nWEE GGCGGCAGACCTGCTGGAA 208
nAURA TCAATGCACCTTCGACCA 86

DEN 1: Virus Dengue Sorotipo 1, DEN 2: Virus Dengue Sorotipo 2, DEN 3: Virus Dengue
Sorotipo 3, DEN 4: Virus Dengue Sorotipo 4, MAY: Virus Mayaro, VEE: Virus da Encefalite
Equina Venezuelana, EEE: Virus da Encefalite Equina Oriental, WEE: Virus da Encefalite
Equina Ocidental, AURA: Virus Aura.

2.7 Taxa de infeccdo - O célculo da taxa de infecgdo viral nas amostras de
mosquitos coletadas foi feito utilizando o célculo de taxa de infeccdo minima (MIR-
Minimum Infection Rate). Este indice é calculado dividindo-se o numero de pools
infectados por espécie pelo numero total de mosquitos testados para cada

espécie, multiplicado por 1.000, conforme a descricdo de Chow et al (1998).

3 RESULTADOS

No total, foram coletados 725 mosquitos da espécie Aedes aegypti agrupados em
145 pools, contendo cinco mosquitos em cada um. Dos 145 pools analisados,
foram detectadas 13 amostras positivas, das quais 1 foi proveniente da cidade de
S&o José do Egito, 10 de Olinda e 2 do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées,
conforme descrito na Tabela 2. As amostras reanalisadas provenientes de
Fernando de Noronha, 11 pools no total, foram todas negativas. O mesmo ocorreu
para as amostras de Sitio dos Pintos, das quais foram testados 65 pools e

nenhuma delas foi positiva para 0s arbovirus testados.



Tabela 2: Numero de arbovirus detectados em amostras de Aedes aegypti coletados em localidades de Pernambuco, agrupados
em Pools*.

Flavivirus (%)* Alfavirus (%)*
Populagio Pools ' DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4| MAYV VEEV EEEV WEEV AURAV Amostras
Testados (%) Positivas
Fernando de y
Noronha® 11 (7.58) i i ) i ) i } il ) -
S&o José do Egito” 12 (8,27) - - - 18,33 - - - - - 1(8,33)"
H b Yy X X X X - - - 2 -
Olinda 65 (44,82) 1 (1,53)° 2(3,07)° 1(1,53)° 4 (6,15) (3.07) 10 (15,3
Sitio dos Pintos® 48 (33,10) - - - - - - - - - i
Centro de 1 1
Pequ|s~as dAggeu 9 (6,20) (11.11)" (11.11)"
Magalhaes 2 (22,22)
Total 145 2 2 1 5 0 1 0 2 0

13 (8,27)’

* Pool = 5 Mosquitos Fémeas; DENV-1: Virus Dengue 1, DENV-2: Virus Dengue 2, DENV-3: Virus Dengue 3, DENV-4: Virus Dengue 4,
MAYYV: Virus Mayaro, VEEV: Virus da Encefalite Equina Venezuelana, EEEV: Virus da Encefalite Equina Oriental, WEEV: Virus da Encefalite
Equina Ocidental, AURAV: Virus Aura. ?Distrito Estadual, ® Municipio, ¢ Bairro, ¢ Instituicdo. (%)* Relac&o percentual com o nimero de pools
respectivo a localidade correspondente; (%)’ Relagéo percentual com o Total de pools Testados.



No presente estudo foi detectada a circulacdo dos quatro sorotipos para o virus
Dengue. Na cidade de Olinda foi verificado o maior nimero de amostras positivas
das localidades analisadas, sendo detectadas 4 amostras para DENV-4, 2
amostras positivas para DENV-2 e 1 amostra positiva para DENV-1 e DENV-3.
Nas localidades de Sao José do Egito e Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,

foram detectados os sorotipos Dengue tipo 4 e 1, respectivamente (Figura 1).

Das 13 amostras positivas, 10 pertencem ao género Flavivirus e 3 sdo Alfavirus. E
importante ressaltar que as amostras positivas para o género Alfavirus, VEE e
WEE, sédo apenas sugestivas, necessitando, pois, de testes de sequenciamento
genético para confirmacdo viral. Portanto, considerando apenas as amostras
positivas e confirmadas, 10 no total, a MIR da Multiplex-Nested-PCR por 1000
fémeas de Aedes aegypti, foi de 13,79.

