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GUEDES, Duschinka Ribeiro Duarte. Analise da competéncia vetorial para o virus
Dengue em populacbes naturais de Aedes aegypti e Aedes albopictus de
Pernambuco. 2012. Tese (Doutorado em Salde Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu
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RESUMO

Os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus sdo considerados os principais vetores
da dengue, doenca que afeta mais de 100 paises e atinge, a cada ano, mais de 50
milhGes de pessoas. Para que uma espécie seja incriminada como vetor de uma doenca,
ela deve ser capaz de se infectar com um determinado patégeno via oral, resistir a
replicacdo deste no seu interior e transmiti-lo a um hospedeiro susceptivel. Esta
habilidade é denominada competéncia vetorial. Os répidos avangos da biologia
molecular tém facilitado o surgimento de novas abordagens que podem ser utilizadas
para avaliar quantitativamente alguns aspectos da competéncia vetorial. Neste sentido,
a RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) tem sido amplamente usada em estudos sobre a
interacdo virus-vetor. O presente estudo visou avaliar o processo de infec¢do do virus
Dengue (DENV) em amostras de intestinos e glandulas salivares Ae. aegypti e Ae.
albopictus, através da quantificacdo de particulas virais de trés sorotipos de DENV via
PCR em tempo real. Os resultados mostraram que as trés populacdes de Ae. aegypti
(RecLab, Recife e Petrolina) analisadas no presente estudo foram suscetiveis a infeccado
com DENV-1, DENV-2 e DENV-3. De uma maneira geral, as populacGes de Ae.
aegypti de campo (Recife e Petrolina) foram mais competentes para a infecgdo do que a
colénia de laboratorio (RecLab). Considerando a espécie Ae. albopictus, as duas
populacbes (laboratério e campo) também foram suscetiveis a infeccdo com os trés
sorotipos, porém a coldnia de laboratdrio foi mais suscetivel a infeccdo do que a
populagdo de campo. Os dados obtidos no presente estudo indicam que diferencas na
carga viral usada durante a alimentacdo artificial podem influenciar nas taxas de
infecgdo do virus no intestino, porém ndo influenciam a disseminag&o dos virus para as
glandulas salivares. Outro aspecto importante foi o curto periodo de incubagéo
extrinseco (PIE) apresentado pelas duas espécies, exceto na populacdo de Ae.aegypti de
Petrolina, diferente do que € descrito na literatura. Este resultado tem uma grande
importancia epidemiolégica, pois quanto menor o PIE, maior serd o tempo que a
espécie vai ser capaz de transmitir o virus para um hospedeiro sadio, aumentando assim
as chances de transmissdo de dengue. Além disso, revela a necessidade da
implementacdo de estratégias mais rapidas para bloguear a transmissdo da doenca.
Estas informacgBes serdo necessarias para 0s estudos de avaliacdo de risco de
transmisséo da dengue.

Palavras-chave: Aedes sp., virus da dengue, controle de vetores, replicacdo viral,
Brasil.
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ABSTRACT

Aedes aegypti and Aedes albopictus are considered the main vectors of dengue, a
disease that affects more than 100 countries with more than 50 million cases occurring
annually. In general, to be incriminated as a vector, the species must be capable of
becoming orally infected with a pathogen, to resist its replication inside the vectors and
transmit it on to a susceptible host. This ability is known as vector competence. Rapid
advances in molecular biology have facilitated the emergence of new approaches that
can be used to quantitatively evaluate some aspects of vector competence. With this
purpose, a quantitative RT-PCR (qRT-PCR) based assay has been widely used in
studies on virus-vector interaction. This work aimed to evaluate the process of virus
infection in the mosquito, by quantifying three serotypes of DENV in midguts and
salivary glands samples from Ae. aegypti and Ae. albopictus by using real-time PCR.
Results showed that all three Ae. aegypti populations (RecLab, Recife and Petrolina)
analyzed in this study were susceptible to infection with DENV-1, DENV-2 and
DENV-3. Overall, field caught Ae. aegypti (Recife and Petrolina) were more competent
for infection than the laboratory colony (RecLab). Regarding to Ae. albopictus, the two
populations (laboratory colony and field) were also susceptible to infection with the
three serotypes, but the laboratory colony was more susceptible to infection than the
field population. Data obtained in this study indicate that differences in viral titers
during artificial blood meal can influence infection rate in midgut but do not influence
the virus dissemination to salivary glands. Another important result was the short
extrinsic incubation period (EIP) displayed by both species which was different from
what is reported in previous studies, except in the Ae. aegypti population from Petrolina
infected with DENV-3. This result has a great epidemiological importance, since the
shorter the EIP, the longer mosquitoes will be able to transmit virus to a healthy host,
thus increasing the chances for dengue transmission. Moreover, it shows the need for a
faster implementation of strategies to block the transmission of the disease. The
information will be critical for studies on risk assessment of dengue transmission.

Keywords: Aedes sp., dengue virus, vector control, viral replication, Brazil.
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Andlise da competéncia vetorial... Guedes, D. R. D.

18
1 INTRODUCAO

A familia Culicidae contém espécies reconhecidas mundialmente como os principais
vetores de doencas tais como maléria, filariose linfatica e dengue. Os mosquitos Aedes
aegypti e Aedes albopictus sdo considerados os principais vetores da dengue, doenca que
afeta mais de 100 paises e atinge, a cada ano, mais de 50 milhdes de pessoas (GUBLER,
2006). Para que uma espécie seja incriminada como vetor de um agente etioldgico, ela deve
ser capaz de se infectar com um determinado patdgeno via oral, resistir a replicacdo deste no
seu interior e transmiti-lo a um hospedeiro susceptivel. Para que um mosquito seja capaz de
transmitir os quatro sorotipos do virus dengue (DENV), ele deve primeiro, permitir a
infeccdo do virus em células epiteliais do intestino, a replicacdo e a disseminacdo deste para a
hemocele e, finalmente infectar as glandulas salivares (BEERNTSEN et al.,, 2000;
SALAZAR et al., 2007). Esta habilidade intrinseca é denominada competéncia vetorial. O
periodo que compreende desde a infeccdo oral até a disseminacdo do virus nas glandulas
salivares é conhecido como periodo de incubacdo extrinseco (PIE). Este periodo depende
tanto de fatores ambientais como temperatura e umidade, bem como de fatores intrinsecos
como competéncia vetorial e dose infectante (BLACK et al., 2002; HALSTEAD, 2007).
Além disso, a competéncia vetorial para arbovirus é associada a algumas barreiras
anatdmicas dos mosquitos que dificultam a infeccdo no vetor. Estas incluem: a barreira de
infeccdo do intestino (Midgut Infection Barrier - MIB), a barreira de escape do intestino
(Midgut Escape Barrier - MEB) e a barreira das glandulas salivares (HIGGS; BEATY, 2005).
Sabe-se que pelo menos dois genes estdo envolvidos na competéncia vetorial de Ae. aegypti
ao DENV, um controlando a MIB e o outro a MEB (BEERNTSEN et al., 2000). O
conhecimento dos genes que controlam a competéncia vetorial, associado aos fatores que
interferem na capacidade vetorial das populacdes de insetos poderéa levar ao desenvolvimento
de novas tecnologias para o controle das doengas transmitidas por vetores.

A maioria dos estudos sobre competéncia vetorial para o DENV era tipicamente
qualitativo, detectando a presenga ou ndo do virus em algumas partes dos mosquitos como
cabeca, intestino e glandulas salivares através de ensaios de imunofluorescéncia indireta
(BENNETT et al., 2002; LOURENCO DE OLIVEIRA et al., 2004; VAZEILLE et al., 2003).
No entanto, os avangos da biologia molecular tém favorecido o desenvolvimento de novas
abordagens que podem ser empregadas na avaliacdo quantitativa de alguns aspectos da
competéncia vetoria. A PCR em tempo real ou PCR quantitativa (gPCR) tem sido
amplamente usada em estudos sobre a interagdo virus-vetor. Por ser uma técnica quantitativa

bastante sensivel, vem sendo empregada especialmente em estudos sobre competéncia
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vetorial de mosquitos a diversos patdgenos de importancia médica (ARMSTRONG; RICO-
HESSE, 2003; BAE et al., 2003; KEMPF et al., 2006; RICHARDSON et al., 2006;
SALAZAR et al., 2007; VANLANDINGHAM et al., 2004).

Os estudos sobre competéncia vetorial relacionados a cinética da replicacdo e tropismo
do DENV nas populacdes de Aedes sp. sdo importantes, pois podem contribuir para uma
melhor compreensdo do potencial de transmissdo e da interagdo virus-vetor, fatores que
condicionam a epidemiologia da dengue em uma determinada localidade. Apesar disso, ndo
existem estudos que demonstrem com precisdo, durante o PIE, a quantidade de virus
circulante em mosquitos provenientes de populag¢des naturais infectados com DENV isolados
da mesma localidade. Sendo assim, o presente estudo visou monitorar 0s sorotipos de DENV
circulantes na populacdo vetora, além de avaliar a competéncia vetorial para trés sorotipos de
DENV em amostras de Ae. aegypti e Ae. albopictus, infectados artificialmente por via oral,
coletadas em é&reas endémicas da Regido Metropolitana do Recife e do municipio de
Petrolina.
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2 JUSTIFICATIVA

A dengue é uma doenca que continua acometendo milhares de pessoas em todo o
mundo, apesar de todos os esforcos feitos para combaté-la. Atualmente, as pesquisas
desenvolvidas para o controle dos vetores responsaveis pela transmissdo de DENV visam,
entre outras alternativas, o desenvolvimento de insetos transgénicos, refratarios ao
desenvolvimento e/ou transmissdo do virus. Este tipo de abordagem requer amplo
conhecimento do processo de interacdo do virus com o seu vetor, bem como uma maior
compreensdo sobre a natureza das variages nos niveis de competéncia vetorial exibidas pelas
diferentes populactes. Os dados gerados a partir deste trabalho produziram informacdes
valiosas que podem subsidiar o desenvolvimento de novas estratégias de controle e
compreender melhor a epidemiologia da doenca.