Figura 1: Visualizacdo em gel de agarose 2% com produtos de amplificacéo de
Multiplex-Nested-PCR para Flavivirus e Alfavirus

9 10 11 12 D1 D2 ‘D3 D4

Legenda: CN: Controle Negativo da Reacédo. Poco 1, 2, 3, 5 e 8: DEN-4
(222 pb); Poco 4 e 7: DENV-1 (472 pb); Poco 5 e 6: DENV-2 (316 pb); Poco 9:
DENV-3 (628 pb); Poco 10 e 11: WEEV (208 pb); Pogo 12: VEEV (400 pb); M:
Marcador 100 bp DNA Ladder (Invitrogen™).

600 pb



4 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo monitorar os arbovirus circulantes em amostras
de Aedes aegypti coletadas em diferentes localidades do Estado de Pernambuco
através da técnica de Duplex-PCR seguida de Multiplex-PCR. Resultados do
presente trabalho mostram a ocorréncia dos quatro sorotipos do virus Dengue e
dois possiveis alfavirus no Estado. Em um estudo realizado em 2010 (GUEDES et
al.,, 2010), os autores relataram a circulagdo simultanea de trés dos quatro
sorotipos de Dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) na Regido Metropolitana do
Recife. Nesse periodo de estudo, o sorotipo prevalente identificado em amostras
humanas eram o DENV-3, enquanto que em mosquitos era detectado DENV-1 e
DENV-2, sugerindo que esses vetores possam servir como um modo de
manutencao para o virus no meio ambiente e que, quando os niveis de imunidade
da populacdo para um determinado sorotipo comecarem a diminuir, eles podem

reemergir.

O DENV-2 é o sorotipo com a maior populacéo efetiva em escala global, seguido
pelo DENV-3, DENV-1 e DENV-4. O DENV-3 foi predominante na maioria dos
estados brasileiros de 2002 a 2006, e, de 2007 a 2009, esta posi¢cao foi assumida
pelo DENV-2. Depois de uma circulacéo discreta em 2009, o DENV-1 reemergiu
na Regido Sudeste, sendo detectado em 50,4% dos pacientes, seguido de 30,5%
de DENV-2 e 19,1% de DENV-3. O DENV-4 teve uma circulagdo breve no Brasil
em 1982, na regido noroeste da Amazobnia, em uma epidemia focal, e, em 2010,
este sorotipo ressurgiu no Estado de Roraima, sendo, posteriormente,
disseminado a diversas regibes do Pais (COSTA; VOLOCH; SCHRAGO, 2012;
MOURAQO et al., 2012).

A co-circulacéo de trés sorotipos DENV foi registrada no estado de Pernambuco
desde a introducdo do DENV -3 em 2002, quando DENV -1 e DENV -2 ja estavam
presentes. O DENV - 3 tornou-se altamente predominante em 2005 e 2006, e um
baixo percentual de amostras humanas infectadas com DENV-1 e DENV- 2 foi
encontrado (CORDEIRO et al., 2007).

Desde a reintroducdo de dengue no pais na década de 80, no estado do Rio de
Janeiro, as medidas de combate ao vetor e de vigilancia laboratorial foram

implementadas por meio do Programa de Vigilancia Epidemioldgica da Dengue, o



gual, no Estado de Pernambuco, foi criado em 1986. Apesar disso, esses esfor¢os
nao tiveram éxito, uma vez que 0s primeiros registros de casos de infeccéo por
DENV-1 no Estado datam desse mesmo ano, com a hipdtese de terem sido
importados dos Estados do Rio de Janeiro e Alagoas (CORDEIRO et al., 2007).

Os primeiros casos autdctones do virus em Pernambuco foram confirmados em
1987, mas o surto foi controlado ainda no mesmo ano, com um intervalo de sete
anos, com a presenca do vetor e sem registro de casos, até a segunda epidemia
em 1994, desta vez por DENV-2, cuja circulacdo passou a ser simultanea,
apresentando uma predominancia alternada entre eles (CORDEIRO et al., 2007;
MOTA, 2001). Em 2002, encontrando uma populacdo totalmente susceptivel,
instalou-se de forma explosiva a epidemia de DENV-3. Este sorotipo predominou
no estado até o ano de 2008, quando voltou a aumentar o numero de isolamentos
do DENV-2. Nos anos de 2010 e 2011, o DENV-1 passou novamente a ser
predominante (CORDEIRO et al., 2007; SAUDE, 2015b). Com a introdug&o do
DENV-4 em 2011, o estado passaria a ter em circulacdo 0s quatro sorotipos
(SAUDE, 2015a).

A deteccdo dos quatro sorotipos virais dengue na cidade de Olinda corrobora com
a situacao de circulagdo simultdnea de todos os sorotipos virais desde o ano de
2011. Dados do Ministério da Saude (2015b) apontam 1.416.179 casos provaveis
de dengue no pais até a semana epidemiolégica (SE) 34, dos quais 73.401 estéo
concentrados em Pernambuco, com 12 6bitos, 15 com dengue grave e outros 49
em sinal de alarme. A prevaléncia observada para o sorotipo viral 4 na localidade
de Olinda corrobora com os dados atuais de prevaléncia da doen¢ca em humanos
no estado de Pernambuco, onde o DENV-4 também se apresenta em maior
namero. A mesma associacdo € ainda observada nos estados de Rondbnia,
Roraima, Para, Distrito Federal e Rio Grande do Norte (SAUDE, 2015b).

Dados do Ministério da Saude (2015b) relatam uma prevaléncia de 93,4% para o
sorotipo DENV-1 em ambito nacional, no entanto, isso n&o foi observado no
presente estudo, no qual o maior nUmero de amostras positivas detectou o
sorotipo DENV-4, apesar de ter sido identificado uma Unica amostra de DEN-1 na
cidade Olinda. No entanto o amostra positiva para o DENV-4 na cidade de S&o
José do Egito, juntamente com as detectadas em Olinda para 0 mesmo sorotipo,

estdo concordantes com a porcentagem de sorotipos confirmados no estado em



2015, o qual apresentou 34% de positividade para DENV-4. O DENV-3 identificado
nas amostras do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes entra em segundo lugar

na ordem decrescente de positividade para os Flavivirus.

O Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), lancado em julho de 2002
pelo Ministério da Saude, para reforcar a vigilancia epidemioldgica no pais, criou o
Levantamento Rapido de indices para Aedes aegypti (LIRAa). Dados de Brasil
(2015a), revelam que a cidade de S&o José do Egito apresentou um dos maiores
indices do LIRAa no Estado de Pernambuco, com 14,1, ficando atrds apenas da
cidade de Custddia, sendo, pois, classificado como situacdo de risco (4 = IIP).
Além disso, o0 ano de 2015 vem se configurando, até a semana epidemiolégica 34,
como a maior epidemia de dengue dos ultimos 13 anos, quando da epidemia de
DENV-3 no ano de 2002 no Estado; dados atuais revelam uma incidéncia 791,2
(/100 mil hab.), cujas cidades em destaque de risco sdo Custodia e Sdo José do
Egito, em ordem decrescente (SAUDE, 2015b).

Segundo Costa (2009), a investigacdo das “taxas de infeccdo” (MIR) em
mosquitos fornece informagfOes sobre a circulacdo viral em determinadas
localidades, antes que a doenca esteja sendo transmitida em niveis mais
elevados, possibilitando a implementacdo de medidas preventivas. Supfe-se que,
guando ha aumento da taxa de infeccdo do mosquito, o risco de transmisséo de
arbovirus também aumenta (CHIANG; REEVES, 1962). Este pressuposto baseia-
se na proporcdo de mosquitos infectados, sendo uma boa aproximacao da
proporcdo de mosquitos infecciosos. Também requer estimativas viaveis da
proporcdo de mosquitos infectados na populacdo, no entanto, existem muitos
fatores que podem invalidar esta suposi¢cdo. Variagdo ambiental poderia introduzir
imprevisibilidade em quantos mosquitos latentes sobrevivem para se tornar
infeccioso, e a confiabilidade das taxas de infeccdo estimadas pode ser
comprometida por interferentes durante a coleta mosquito e testes de virus
(BUSTAMANTE; LORD, 2010).