No estado de Pernambuco, com a introducdo do DENV-4 em 2010, 0s quatro sorotipos
do virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) circulam concomitantemente, podendo
contribuir para a incidéncia de casos graves da doenca. Outro fator relevante é que, além da
presenca de Ae. aegypti, pode-se encontrar nos bairros da Regido Metropolitana do Recife, a
espécie Ae. albopictus, que embora ndo seja incriminada como vetor de dengue no Brasil, a
presenca desta espécie ndo deve ser negligenciada.

Considerando a atual situacdo endémica do DENV no pais e baseado nos dados
descritos acima, é de grande interesse analisar a competéncia vetorial das diferentes
populagdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus a trés dos quatro sorotipos que circulam na Regido
Metropolitana do Recife e Petrolina.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Existem variacOes entre populacdes das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus quanto a

suscetibilidade a infeccao por diferentes sorotipos do virus Dengue?
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Conhecer e comparar a competéncia vetorial de populacdes de Ae. aegypti e de Ae.
albopictus, estabelecidas em diferentes areas da Regido Metropolitana do Recife e do
municipio de Petrolina, a trés sorotipos do virus Dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-3).

4.2 Especificos

a) Estimar a suscetibilidade a infeccdo por via oral a trés sorotipos do DENV em populacdes
de Ae. aegypti e Ae. albopictus provenientes da Regido Metropolitana do Recife e
Petrolina;

b) Conhecer o efeito de diferentes cargas virais inoculadas via alimentacéo artificial sobre a

eficiéncia da infeccao;

c) ldentificar a presenca e quantificar o nimero de particulas virais de trés sorotipos de
DENV em diferentes 6rgdos e intervalos de tempo, durante o periodo de incubacédo

extrinseco, nas populacdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus;

d) Estimar a taxa de infec¢do natural em populacbes de Ae. aegypti e Ae. albopictus do

Recife.
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5 MARCO TEORICO CONCEITUAL

5.1 Dengue como problema de Saude Publica

A dengue afeta mais de 100 paises nas regifes tropicais e subtropicais do mundo
incluindo paises da Africa, Sudeste Asiatico, Pacifico e Américas (DEROUICH et al., 2003),
sendo, portanto considerada uma das mais importantes arboviroses na atualidade. O virus
dengue (DENV) é um virus de RNA com polaridade positiva, pertencente ao género
Flavivirus, Familia Flaviviridae, constituido por quatro sorotipos antigenicamente distintos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) e dentro de cada sorotipo existem diferentes
linhagens ou gendtipos (HENCHAL; PUTNAK, 1990). A infeccdo com um sorotipo confere
imunidade apenas aquele sorotipo com o qual o individuo foi infectado (GUBLER, 1998). A
doenca pode variar desde a forma assintomatica até as formas mais graves, como a febre
hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome de choque da dengue (SCD). A Organizacéao
Mundial de Saude (OMS) relata que, a cada ano, a dengue acomete mais de 50 milhdes de
pessoas e, atualmente, 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas de risco de transmissdo da
doenca (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000). O crescimento urbano
desordenado, o aumento do trafego aéreo que contribui para a dispersdo do mosquito, a falta
de medidas eficientes de controle do vetor e a falta de engajamento da populacdo na luta
contra 0 mosquito sdo alguns fatores que contribuem para a disseminacdo da doenca
(GUBLER, 1998; GUBLER; CLARK, 1995; KOH et al., 2008).

A situacdo da dengue nas Ameéricas € uma das mais preocupantes no cendrio da satde
publica mundial. Nas Américas, o DENV circulou desde o século XIX, periodo em que
coincidiu com a intensificacdo do transporte comercial entre os portos da regido do Caribe e
do sul dos Estados Unidos com outras regides do mundo, até as primeiras décadas do século
XX. ApGs a década de 60, ocorreu a reintroducdo dos sorotipos 2 e 3 associada a ocorréncia
de varios casos de dengue classica (DC). No entanto, o evento epidemiologico mais
importante na histéria da dengue nas Américas foi a epidemia de febre hemorragica da
dengue e a sindrome de choque da dengue (FHD/SCD) em Cuba no ano de 1981, quando
foram notificados mais de 300.000 casos (TEIXEIRA et al., 1999). Atualmente, os quatro
sorotipos do virus circulam em varios paises da América do Sul e Central, e o Brasil foi
responsavel por quase 80% dos casos de dengue nas Américas ocorridos nas Ultimas décadas
do século XX (SCHATZMAYR, 2000). No século XXI, o Brasil se tornou o pais com o
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maior nimero de casos de dengue, mais de trés milhdes de casos entre 0s anos de 2000 a
2005, que representa 61% de todos os casos notificados pela Organizacdo Mundial de Salde.
Nos anos de 2002 e 2004, a incidéncia de dengue no Brasil variou de 446 a 63 casos por
100.000 habitantes, respectivamente (TEIXEIRA; BARRETO, 2009).

No Brasil, o primeiro caso de dengue confirmado em laboratorio ocorreu em 1982 na
regido norte do pais (Boa Vista, no Estado de Roraima), com o isolamento do DENV-1 e
DENV-4. Em 1986, foi identificada a introducdo do DENV-1 inicialmente no Estado do Rio
de Janeiro que resultou em uma rapida disseminacdo do virus pelo pais resultando em
epidemias em diversos estados. Em 1990, com a chegada do sorotipo 2, também no Rio de
Janeiro, a situacdo se agravou devido ao aparecimento dos primeiros casos de dengue
hemorragica associados a infec¢do secundaria ou sequencial. No final do ano 2000, mais uma
vez no Rio de Janeiro, foi confirmada a introducdo do DENV-3, responsavel em 2002 por
epidemias de grande magnitude naquele estado e em outros estados brasileiros. Na epidemia
de 2002, a regido nordeste registrou a maior taxa de incidéncia regional, com 617 casos por
100 mil habitantes, sendo o Estado de Pernambuco, o que apresentou o maior namero
absoluto de casos, 120.316, e a maior taxa de incidéncia, 1.438 por 100 mil habitantes
(CORDEIRO et al., 2008; SOUZA 2007).

No Estado de Pernambuco, o primeiro surto de dengue ocorreu em 1987 com 2.118
casos notificados, no entanto, apds terem sido tomadas medidas destinadas ao controle do
vetor, a situacdo permaneceu controlada até 1995 quando a introducdo do DENV-2 favoreceu
a ocorréncia de uma nova epidemia. Em 2002, a epidemia causada pelo DENV-3 apresentou o
mais alto coeficiente de incidéncia da historia. No ano seguinte, o coeficiente de incidéncia
caiu para 320 casos por 100 mil habitantes, provavelmente pela reducdo dos hospedeiros
suscetiveis a doenca. Nos trés anos seguintes, 2004 a 2006, também houve reducdo no
namero de casos, sendo os coeficientes de incidéncia de 77, 154 e 219/100 mil habitantes,
respectivamente. De 1995 a 2006 foram notificados no estado de Pernambuco
aproximadamente 380.000 casos de dengue (Tabela 1) (CORDEIRO et al., 2008). Embora o
coeficiente de incidéncia tenha caido no periodo de 2004-2006 (Figura 1), um estudo sobre o
monitoramento de DENV nas populacGes de Ae. aegypti do Estado de Pernambuco mostrou
que ocorre a circulagcdo de trés sorotipos do virus (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) na
populacdo vetora, aumentando a chance de ocorréncia de novas epidemias (GUEDES et al.,
2010). Além disso, é importante destacar que a existéncia de DENV-4 em paises da América
do Sul como a Venezuela (URDANETA et al., 2005) e a reintrodugdo deste sorotipo na
regido norte do Brasil em 2010 (TEMPORAO et al., 2011) pode favorecer o aparecimento das

formas mais graves da doenca.
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A co-circulagdo de mais de um sorotipo na populagdo de mosquito, 0 aumento da
populacdo humana suscetivel ao virus e o aumento da densidade populacional dos vetores
responsaveis pela transmiss@o do virus sdo fatores que podem favorecer o risco de ocorrerem
mais epidemias com aumento no numero de casos de dengue hemorragica. Apesar dos
inimeros esforgos para se desenvolver uma vacina que seja capaz de imunizar toda a
populacdo aos quatro sorotipos da dengue, ainda ndo existe uma vacina disponivel
comercialmente. Sendo assim, a prevencdo desta doenca ainda € feita primariamente através

do controle dos vetores responsaveis pela transmissao do virus.

Tabela 1 - Casos notificados de dengue e coeficiente de incidéncia de casos por 100.000 habitantes no Estado
de Pernambuco, entre 1995 a 2006.

Ano NUmero de casos notificados Coeficiente de Incidéncia
(100.000 habitantes)

Total 1° Semestre 2° Semestre

1995 9.982 8.300 1.682 134

1996 22.722 18.884 3.838 307

1997 32.267 28.307 4.320 437

1998 52.633 44.563 8.070 699

1999 35.099 25.597 9.502 463

2000 27.949 24.801 3.148 353

2001 17.112 11.448 5.664 214

2002 116.245 111.825 4.420 1.438

2003 26.083 23.221 2.852 320

2004 6.337 4.686 1.651 77

2005 12.990 8.223 4.767 154

2006 18.595 12.920 5.675 219

Total 378.374 322.775 55.589

Fonte: Cordeiro et al. (2008).
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Figura 1 - Dengue em Pernambuco: coeficiente de incidéncia de casos por 100.000

habitantes, por Mesorregido, no periodo de 1995-2006.
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Fonte: Cordeiro et al. (2008).

5.2  Os Mosquitos Aedes aegypti (Linneaus, 1972) e Aedes albopictus (Skuse, 1894)

A familia Culicidae representa um dos maiores grupos de artropodes de importancia
médica e veterinaria, e é dividida em trés principais subfamilias: Anophelinae,
Toxorhynchitinae e Culicinae. No mundo existem mais de 3.500 espécies e subespécies de
mosquitos que podem ser encontradas em locais onde exista dgua parada, condi¢do necessaria
ao desenvolvimento de seus estdgios imaturos. Podem ser encontradas em todos os
continentes, com exce¢do da Antartida. Os adultos sdo alados e se alimentam de seivas de
flores e frutos como fonte de carboidratos, necessarios para o metabolismo energético dos
adultos. Ainda assim, com excec¢do da subfamilia Toxorhynchitinae, as fémeas necessitam de
alimentacdo sanguinea para maturacdo dos ovos. Este habito de hematofagia confere a
importancia destes mosquitos como vetores de doencas. Dentre os patdgenos transmitidos
pela familia Culicidae destacam-se o Plasmodium, os virus da febre amarela e da dengue

(CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; HIGGS; BEATY, 2005).

Considerado como o principal vetor da dengue, 0 mosquito Ae. aegypti (Figura 2A), foi
introduzido no Brasil no periodo colonial, adaptando-se, portanto, com facilidade em areas
tropicais e subtropicais, principalmente, dentro de zonas isotermais de 20 °C (CONSOLI;
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994). Na decada de 30, 0 mosquito ja ocupava uma area



Analise da competéncia vetorial... Guedes, D. R. D.

27

consideravel do Brasil. Em 1940, foi iniciada uma campanha de controle dos mosquitos em
escala hemisférica para combater a febre amarela. Em 1955, ndo foram notificados casos de
dengue e/ou febre amarela em territorio brasileiro e, por essa razdo, o vetor foi considerado
erradicado nesse mesmo ano. Devido a uma descontinuidade dos programas de controle,
houve uma reinvasdo de Ae. aegypti nos anos 70 (GUBLER, 1998) e, nos dias de hoje, é
encontrado em todos os estados brasileiros, bem como na maioria dos paises tropicais. Esta
espécie apresenta habitos alimentares diurnos e em virtude de sua relacdo estreita com o
homem (antropofilia), 0 mosquito Ae. aegypti € considerado um mosquito urbano podendo ser
encontrado em areas domiciliares, onde é mais comum, e peridomiciliares.

Ae. albopictus (Figura 2B), conhecido como “tigre asiatico”, ¢ um mosquito oriundo
das florestas tropicais do sudeste asiatico considerado mais silvestre do que Ae. aegypti. A
forma adulta tem térax enegrecido, freqlientemente ornamentado com manchas, faixas ou
desenhos de escamas claras, geralmente branco-prateadas. O primeiro relato da presenca deste
mosquito no Brasil ocorreu em 1986 no Rio de Janeiro (FORATTINI, 1986). Desde entdo,
este mosquito se dispersou tdo rapidamente que, atualmente, pode ser encontrado em quase
todo o territorio nacional, com excecdo dos estados do Amapa, Roraima, Acre, Piaui e
Sergipe (BALESTRA et al., 2008; GRATZ, 2004; MARTINS et al., 2006). De habito
alimentar diurno, Ae. albopictus também pode ser encontrado no interior do domicilio como
Ae. aegypti, porém é mais comum no peridomicilio onde se alimenta e faz a oviposicédo
(LIMA-CAMARA et al., 2006).

Em paises de climas temperados, os ovos de Aedes sp. podem sobreviver por varios
meses durante o inverno. Esta capacidade deve-se a um fendmeno denominado diapausa que é
caracterizado pela suspensdo de funcdo e desenvolvimento desses ovos. Nos culicideos, este
fendmeno ocorre quando a larva de primeiro estadio ja esta formada. Esta caracteristica esta
presente nas populacbes de clima temperado e ausente nas populacGes de clima tropical
(BENEDICT et al., 2007; PAUPY et al., 2009). Os ovos com desenvolvimento completo
passam pelo fenémeno chamado quiescéncia e, quando colocados em contato com a agua,
desencadeiam o processo de eclosdo das larvas dando inicio ao ciclo de desenvolvimento
(CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; HAWLEY et al., 1989).

Os ovos podem ser colocados pela fémea dos mosquitos tanto em criadouros naturais
(interndédio de bambus, buracos em arvores, casca de frutas) quanto em criadouros artificiais.
Os criadouros artificiais, por sua vez, podem ser tanto aqueles abandonados pelo homem a
céu aberto quanto os de uso doméstico para armazenamento de dgua. Como exemplos de

criadouros artificiais podemos citar: pneus, latas, caixas d’agua, piscinas, etc (Figura 3).
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Nesses criadouros, as fémeas depositam seus ovos, isoladamente, em um substrato Umido,
proximo & dgua ou em local inundavel (CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).

Figura 2 - Fémeas dos mosquitos do género Aedes.

Fonte: Paupy et al. (2009).
Legenda: A) Aedes aegypti e B) Aedes albopictus

Figura 3 - Exemplos de criadouros natural e artificial dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus.

Fonte: Paupy et al. (2009).

O ciclo de desenvolvimento dos mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus compreende
quatro estagios: ovo, larva (4 estadios: L1, L2, L3 e L4), pupa e inseto adulto (Figura 4). O
tempo de crescimento e o desenvolvimento das larvas variam com a temperatura da agua,
disponibilidade de alimento e densidade populacional no criadouro. Este ciclo geralmente se
completa em um curto espago de tempo, aproximadamente 10 dias, contribuindo para o
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aumento da densidade populacional desta espécie e a disseminagdo de patdgenos
(MARQUARDT, 2004).

Figura 4 — Esquema representativo do ciclo evolutivo de Aedes sp.

Larva

10 — 15 dias

Pupa

Inseto adulto

Fonte: Adaptado pela autora.

5.3 Interacdo arbovirus-mosquitos

Uma grande variedade de patdgenos é mantida na natureza por ciclos de transmissdo
que envolve o hospedeiro humano e um inseto hemat6fago. Geralmente, o patégeno exerce
pouco ou nenhum efeito deletério sobre os insetos, no entanto, a infeccdo no hospedeiro

humano pode resultar em altas taxas de morbidade e mortalidade. Dentre os patdgenos que
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sd@o mantidos neste ciclo hospedeiro-vetor, podem-se destacar os arbovirus (Arthropod-borne
viruses — virus transmitidos por artrépodes), como Dengue, Febre amarela, Chinkungunya,
Encefalites equinas, dentre outros (HIGGS; BEATY, 2005). Os arbovirus sdo mantidos
naturalmente por hospedeiros intermediarios (artropode hematdfago) que o transmite para um
hospedeiro vertebrado.

Os artropodes podem ser infectados por diferentes mecanismos, como a ingestdo de
sangue contaminado do hospedeiro vertebrado (transmissao horizontal), transmisséo vertical
ou transovariana e transmissdo venérea. A hematofagia ou o habito de se alimentar de sangue
é uma condicdo necessaria de alguns artropodes para a maturacdo dos ovos. Em relacdo as
fontes de alimentacdo sanglinea, alguns mosquitos se alimentam preferencialmente em
mamiferos, como os do género Aedes e Anopheles, outros buscam como fonte de alimentacéo
sanglinea os mamiferos e aves, como as espécies do género Culex. No momento do repasto
sanguineo, se 0 hospedeiro vertebrado estiver infectado com um patdgeno, ele podera
transmitir este patdgeno para o inseto, dando inicio ao ciclo da transmissdo bioldgica (KUNO;
CHANG, 2005). Outro mecanismo de transmissdo do patégeno para 0S mosquitos é a
transmissdo vertical ou transovariana (inseto — progénie). Neste mecanismo, as fémeas de
mosquitos infectadas transmitem, no caso das arboviroses, os virus para a progénie. Embora
este fendmeno ainda ndo esteja totalmente elucidado, varios autores demonstram a existéncia
deste mecanismo de transmissao na natureza (CECILIO et al., 2009; GARCIA-REJON et al.,
2008; GUEDES et al.,, 2010; GUNTHER et al., 2007; PESSANHA et al., 2011;
THENMOZHI et al., 2007).

Outro mecanismo de transmissdo do patdégeno para o inseto, porém menos comum, € a
transmissdo venérea. Na transmissdo venérea, os mosquitos sdo infectados durante a copula.
Neste caso, um macho infectado via transmissdo transovariana podera ser capaz de transmitir
0 virus para uma fémea sadia. Uma vez infectadas, as fémeas poderdo transmitir o patégeno
para um hospedeiro vertebrado sadio dando inicio assim ao ciclo de transmissdo da doenca
(HIGGS; BEATY, 2005).

A compreensdo da transmissdo de uma doenca ndo é baseada somente na interagdo
entre o vetor, 0 hospedeiro vertebrado e o patdgeno. Existem outros componentes, além desta
interacdo, que podem afetar a transmisséo das doencas transmitidas por vetores. Considerando
os fatores relacionados ao vetor, parametros como abundancia, taxa de sobrevivéncia, grau de
domiciliacdo e comportamento alimentar, determinantes da freqiiéncia do contato do vetor
com o0 hospedeiro, sdo importantes para a avaliagéo do risco de transmisséo da doenca, e do

risco de ocorréncia de epidemia. Além disso, o0 estudo de caracteristicas intrinsecas do vetor
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como a competéncia vetorial também é importante para determinar o papel individual de cada

espécie vetora na transmissdo das doengas (MARQUARDT, 2004).