Com relacdo a taxa de infec¢do, o valor de 13,79 é relativamente baixo quando
comparado a estudos anteriores que relataram circulacdo de no minimo 3
sorotipos, como demonstrado em GUEDES et al. (2010). No entanto, as taxas de
infeccdo em mosquitos coletados em campo variam muito entre os estudos,

portanto, compara-las é extremamente complexo, uma vez que uma variedade de



fatores deve ser considerado, pois, o periodo de coleta (epidémico e
interepidémico), tamanho do pool e 0 niumero amostras de processados exerce
uma forte influéncia sobre o MIR em diferentes localidades (GU; LAMPMAN;
NOVAK, 2004; GUEDES et al., 2010). Alem disso, a baixa taxa de infeccdo obtida
nesses estudos pode ser explicada pelo fato de que a MIR é calculada levando em
consideracao a hipétese que existe apenas um individuo infectado em cada pool
positivo. Desse modo, ha pode-se subestimar a positividade de mais de um
mosquito do pool, sobretudo pelo elevado numero de notificagbes de casos
suspeitos de Dengue no Estado no mesmo periodo em que as coletas foram
realizadas (SAUDE, 2015b).

A deteccdo precoce de arbovirus em Aedes aegypti fornece informacdes Uteis
para a projecao do curso potencial de transmissédo e para desvendar os fatores
ambientais associados com a manutencé&o e criagao de ciclos virais nos vetores. A
deteccédo precoce também é fundamental, porque o tempo de atividade do virus é
importante para compreender os meandros da amplificacdo viral, bem como

estender a janela para a intervencao.

Estudos realizados por REGIS et al. (2008) demonstram a presenca tanto de
Aedes aegypti quanto de Aedes albopictus na cidade de Recife, o que poderia
aumentar as chances de transmissao de outros arbovirus. No entanto, apesar do
Bairro de Sitio dos Pintos ter sido uma das localidades com maior niumero de
amostras coletadas, ndo houve resultados positivos. J4 a localidade de Fernando
de Noronha, a auséncia de resultados positivos ndo pode ser associada ao baixo
numero de amostras testadas, visto que na cidade de S&o José do Egito o mesmo
nao foi verificado. A hipOtese mais plausivel para explicar a ndo deteccao de
espécimes positivas no arquipélago pode estar relacionada com integridade do

material testado, visto que ja havia sido utilizadas por Barbosa (2013).

Outro resultado importante foi a possivel identificacdo da circulagdo de dois
alfavirus, VEE e WEE, no estado. No entanto, este resultado é apenas sugestivo,
necessita-se ainda de analises que confirmem tal circulagdo, pois a epidemiologia
destes ainda apresenta uma lacuna no que diz respeito ao monitoramento dos
diversos arbovirus pertencentes a esse género, que possuem o mosquito Aedes

aegypti como vetor e, sobretudo, sdo causadores de doencas em humanos.



Os produtos de amplificacdo detectados para o género Alfavirus em Olinda,
sugerem a circulacdo do Virus da Encefalite Equina Ocidental (WEEV). O WEEV
ja foi isolado no Brasil em vetores, na Floresta da Tijuca (Rio de Janeiro), e em
algumas oportunidades foram encontrados anticorpos em equinos e humanos
(RICHARTZ, 1994). O WEEV néao esta presente no Brasil, e no continente esta
presente no Canada, EUA, México, Haiti, Guina, Argentina e Uruguai (SAUDE,
2008). Nos EUA a doenca é confinada quase exclusivamente aos estados da
costa oeste e tem o0 Aedes tarsalis como vetor (THEILER; DOWNS, 1973). Apesar
de ter sido identificado em outros vetores, ndo hé relatos da detec¢do do virus em
Aedes aegypti. Os estudos de identificacdo do virus ndo demonstraram a sua
circulacao em culicidios, embora tenha sido detectados evidéncias sorolégicas em
aves e equinos (CALISHER et al.,, 1982; IVERSSON et al.,, 1990; RICHARTZ,
1994).

Diante disso, € crucial a realizacdo de testes confirmatorios via sequenciamento
genético para essa classificacdo viral além de realizar outras novas coletas na
mesma localidade, pois a deteccdo de WEEV em Olinda seria a evidéncia dos
primeiros casos do virus em espécimes de culicideos, pondo em estado de alerta

para existéncia de surtos e epidemias.