5.4 Competéncia Vetorial

A competéncia vetorial é a habilidade intrinseca de uma espécie para transmitir
biologicamente um agente causador de doencas. No caso da competéncia vetorial de
mosquitos para arbovirus, ela inclui a suscetibilidade a infeccdo, a duracdo do PIE e a
eficiéncia na transmisséo (BLACK et al., 2002; BOSIO et al., 1998; BOSIO et al., 2000).
Sendo assim, a competéncia vetorial para DENV pode ser estimada pela proporcdo de
mosquitos que, tendo ingerido sangue com virus, apresentam ap0s um tempo de incubacao
infeccdo disseminada (presenca de virus ou antigenos virais em qualquer parte do corpo,
exceto intestino). A taxa de disseminacdo corresponde a proporcdo de mosquitos com
infeccdo disseminada pelo total de mosquitos que apresentaram intestinos positivos
(CHRISTOFFERSON; MORES, 2011; RICHARDSON et al., 2006; SALAZAR et al., 2007).

Na transmissdo biolégica, o PIE é o periodo que compreende desde a ingestdo de um
sangue contaminado até a capacidade de transmissdo do patdgeno presente na glandula salivar
para um hospedeiro. Durante este periodo, o virus infecta e se replica nas células do intestino
e pode migrar, através da hemolinfa, para 6rgaos secundarios. Se o virus se disseminar até as
glandulas salivares, infectando-as, este virus pode ser transmitido para o hospedeiro durante o
repasto sanguineo (Figura 5). O periodo de incubacdo pode variar de acordo com a
temperatura do ambiente; quanto maior a temperatura, menor o PIE (BLACK et al., 2002;
HIGGS; BEATY, 2005). Em mosquitos, o PIE pode variar de 8 a 14 dias para infeccdo com
os virus da Familia Flaviviridae (Dengue e Febre Amarela) ou de 4 a 10 dias para infeccdo
com o virus Chikungunya (Familia Togaviridae) (KNIPE; HOWLEY, 2007).

Barreiras préprias do inseto, capazes de impedir que o virus se replique e dissemine
para as glandulas salivares podem afetar consideravelmente a competéncia vetorial. Dentre
essas barreiras se destacam: Barreira de infeccdo do intestino (Midgut Infection Barrier —
MIB), barreira de escape do intestino (Midgut Escape Barrier - MEB) e a barreira de
transmissdo ou barreira de infeccdo das glandulas salivares (Figura 6). Na espécie de inseto
que apresenta MIB, o virus ndo consegue infectar as células do intestino. Se uma espécie de
inseto ndo tem MIB, porém tem a MEB, o virus se replica, infecta as células do intestino,

porém ele ndo consegue sair dessas células e, portanto, ndo se dissemina para a hemolinfa, o
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que permitiria a sua migragdo para 6rgdos secundarios. Existem espécies de insetos que
podem ter a barreira de infeccdo das glandulas salivares. Nessas espécies, 0 virus, por ndo
apresentar tropismo pelas células destes 6rgdos, ndo infectam as glandulas salivares. Uma vez
que as glandulas salivares ndo estdo contaminadas com o virus, 0 mosquito ndo podera
transmiti-lo ao hospedeiro no momento do repasto sangliineo (BLACK et al., 2002; BOSIO et
al., 1998; BOSIO et al., 2000). Essas barreiras de infeccdo para o virus dengue foram
estudadas anteriormente em populacdes de Ae. aegypti coletadas no México, Estados Unidos
e Senegal (BENNETT et al., 2005; SALAZAR et al., 2007; SYLLA et al., 2009).

Figura 5 - Sitios de desenvolvimento do virus dengue dentro do mosquito.

Fonte: Beerntsen et al. (2002).

Legenda: A) Local de ingestdo do sangue contaminado; B) Intestino; C) Matriz
peritréfica; D) Células epiteliais do intestino; E) Hemolinfa; F) Tubulos de Malpighi; G)
Musculatura toracica e H) Glandulas salivares.
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Figura 6 - Diagrama geral das barreiras de infeccdo que um virus pode encontrar ao infectar
um mosquito.
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Fonte: Black IV et al. (2002).

Outros fatores extrinsecos que podem interferir na competéncia vetorial de uma espécie
a um patdgeno sdo: o titulo do virus no sangue e a competicao interespecifica na fase larval do
inseto. Pesko et al. (2009) avaliaram a suscetibilidade dos mosquitos Ae. aegypti e Ae.
albopictus provenientes da Flérida ao virus Chinkungunya utilizando na infeccdo diferentes
titulos virais. Os autores demonstraram que com altas doses do virus (10> e 10%* PFU/mI),
ambas as espécies foram suscetiveis a infec¢do viral. Quando os mosquitos foram infectados
com baixas doses do virus (10*® e 10** PFU/mI), apenas a espécie Ae. albopictus foi
suscetivel a infeccdo com o Chikungunya. Diallo et al. (2008) avaliaram a competéncia
vetorial de populacdes de Ae. aegypti do Senegal para dois isolados de DENV-2, sendo um
deles uma cepa silvestre, e mostraram que a diferenca nas taxas de disseminacao poderia ser
decorrente do titulo viral usado nos diferentes experimentos. A competicdo existente entre as
larvas d mosquito pode influenciar algumas caracteristicas do inseto adulto, podendo, desta
forma afetar a competéncia vetorial. Alto et al. (2008) analisaram o efeito da competicdo
entre larvas de Ae. aegypti e Ae. albopictus na suscetibilidade a infeccdo pelo DENV-2. A
ocorréncia de competicdo interespecifica aumentou a suscetibilidade de Ae. albopictus a
infeccdo com dengue e aumentou, consequentemente, o potencial de disseminagdo do virus.
Os autores sugeriram que a competicdo parece resultar em uma diminuicdo das barreiras

morfologicas e fisioldgicas dos mosquitos a infecgéo viral.
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Embora muitas espécies de artropodes sejam capazes de transmitir um determinado
patdgeno, somente aquelas capazes de manter todo o ciclo do agente patogénico em seus
tecidos e celulas sdo consideradas os vetores biologicos primarios. Segundo Mitchell (1995),
para que uma espécie seja considerada vetor bioldgico de um determinado arbovirus devem
ser considerados quatro critérios: 1) o isolamento do virus em estudo em espécimes coletados
diretamente na natureza; 2) demonstracdo que o mosquito se infectou ap6s uma alimentagéo
artificial utilizando o sangue de um hospedeiro na fase de viremia ou uma suspensao de virus;
3) demonstracdo de que o virus pode ser transmitido para um hospedeiro através de uma
picada, ou deteccdo comprovada do virus nas glandulas salivares da espécie e 4) evidéncias
em campo confirmando uma associacéo entre a espécie de mosquito estudada e a populagéo
de vertebrados na qual a infeccdo viral esteja ocorrendo.

Existem outros fatores que podem favorecer a transmissao de um virus por um inseto,
além da competéncia vetorial. O vetor deve habitar 0 mesmo ambiente do hospedeiro
vertebrado para permitir um maior contato entre as espécies, favorecendo a transmisséo.
Outro fator importante € a longevidade da espécie vetora. Quanto mais tempo a espécie vetora
sobreviver, maior serd o numero de vezes que ela vai se alimentar de sangue, aumentando
assim o contato vetor-hospedeiro e, conseqlientemente, a capacidade de transmissao. Para ser
capaz de transmitir, € necessario que a longevidade do vetor seja superior ao periodo que 0
virus leva para completar seu ciclo, desde a ingestdo pelo inseto até a invasdo da luz das
glandulas salivares. Uma vez os mosquitos infectados com DENV, eles serdo capazes de
carregar o virus por toda a sua vida. Alguns estudos demonstraram que a competéncia vetorial
pode variar tanto entre espécies diferentes como entre diferentes populacfes da mesma
espécie. PopulacBes de Ae. aegypti, estudadas em diferentes locais variam quanto a
competéncia em transmitir o DENV (BENNETT et al., 2002; DIALLO et al., 2008;
LOURENGCO DE OLIVEIRA et al., 2004; SYLLA et al., 2009).

Embora Ae. albopictus ainda ndo seja incriminado como vetor da dengue no Brasil,
estudos em laboratério demonstram que a espécie € capaz de transmitir pelo menos 26
arboviroses, dentre as mais importantes podemos citar os quatro sorotipos de Dengue, Febre
amarela, Chikungunya, Ross river e o virus do Oeste do Nilo (GRATZ, 2004; PAUPY et al.,
2009). Na natureza, esta espécie tem sido incriminada como principal vetor de dengue nas
epidemias ocorridas no Japdo, Indonésia, Seychelles, Tailandia, Malasia (HAWLEY, 1988),
no Havai (EFFLER et al., 2005), Gabdo (PAUPY et al., 2010) e mais recentemente na Europa
(FIELD et al., 2010; LA RUCHE et al., 2010; WYMANN et al., 2008). Além disso, Ae.
albopictus tem sido responsavel pelo nimero crescente de pessoas acometidas pelo virus
Chikungunya na Europa, Africa e Oceano indico (BONILAURI et al., 2008; PAGES et al.,
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2009; REITER et al., 2006) (Figura 7). Por esta razdo, esta espécie tem sido incluida em
estudos sobre competéncia vetorial para arboviroses de importancia médica e sanitaria
(FERNANDEZ et al., 2003; GIROD et al., 2011; GUEDES, 2006; LOURENCO DE
OLIVEIRA et al.,, 2003; MILLER; BALLINGER, 1988; MOUTAILLER et al., 2009;
PAUPY et al., 2001; PESKO et al., 2009; TALBALAGH]I et al., 2010; VAN DEN HURK et
al., 2009).

Figura 7 — Mapa da distribuicéo de casos de Dengue e Chinkungunya notificados em 2008 e a sobreposicdo
de areas habitadas pela espécie Aedes albopictus.
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Fonte: Field et al. (2010).

A competéncia vetorial de uma espécie a um determinado patégeno pode ser estudada
por vérias técnicas. As técnicas anteriormente utilizadas traziam resultados tipicamente
qualitativos, pois detectavam presenca ou auséncia do antigeno viral em diferentes partes do
mosquito apos um periodo de 14 dias. A competéncia em um grupo experimental era estimada
pela proporcdo de mosquitos testados que desenvolveram infeccdo, caracterizada pela
presenca do antigeno na cabeca do mosquito através da técnica de imunofluorescéncia
(BENNETT et al., 2002; BOSIO et al., 1998; LOURENCO DE OLIVEIRA et al., 2003;
VAZEILLE et al., 2001). Para avaliar quantitativamente a competéncia vetorial, a técnica
mais utilizada era a titulacdo por plagueamento (MORENS et al., 1985). No entanto, alguns
fatores sdo importantes para o sucesso do ensaio, como o fendtipo e 0 nimero de passagens
do virus, além do tipo e quantidade de célula usada no ensaio, pois nem todos os fendtipos de
DENV sdo capazes de formar placas, condicdo necesséria para quantificagdo das amostras
nesse ensaio. Além disso, o tempo que demanda para a realizacdo total do ensaio é de sete
dias, sendo inviavel quando ha a necessidade de quantificar um elevado niumero de amostras.

Os répidos avangos na biologia molecular tém facilitado o desenvolvimento de novas
técnicas para avaliar aspectos da competéncia vetorial nas espécies de mosquitos. A técnica

de RT-PCR em tempo real ou RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) tem proporcionado a
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sensibilidade, rapidez e o poder estatistico necessarios aos experimentos. As principais
vantagens deste sistema sdo: a) reducdo do tempo necessario a realizacdo do teste, b) baixo
risco de contaminacdo com o produto amplificado e c¢) quantificacdo da carga viral por
comparag¢do com uma curva padrdo. A quantificacdo da carga viral pode ser realizada por
duas estratégias: o uso de SYBR Green, substancia fluorescente que se liga & molécula de
DNA, ou das sondas marcadas, como o TagMan. Embora as estratégias que utilizam sondas
marcadas sejam mais sensiveis e especificas que o0 SYBR Green, elas sdo mais caras. Mesmo
assim, a técnica utilizando o SYBR Green para estudos com arbovirus tem trazido resultados
satisfatorios (CHIEN et al., 2006; LAI et al., 2007; SALAZAR et al., 2007; SHU et al.,
2003). Embora existam muitos estudos que avaliam a competéncia vetorial utilizando a gRT-
PCR, os autores reforcam a importancia do estudo da cinética da replicacdo e tropismo do
virus em mosquitos, podendo proporcionar um melhor conhecimento do potencial de
transmissao e da interagdo virus-vetor que condiciona a epidemiologia de dengue local e o seu

potencial endémico.
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6 METODOLOGIA

6.1 Coleta dos mosquitos

No presente estudo foram utilizadas trés populacdes de Ae. aegypti: duas de campo
(Recife - 08°03°14”’S 34°52°51°°0 e Petrolina - 09°23°55”’S 40°30°03°°0) e uma col6nia
mantida em laboratorio (RecLab). Em relacdo a espécie Ae. albopictus, foram usadas duas
populacdes: uma de laboratorio e uma populacdo de campo proveniente da Regido
Metropolitana do Recife. As amostras de Ae. aegypti e Ae. albopictus foram coletadas sob a
forma de ovos através de armadilhas de oviposicdo (ovitrampas), adaptadas do modelo
original de Fay e Perry (1965) e descritas em Regis et al. (2008). Os ovos coletados em
campo foram levados ao insetario do Departamento de Entomologia do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes (CPgAM) para fundar as populagdes, que foram mantidas sob condigdes
padrdo de laboratério (temperatura, 26°C + 1°C; umidade relativa do ar de 60 a 80% e
fotoperiodo 12:12 h C/E) para obtencdo dos adultos que foram utilizados nos experimentos.
As infeccdes das populacGes de campo foram realizadas com mosquitos das geracdes F1 e
F2. Com relagdo as coldnias de laboratdrio, a RecLab (Ae. aegypti) usada nos experimentos
tem sido mantida no insetario had mais de 15 anos e se originou de amostras coletadas em
Recife enguanto que a colénia de Ae. albopictus tem sido mantida ha oito anos e é
proveniente do municipio de Moreno (08°07°07°S 35°05°32°°0) em Pernambuco. AS
infeccOes das populacGes de mosquitos com DENV foram realizadas por espécie (Ae. aegypti
ou Ae. albopictus) em momentos distintos. Em cada uma dessas infeccdes, as larvas
provenientes das col6nias de laboratério e das populagdes de campo foram criadas a0 mesmo
tempo, sob condi¢des idénticas, como mesma quantidade de larvas e disponibilidade de
alimento por recipiente de criacdo, além de rotacdo periddica desses recipientes na sala de

criagédo a fim de minimizar as diferencas na exposi¢éo de luz e temperatura.

6.2  Preparacdo dos estoques de virus em células C6/36

As amostras dos diferentes sorotipos de DENV (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) usados
para a preparacgdo dos estoques no presente estudo foram disponibilizadas pelo Laboratdrio de
Virologia e Terapia Experimental (LAVITE) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes e
pertencem a colecéo de virus daquele laboratorio. As cepas de DENV-1 (EU259529), DENV-
2 (EU259569) e DENV-3 (EU259607) foram isoladas de pacientes durante as epidemias de
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dengue ocorridas no Estado nos anos de 1997, 1995 e 2002, respectivamente. Para preparacdo
dos estoques de DENV, os virus foram expandidos em garrafas de cultura contendo células
C6/36 (75 cm?), conforme descricdo a sequir. Garrafas de cultura de células contendo 3x10°
células/ml em meio L-15 de crescimento (meio Leibovitz suplementado com 5% de soro fetal
bovino) foram preparadas para cada sorotipo viral. Apds 48 horas, 0 meio de crescimento foi
retirado e 1 ml da suspensdo viral (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) foi inoculado na
respectiva garrafa de cultura. Ap6s 1 hora para adsor¢do do virus, foram adicionados as
garrafas 30 ml de meio L-15 de manutencdo (meio Leibovitz suplementado com 2% de soro
fetal bovino). As garrafas de cultura foram colocadas na estufa a 28 °C e foram observadas,
diariamente, por 7 dias ou até a formacdo do efeito citopético, resultante da infeccdo de
DENV na célula C6/36. Ap0s o aparecimento do efeito citopatico, esperou-se até 2 dias para
retira-las da estufa. As garrafas passaram por processos de congelamento em freezer a -80 °C
e descongelamento em banho-maria a 37 °C por trés vezes, com o objetivo de lisar as células
e liberar as particulas virais. A suspensdo foi transferida para um tubo de 50 ml que,
posteriormente, foi centrifugado a 2000-2500 rpm por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
transferido para um novo tudo de 50 ml. A este sobrenadante, foi adicionado 20% do volume
recuperado de soro fetal bovino e o volume total foi distribuido em criotubos em aliquotas de
0,5-1 ml e armazenados em freezer -80 °C até a sua utilizacdo. Este procedimento foi
realizado para os trés sorotipos usados no presente trabalho.

Para determinar o titulo do estoque de cada sorotipo utilizado na infeccdo oral, em
unidade formadora de foco por mililitros (FFU/mI), foi realizada a técnica de titulacdo por
peroxidase em C6/36 seguindo o protocolo de Das et al. (2007) com modificagfes na
revelacédo do ensaio conforme descri¢do na secao 6.4.

6.3  Propagacéo de virus Dengue em células C6/36

Os virus usados na alimentacdo sanguinea dos mosquitos foram inicialmente
propagados em células C6/36. Para cada sorotipo foi preparada uma garrafa de cultura (25
cm?) com aproximadamente 6x10° células adicionadas a 10 ml de meio Leibovitz
suplementado com 5% de soro fetal bovino (meio L-15 de crescimento). Apés 2 horas para a
formagdo da monocamada, o meio L-15 de crescimento foi desprezado e 250 ul de cada
estoque viral foram colocados na garrafa de cultura. As garrafas foram colocadas na estufa a

28 °C por 1 hora para a adsorcdo do virus nas células e, apés o tempo decorrido, 10 ml de
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meio L-15 de manutencdo foram adicionados em cada garrafa de cultura. Apos este
procedimento, as garrafas foram colocadas novamente na estufa a 28 °C sendo observadas
diariamente em microscépio invertido para acompanhamento da formacdo do efeito
citopatico. Quando 80-90% das células contidas nas garrafas de cultura apresentaram efeito
citopatico, as garrafas passaram por processos de congelamento em freezer -80 °C e
descongelamento em banho-maria a 37 °C por trés vezes e entdo misturadas ao sangue de

carneiro desfibrinado na proporcao de 1:1.