A outra espécie pertencente ao género alfavirus, detectado no presente estudo,
refere-se ao Virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV) encontrado no
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes. Esse subtipo viral, isolado na regiéao
amazobnica em 1998,ocorre no sudeste do Brasil e provoca doenca febril e diarréia
em pessoas que visitam a Mata Atlantica(IVERSSON et al., 1990). O VEEV ocorre
endemicamente na Coldmbia e na Venezuela e é uma causa de epizootias e
epidemias. Apesar de ser mantido num ciclo envolvendo roedores, passaros e
mosquitos da espécie Culex spp., podem eventualmente transmitir o virus para os
seres humanos, entretanto, ha possibilidades de adaptacdo, a qual pode induzir
uma amplificacdo secundaria envolvendo equinos e algumas outras espécies de
mosquitos, como o Aedes aegypti (WEAVER et al., 2004). Essa possibilidade
adaptativa pode ser evidenciada caso seja confirmada por sequenciamento
genético a amostra positiva para o VEEV, servindo como base de alerta para os
orgaos encarregados em saude publica na preocupacdo da emergéncia desse

virus no Estado, com o consequente risco de epidemias. A maior epidemia VEEV



da histéria ocorreu em 1969-1972, iniciada na Coldmbia, se espalhou para o norte
através da América Central, do México e do sul dos Estados Unidos, causando
dezenas de milhares de casos humanos com centenas de mortes (BRAULT et al.,
2004). Em 1995, um surto de VEEV afetou individuos na Venezuela e Colémbia,
causando 1.300 casos de encefalite humana com uma taxa de letalidade de 10-
15% (MESLIN, 1997). Ainda, relacGes comerciais estabelecidas entre o Brasil e 0s
paises do norte da América do Sul tém aumentado ao longo dos ultimos anos,
sendo assim, a recente construgdo de uma estrada ligando Manaus (Brasil) e
Caracas (Venezuela), além de aumentar significativamente o comércio entre os

dois paises, pode oferecer uma nova rota para VEEV (FIGUEIREDO, 2007).

Segundo Gomes (2001), a vigilancia entomolégica pode ser entendida como a
continua observacéo e avaliacdo de informacfes originadas das caracteristicas
biologicas e ecologicas dos vetores, nos niveis das interacbes com hospedeiros
humanos e animais reservatorios, sob a influéncia de fatores ambientais, que
proporcionem o conhecimento para deteccdo de qualquer mudanca no perfil de
transmisséo das doencas. Tem a finalidade de recomendar medidas de prevengéao
e controle dos riscos biologicos, mediante a coleta sistematizada de dados e
consolidac&o no Sistema de Informacéo da Vigilancia Ambiental em Saude. Nessa
perspectiva, o uso de transcricdo reversa seguida pela reacdo de cadeia da
polimerase (RT-PCR) na vigilancia viroldgica do vetor pode contribuir na
promocdo de estratégias apropriadas de controle e, consequentemente, na

prevencéao de surtos e epidemias (BARBOSA, 2013).

5 CONCLUSAO

Estudos de vigilancia entomoldgica tém ganhado cada vez mais destaque e se
tornado exponencialmente importante quando se leva em consideracdo a
necessidade de estratégias mais eficientes e eficazes no que diz respeito do
controle de agentes infecciosos, sobretudo os que possuem 0 mosquito Aedes
aegypti como fonte de transmissdo. Os resultados obtidos a partir desse trabalho
nos permite inferir sobre a atual situacdo epidemiologica dos arbovirus em
circulacdo nas localidades do Estado de Pernambuco em que o estudo foi

aplicado, uma vez que nos da evidéncias da existéncia de espécies virais



veiculadas em espécimes de Aedes aegypti, pela deteccdo por metodologias
moleculares. Com base nas inlUmeras falhas que os atuais métodos de controle de
vetores tém apresentado, é de extrema importancia que haja um monitoramento
constante da circulagcdo viral. Nessa perspectiva, cabe aos profissionais da area
de saude o conhecimento da epidemiologia dos arbovirus, que na maioria das
vezes apresentam sintomatologia semelhante ao DENV e por isso ndo sao
diagnosticados, principalmente, quando os sintomas ocorrem em periodos nao
epidémicos. Faz necesséria a implementacdo de um sistema de vigilancia ativo,
baseado na prevencédo e controle de pacientes com doenca febril aguda,
reservatorios, animais domésticos e mosquitos vetores, a fim de monitorar a
circulacao no pais e evitar que ocorra a introducédo ou reintroducéo destes virus, o

gue poderia causar grandes epidemias.
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