6.4 Titulacéo por peroxidase

A titulacdo por peroxidase tem como objetivo determinar o titulo dos estoques e dos
virus usados na alimentacdo artificial e, além disso, avaliar o efeito da infeccdo de diferentes
cargas virais utilizadas na alimentacgdo artificial sanguinea através da determinacéo do titulo
do virus das glandulas salivares positivas. Este procedimento foi realizado seguindo o
protocolo de Das et al. (2007) com modifica¢bes conforme descricdo a seguir. Em placas de
24 pocos, foi semeado 3 x 10° células C6/36 com o meio L-15 de crescimento em cada poco
48 horas antes da realizacdo do ensaio. Ap6s 48 horas foi preparada uma diluicdo seriada
(1:10%, 1:10% 1:10% 1:10% 1:10° 1:10° 1:10" e 1:10®) para cada amostra a ser titulada. Os
meios foram retirados das placas e, logo apés esta etapa, foram inoculados 200 ul de cada
diluicdo no poco correspondente. As placas ficaram em um homogeneizador orbital
(bailarina) por 15 minutos, seguido de uma incubacdo de 45 minutos em estufa a 28 °C para
adsorcdo do virus. Ap6s a incubacgdo, os pocos foram aspirados com pipeta Pasteur e, entdo,
foi adicionado em cada poco 1 ml de meio semi-sélido (Carboximetilcelulose 2%, meio
Leibovitz 2X concentrado, antibidticos 1% e antifungicos 1%). As placas foram levadas a
estufa a 28 °C e mantidas por 5 dias. Em seguida, o meio semi-sélido foi retirado com
cuidado para ndo remover a camada de células, os pocos foram lavados com PBS 1X (0,1M;
pH 7,4) e foi adicionado em cada pogo 1 ml de acetona 30% por 13 minutos para fixacdo das
células. A acetona foi, entdo, retirada por inversdo e as placas foram colocadas para secar em
estufa a 37 °C por 24 horas. Apés 24 horas, as placas foram incubadas com o anticorpo
priméario monoclonal (liquido ascitico murino anti-dengue 1, 2 ou 3, gentilmente cedido por
Biomanguinhos) a 37 °C por 1 hora e, em seguida, lavadas trés vezes com PBS 1X (0,1M; pH
7,4). Apds as lavagens, as placas foram incubadas com o anticorpo secundario HRP-rec-

Protein G (Invitrogen — cat. N° 10-1223) a 37 °C por 1 hora e, em seguida, lavadas
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novamente trés vezes com PBS 1X (0,1M; pH 7,4). ApGs as lavagens, foi adicionado a cada
poco o substrato AEC (Sigma — cat. N° A6926) para revelacdo dos focos, e os ensaios foram
feitos em duplicata e o titulo foi obtido através da quantificacdo das unidades formadoras de

focos por ml (FFU/mI) usando a formula:

Titulo (FFU/ml) = média de focos da ultima diluigdo x Gltima diluicdo (10") x fator de diluicdo

onde n é o numero da Ultima diluicdo correspondente a visualizagdo dos focos.

6.5 Infeccdo oral dos mosquitos com DENV

Todo o procedimento de infecgcdo artificial oral dos mosquitos foi realizado no
infectorio do Departamento de Entomologia do Instituto Aggeu Magalhées, onde as etapas de
infeccdo e manutencdo dos mosquitos infectados foram realizadas dentro das normas
internacionais de biosseguranca e bioprotegcdo. O procedimento de infecgdo oral com DENV
seguiu o protocolo descrito por Salazar et al. (2007) com algumas modifica¢fes, conforme
descricdo a seguir. A alimentacdo sanguinea artificial com sangue de carneiro desfibrinado
foi conduzida utilizando fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus nuliparas com 7-10 dias de
emergéncia. Um total de 200-250 fémeas de mosquitos, cuja alimentacdo com sacarose e
agua foi retirada 24 horas antes da infeccdo oral, foram alimentadas durante 45-60 minutos
com uma mistura de suspensao de virus previamente expandida em células C6/36 e sangue na
proporcdo de 1:1. Esta mistura foi mantida a 37 °C em um alimentador artificial durante a
alimentacdo oral (Figura 8). Apds a alimentacdo, os mosquitos foram anestesiados em gelo e
mantidos em placa fria para separacdo das fémeas ingurgitadas. As fémeas que ndo se
alimentaram adequadamente foram descartadas do estudo. O grupo controle, que consiste em
mosquitos alimentados com sangue limpo, livre de particulas virais, também foi incluido em

cada ensaio.
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Figura 8 - Esquema da alimentacdo artificial via oral com virus Dengue em populagdes de mosquitos.

Fonte: o autor.

Neste trabalho, foram feitas infeccGes experimentais, com as duas espécies, com 0
objetivo de testar parametros como tempo de alimentacdo dos mosquitos e relacao entre o dia
de coleta das células infectadas para a mistura com o sangue e as taxas de infeccdo e
disseminacdo do DENV nos tecidos analisados. Em cada uma dessas sessdes de infecgéo,
cada populacdo de mosquito da mesma espécie (laboratorio e campo) foi alimentada com os
trés sorotipos simultaneamente, porém em gaiolas separadas por sorotipo. Além disso, as
infeccBes com Ae. aegypti foram realizadas em momento diferente das infecgdes com Ae.

albopictus.

6.6 Disseccdo dos mosquitos e extracdo de RNA total

Para cada populacdo, foram coletados de cinco a dez mosquitos em diferentes
momentos ao longo de 21 dias apds infec¢do (dpi) com DENV (3°, 7°, 11°, 15° e 21° dpi). Os
mosquitos coletados foram dissecados em solugdo salina com auxilio de lupa. Intestinos e
glandulas salivares foram colocados separadamente em microtubos de 1,5 ml contendo 300
pl de um diluente para mosquitos contendo PBS 1X (0,1M; pH 7,4), soro fetal bovino 10 %,
antibiético 1% e antifangico 1% (LAMBRECHTS et al., 2009). Todas as amostras foram
estocadas a -80 °C até a sua utilizacao.

Os RNAs utilizados neste ensaio foram extraidos usando o protocolo de extracdo de
RNA por Trizol seguindo o protocolo do fabricante com modifica¢Ges. Os tecidos (intestinos
e glandulas salivares) foram homogeneizados com micropistilo e, apds a homogeneizagdo do
material, 100 pl desta mistura foi transferida para um novo microtubo de 1,5 ml contendo
200 pl de Trizol (Invitrogen cat. N° 15596-026). Apos homogeneizacdo deste material e

incubacdo em temperatura ambiente por 5 minutos, foi adicionado ao microtubo 100 ul de
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cloroférmio. A mistura foi novamente homogeneizada e incubada em temperatura ambiente
por 3 minutos. Apds incubacao, os microtubos foram centrifugados em centrifuga refrigerada
a 12000 rpm por 15 minutos. A parte aquosa foi transferida para um novo microtubo onde
foram adicionados 250 pl de isopropanol. Ao término da homogeneizacéao e incubagdo por 10
minutos, o microtubo foi novamente centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado com cuidado para ndo descartar o pellet de RNA. O pellet foi
lavado com 300 pl de etanol 75% e, apds centrifugacdo de 5 minutos a 10500 rpm, o etanol
foi descartado e o microtubo foi levado a estufa a 37°C por 20 minutos para secagem do
material. O RNA entdo foi ressuspendido em 30 ul de dgua livre de DNAses e RNAses. Apos
a extracdo, os RNAs foram tratados com DNAse (Turbo DNase-Ambion, cat No AM2239),
seguindo as recomendacOes do fabricante, com a finalidade de evitar contaminagdo com
DNA genémico. Apds o tratamento com DNAse, os RNAs foram estocados no freezer -80 °C

até a sua utilizacao.

6.7 Reacdes de RT-PCR convencional com primers NS5

Os RNAs extraidos dos estoques de DENV-1, DENV-2 e DENV-3, previamente
testados pela técnica de RT-PCR convencional com os primers descritos por Lanciotti et al.
(1992), foram usados na técnica de RT-PCR convencional com os primers de NS5 descritos
por Kong et al. (2006) com o objetivo de testar a funcionalidade desses primers na qRT-PCR.
A primeira etapa realizada foi sintese do cDNA, a partir do RNA total extraido, usando a
enzima AMV transcriptase reversa conforme descricdo do protocolo do fabricante (Cloned
AMV Reverse Transcriptase, Cat. No. 12328-019, Invitrogen). Apds a sintese do cDNA, a
reacdo de amplificacdo do gene NS5 foi realizada em um volume final de 25 ul, usando a
seguinte mistura: 12,5 ul de PCR Master mix (Promega Cat. No. M7505), 10 uM de cada
primer (Forward e Reverse), 2 ul do cDNA e H20 para completar 25 ul da reagdo. Essa
reagdo foi amplificada em um termociclador (BIOMETRA-Thermo Trio Block) programado
para 1 ciclo a 95° C por 15 minutos, 40 ciclos a 94° C por 15 segundos, 58° C por 30
segundos, 72° C por 30 segundos e um ciclo final a 72° C por 10 minutos. Os produtos da RT-
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampédo TBE (Tris 0,089
M; &cido borico 0,0089 M e EDTA 0,002M, pH 8,3) e corado com brometo de etideo. Apos a
eletroforese de 40 min a 120 V, os géis foram fotografados em um transiluminador de

ultravioleta.
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6.8 Sintese dos padrdes de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 usados na RT-PCR
quantitativa (QRT-PCR)

A quantificacdo da carga viral nos diferentes tecidos por RT-PCR quantitativa foi
realizada a partir da comparagdo com uma curva padréo usando a quantificacdo absoluta. Esta
curva padrdo foi obtida a partir de dilui¢Oes seriadas do transcrito de RNA previamente
quantificado no NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para se obter estes padrdes com a
quantidade de RNA conhecida € necessaria a realizacdo de uma sintese in vitro do RNA dos
trés sorotipos do virus a partir do produto especifico de RT-PCR. A transcric¢do in vitro foi
realizada usando o kit da Ambion (MEGAscript T7 kit, cat No AM1334), onde 0s primers
usados na transcricdo foram os mesmos da gRT-PCR, com modificacdo do primer forward
no qual foi inserido uma sequiéncia T7 promotora. A transcri¢do in vitro para cada sorotipo
foi realizada em um volume de 20 ul usando a seguinte mistura: 2 ul de cada solucdo de
dinucleotideos (ATP, CTP, GTP e UTP), 2 ul do mix de enzimas, 2 ul do tampédo 10X, 1 pl
do produto da RT-PCR diluido (1:10) e agua livre de DNAse e RNAse para completar o
volume necessario da reacdo. As reacdes foram homogeneizadas gentilmente, centrifugadas
rapidamente e incubadas a 37° C por 7 horas. Apos a incubacéo, foi adicionado em todos 0s
tubos 10 ul de DNAse (Turbo DNase-Ambion, cat No AM2239). Essa mistura foi novamente
homogeneizada, centrifugada e incubada a 37° C por 1 hora. A partir dessa etapa, 0S
transcritos foram purificados com fenol-cloroférmio conforme descricdo a seguir. Foi
adicionado aos tubos contendo os transcritos tratados 320 ul de agua e 350
fenol:cloroférmio:isoamil alcool (Invitrogen). A mistura foi homogeneizada e centrifugada a
12000 rpm por 4 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e a ela foram
adicionados 60 ul de acetato de sodio e 1 ml de etanol 100% gelado. Os tubos foram levados
para o freezer — 80° C, onde permaneceram por 20 minutos. Ap6s essa incubacdo, os tubos
foram centrifugados a 12000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
deixado em temperatura ambiente para secar por 10 minutos e, ent&o, ressuspendido em 50 pl
de 4agua. Apds a transcricdo in vitro, o RNA foi quantificado no Nanodrop e esta
quantificacdo foi convertida em cdpias de RNA usando a formula abaixo descrita por Kong et
al. (2006):

Numero de moléculas do RNA/ul = quantidade do RNA (g/ul) X 6,02 x10%

tamanho do transcrito (pb) x 340
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O transcrito de RNA foi, entdo, diluido serialmente em agua livre de DNAse e RNAse e
estocado em freezer -80 °C até a sua utilizacdo.

6.9 RT-PCR quantitativa com primers NS5 (QRT-PCR)

Antes da realizacdo da técnica de RT-PCR quantitativa, 0 RNA total de cada tecido
coletado em diferentes pontos durante o PIE foi quantificado no NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific). A quantificagdo no NanoDrop foi necessaria para normalizacdo de todas as
amostras usadas no ensaio.

A gRT-PCR foi feita com o kit Quantitect SYBR Green RT-PCR (QIAGEN, cat. N°
204245). Os primers usados nos ensaios de transcri¢do in vitro e gRT-PCR, localizados em
uma regido conservada da proteina ndo estrutural do DENV (NS5), foram sintetizados a partir
das sequéncias descritas por Kong et al. (2006) (Quadro). Todas as reagdes de qRT-PCR
foram realizadas em duplicata no sistema de PCR em tempo real da Applied Biosystems
(ABI 7500) instalado no Nucleo de Plataforma Tecnoldgica (NPT) do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes. Para cada reacao foram usados: SYBR Green Master mix 1X, 0,2 uM de
cada primer (Forward e Reverse), 0,2 ul da enzima RT, 5 ul de cada amostra normalizada
para 50 ng e H,O para completar 25 ul de reacdo. O programa de amplificagcdo consistiu em
ciclos de 50 °C por 30 minutos, 95 °C por 15 minutos, 40 ciclos de 94 °C por 15 segundos, 58
°C por 30 segundos 72 °C por 30 segundos. A reacdo de gRT-PCR foi realizada medindo-se
a intensidade de fluorescéncia do Sybr-Green I, na qual todas as amostras podem ser
comparadas. A fluorescéncia emitida é captada pelo sistema Optico do termociclador e
transmitida para um computador onde o software faz a analise final dos dados. A quantidade
de virus presente nas amostras foi calculada pelos valores de Ct (Cycle threshold) dessas
amostras quando comparados aos valores de Ct da curva padrdo. Os dados de deteccdo e
quantificacdo foram coletados e analisados pelo software ABI (versdo 2.0.4) da Applied
Biosystems. As analise estatisticas, tais como teste t de Student e Analise de Variancia
simples (ANOVA), para comparagdo do nimero de copias do RNA viral detectado ao longo
do PIE de cada populacédo, foram realizadas com o programa GraphPad Prism verséo 4.00.
As diferencas foram consideradas significantes quando P < 0,05.
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Quadro - Lista dos primers NS5, e suas respectivas sequéncias, usados na transcri¢do in vitro e na RT-PCR em
tempo real para quantificacdo da carga viral dos diferentes sorotipos de dengue.

Primers Seqiiéncia 5° - 3’
IVT NS5F TAATACGACTCACTATAGGG-GGAAGGAGAAGGACTGCACA
NS5F GGAAGGAGAAGGACTGCACA
NS5R ATTCTTGTGTCCCATCCTGCT

Nota: A seqliéncia em negrito representa a seqtiéncia promotora T7

Além da quantificacdo do RNA viral em diferentes momentos do periodo de incubacéo
extrinseco, a gRT-PCR também foi usada para estimar as taxas de infeccdo, disseminacéo e a
competéncia vetorial dos diferentes sorotipos de DENV nas populacdes de Aedes sp. no
ultimo momento analisado (21° dpi). A taxa de infeccdo foi calculada pelo nimero de
individuos que apresentaram intestinos positivos dividido pelo total de mosquitos analisados.
A taxa de disseminacdo foi calculada pelo numero de individuos com glandula salivar
positiva dividido pelo total de intestinos positivos. E, finalmente, a competéncia vetorial foi
estimada pelo numero de individuos que apresentaram glandulas salivares positivas dividido

pelo total de mosquitos analisados.

6.10 Deteccdo da taxa de infeccdo natural em amostras de Ae. aegypti e Ae. albopictus

Com o objetivo de detectar a taxa de infeccdo natural pelo DENV das populagdes de Ae.
aegypti e Ae. albopictus em Recife foram coletados, de Janeiro de 2005 a Junho de 2006,
mosquitos adultos e ovos nas residéncias de pacientes com suspeita clinica de dengue. Este
trabalho foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de Virologia e Terapia Experimental
(LAVITE) do CPgAM, o qual forneceu os enderecos dos pacientes. Os mosquitos adultos
encontrados nos ambientes intra e peri-domiciliares foram capturados com a utilizacdo do
aspirador costal modelo CDC (The Modifield CDC backpack aspirator, Modelo 1412) para
posterior deteccdo dos possiveis sorotipos virais circulantes. Também foram instaladas
armadilhas de oviposicao na residéncia do paciente e retiradas apos um periodo de 7 ou 8 dias
apos a instalacdo. Os ovos foram levados ao insetario e mantidos em condigdes ideais, ja
descritas anteriormente, até a forma adulta. Os RNAs foram extraidos utilizando o método da
extracao pela silica de acordo com o protocolo descrito por Boom et al. (1990). A extracéo foi

realizada de acordo com as etapas descritas a seguir.
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Em um microtubo de 1,5 ml foi colocada a seguinte mistura: 860 ul de tampéo de lise
(L6) (24 g de Isotiocianato de Guanidina, 20 ml de Tris-HCI 0.1 M pH 6.4, 4.4 ml de EDTA
0.2 M pH 8.0 e 520 ul de Triton X-100), 40 ul de silica e 100 ul da amostra (indculo
preparado a partir dos pools de mosquitos). A mistura foi homogeneizada rapidamente e, em
seguida, colocada em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Durante o repouso,
esta mistura foi homogeneizada a cada 2 ou 3 minutos. Ap6s 0 repouso, a mistura foi
centrifugada por 10 s em centrifuga refrigerada e o sobrenadante foi descartado, por inversao
do tubo, em uma solugdo de NaOH 10N.

A etapa seguinte consistiu na lavagem do pellet de silica: duas vezes com 1 ml de tampéo
de lavagem (L2) (48 g de Isotiocianato de Guanidina e 40 ml de Tris-HCI 0.1 M pH 6.4), duas
vezes com 1 ml de etanol 70% e uma vez com 1 ml de acetona PA. Apos cada lavagem com o
tampé&o L2, etanol e acetona, a mistura foi homogeneizada rapidamente, centrifugada por 10 s
e 0 sobrenadante descartado na solugdo de NaOH 10N. Apos as etapas de lavagem, o pellet
foi seco a 56°C (termobloco), com as tampas abertas, por 10 min. Foi preparada uma mistura
de 60 pl de agua (Milli-Q estéril) e 1 ul de RNAsin (estoque contendo 1U/ul) (Invitrogen)
para cada amostra e adicionada em cada microtubo de 1.5 ml. A mistura foi homogeneizada e
incubada novamente a 56°C, com as tampas fechadas, por 10 min. Apés a incubacédo, a
mistura foi homogeneizada rapidamente e centrifugada em uma centrifuga refrigerada por 2
min a 14000 rpm. O sobrenadante foi retirado e transferido, usando ponteiras com barreira,
para um novo microtubo de 1.5 ml devidamente registrado. Os RNAs extraidos, antes de
serem utilizados na RT-PCR, foram tratados com a enzima DNAse |, Recombinant
(Invitrogen). Esta etapa consiste em evitar a contaminagdo das amostras com o DNA do
mosquito eliminando, assim, os falsos positivos do diagndstico.

Apbs a extracdo de RNA e tratamento com DNAse, as amostras foram usadas na técnica
de RT-PCR, seguindo o protocolo de Lanciotti et al. (1992). Esta reacdo foi realizada em dois
ciclos distintos. Em um primeiro ciclo da PCR foi usado um par de primers consenso (Tabela
2) para o grupo Flavivirus que amplifica um fragmento de 511 pb. As reagdes de PCR foram
realizadas em um volume final de 50 ul, usando a seguinte mistura: 5 ul de tampéo contendo
Tris-HCI 200 mM pH 8.4 e KCI 200 mM, MgCl, 1.5 mM, 0.20 mM de cada dNTP, 50 mM
de DTT, 25 pmoles de cada primer (Dcon 1 — 5’
TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG e Dcon 2 - 5’
TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC), 1U de RNAsin (Invitrogen), 1.0 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen), 1.0 U de RT-AMV (Invitrogen) e 5 ul do RNA extraido. A

mistura foi amplificada em um termociclador (BIOMETRA-Thermo Trio Block) programado
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para 1 ciclo a 42°C por 1 h; 30 ciclos a 94°C por 35 s, 55°C por 1 min, 72°C por 2 min e um
ciclo final a 72°C por 10 min.

Posteriormente, foi realizado um segundo ciclo com primers especificos para cada
sorotipo  viral (Tts1 - % CGTCTCAGTGATCCGGGGQE, T2 - 5
CGCCACAAGGGCCATGAACAG, TS3 — 5 TAACATCATCATGAGACAGAGC e TS4 —
5" CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA) que amplifica fragmentos de 489 pb, 119 pb, 290 pb
e 392 pb para os sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, respectivamente. As
reacOes de PCR foram realizadas em um volume final de 50 ul, usando a seguinte mistura: 5
ul de tampéo contendo Tris-HCI 200 mM pH 8.4 e KCI 200 mM, MgCl, 1.5 mM, 0.20 mM
de cada dNTP, 25 pmoles do primer Dcon 1, 12.5 pmoles de cada primer especifico (TS1,
TS2, TS3 e TS4), 1.0 U de Tag DNA Polimerase, 5 ul do produto do primeiro ciclo (diluido
dez vezes). A mistura foi amplificada em um termociclador (BIOMETRA-Thermo Trio
Block) programado para 18 ciclos a 94°C por 35 s, 55°C por 1 min, 72°C por 2 min e um ciclo
final a 72°C por 10 min. Os produtos da RT-PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2,0% em tampdo TBE (Tris 0,089 M; acido borico 0,0089 M e EDTA 0,002M, pH
8,3) e corado com brometo de etideo. Apos a eletroforese de 40 min a 120 V, os géis foram
fotografados em um transiluminador de ultravioleta.

Para comparar as taxas de infeccdo viral nas espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus foi
usado o célculo de taxa de infeccdo minima (MIR-Minimum Infection Rate). Este indice é
calculado dividindo-se o nimero de pools infectados por espécie pelo nimero total de

mosquitos testados para cada espécie, multiplicado por 1.000 (CHOW et al., 1998).

6.11 Consideracdes éticas

O presente trabalho ndo envolve procedimentos relacionados as exigéncias de conduta

ética envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica, Resolu¢do CNS 196/96 e

complementares.
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7 RESULTADOS

7.1 Ensaio de funcionalidade dos primers NS5 para RT-PCR convencional e RT-PCR
quantitativa (QRT-PCR)

Os primers desenhados para a regido NS5 do DENV, obtidos a partir do trabalho de
Kong et al. (2006), foram testados quanto a sua capacidade de amplificacdo por RT-PCR
convencional nas amostras de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 usadas no presente estudo,
conforme mostrado na figura abaixo. Nas amostras testadas, observou-se um fragmento de
104 pb, sem variacdo de tamanho nos diferentes sorotipos, indicando que 0s primers
funcionaram apropriadamente (Figura 9).

Figura 9 - Visualizacdo em gel de agarose 1,5% de produtos de RT-PCR de DENV com os primers de
Lanciotti et al. (1992) (pocos 1 a 3) e NS5 de Kong et al. (2006) (pocos 6-8).
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: Poco 1: virus dengue sorotipo 1 (489 pb), poco 2: virus dengue sorotipo 2 (119 pb),
poc¢o 3: virus dengue sorotipo 3 (290 pb), pogo 4: marcador de peso molecular Ladder 1 Kb
Plus (Invitrogen), poco 5: controle negativo, poco 6-8: virus dengue sorotipos 1, 2 e 3,
respectivamente (104 pb).

Os fragmentos amplificados na reacdo de RT-PCR convencional foram usados para
sintese dos padr6es de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 usados no estabelecimento da curva
padrdo para quantificacdo da carga viral em intestinos e glandulas salivares das espécies Ae.
aegypti e Ae. albopictus. Apos a sintese, os padroes foram usados na gRT-PCR para testar a
funcionalidade dos primers, bem como a eficiéncia da curva padrdo. As curvas padrdo
apresentaram uma eficiéncia de aproximadamente 93% (DENV-1), 92% (DENV-2) e 89%
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(DENV-3) indicando que os padrdes poderiam ser usados para quantificagéo da carga viral. A
curva de dissociagdo (Melting Curve) que determina a especificidade da amplificacdo
apresentou temperaturas de dissociacao distintas para cada sorotipo especifico, embora 0s
sorotipos ndo apresentassem diferenca quanto ao tamanho do fragmento na RT-PCR
convencional. As temperaturas de dissociacdo do primer foram: 75,83°C para DENV-1;
78,56°C para DENV-2 e 76,92 °C para DENV-3 (Figura 10).

Figura 10 - Curva de dissociacdo da RT-PCR quantitativa dos virus dengue usando os primers NSb5.
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Fonte: Dados da autora.
Legenda: A) Curva de dissociacdo DENV-1, B) Curva de dissociacdo de DENV-2 e C) Curva de
dissociagdo de DENV-3.

7.2 Infeccdo de células C6/36 pelos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3

O titulo dos estoques de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 usado na propagacao dos virus
em C6/36, determinado pelo ensaio de titulacdo por peroxidase foi, respectivamente, 5x10°
FFU/mI, 1x10° FFU/ml e 6x10° FFU/ml. As células foram infectadas com uma MOI
(multiplicity of infection - multiplicidade de infeccdo) de 0,02 para DENV-1, 0,004 para
DENV-2 e 0,025 para DENV-3 e, posteriormente, adicionadas ao sangue para alimentagdo

artificial quando o efeito citopatico atingiu 80-90% das celulas C6/36. As células infectadas
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com DENV-1 comecaram a apresentar o efeito citopatico a partir do 2° dpi, enquanto que as
células infectadas com DENV-2 e DENV-3 comegaram a apresentar o efeito citopatico a
partir do 3° dpi (Figura 11). As tabelas 3 e 5 mostram os dias, decorridos desde a infec¢do em
C6/36 até a visualizacao do efeito citopatico, em que as células infectadas com DENV foram
misturadas ao sangue para alimentacdo artificial dos mosquitos Ae. albopictus e Ae. aegypti,

respectivamente.

Figura 11 - Perfil do efeito citopatico em células C6/36 infectadas com DENV visualizadas em microscopio
optico.

Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Células ndo infectadas; B) Células infectadas com DENV-1 no 2° dia p6s-infeccédo; C) Células
infectadas com o0 DENV-2 no 3° dia pés-infecgdo. Aumento: 400 X.

Nota: As setas indicam as células que apresentaram efeito citopatico.

7.3 Replicagdo e tropismo de DENV em populagdes de Ae. albopictus

Para avaliar a competéncia vetorial das populacdes de Ae. albopictus aos trés sorotipos
de DENV (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) foram realizados dois experimentos. No primeiro,
foi usada apenas a colbnia de laboratério com o objetivo de padronizar a metodologia de
infeccdo artificial de Ae. albopictus. No segundo, além da colénia de laborat6rio também foi
usada uma populacéo de campo (Recife). Nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dpi, intestinos e glandulas
salivares foram dissecados e testados por gRT-PCR para verificar a presenca do virus nos
tecidos citados. Os parametros usados nas infecgdes artificiais com DENV nas populacdes de
Ae. albopictus, como o dia da coleta das células infectadas usadas nas alimentacdes e o titulo
do sangue no momento da alimentacao estdo resumidos na tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros usados nas infeccdes de Aedes albopictus com DENV1, DENV2 e DENV3.
Dia de coleta das células infectadas Titulo do virus no
usadas na infeccdo artificial * sangue (FFU/mlI)
DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-1 DENV-2 DENV-3
12 infecgéo 4 6 4 8x 10" 3,7x10° 6,2x10°
2% infeccdo 5 5 7 4x10° 75x10° 525x10°

*Quantidade de dias decorridos desde a infeccdo do estoque de virus em C6/36 até a visualizacdo do efeito

citopatico.

Ao final do 21° dpi foram calculadas as taxas de infecgdo e disseminacdo de DENV nas
populacdes de Ae. albopictus, que estdo apresentadas na tabela 3 e descritas a seguir. As
populacdes estudadas foram suscetiveis aos trés sorotipos de DENV. No primeiro
experimento, as taxas de infec¢cdo na coldnia de laboratério para DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 foram de 8%, 52% e 28%, respectivamente. Considerando as taxas de
disseminacéo, os valores encontrados foram de 100% para DENV-1, 46% para o DENV-2 e
0% para 0 DENV-3. A competéncia vetorial da populacdo de laboratorio calculada ao final
do 21° dpi na primeira alimentacdo para DENV-1, DENV-2 e DENV-3 foi de 16%, 24% e
0%, respectivamente. No segundo experimento, as taxas de infeccdo, disseminacdo e
competéncia vetorial foram maiores na col6nia de laboratério do que na populagdo de Recife.
As taxas de infeccdo na col6nia de laboratério foram de 27%, 60% e 14,5%, enquanto que na
populacdo de Recife foram de 16,6%, 23% e 6,25% para DENV-1, DENV-2 e DENV-3,
respectivamente. Considerando as taxas de disseminacgéo, os valores encontrados na coldnia
de laboratério foram de 92%, 79% e 71% para 0s sorotipos 1, 2 e 3, respectivamente,
enguanto que na populacdo de Recife a taxa de disseminacdo para DENV-1 apresentou um
valor de 87,5% e para DENV-2 e DENV-3 esta taxa foi de 100%. A competéncia vetorial, ao
final do 21° dpi no 2° experimento, da coldnia de laboratério para DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 foi de 25%, 48% e 10%, respectivamente, e da populacdo de Recife, 14,5%, 32% e

14,5%, respectivamente.
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Tabela 3. Taxas de infeccdo e disseminacdo de DENV nas populacdes de Ae. albopictus ao final do 21° dia
pos-infecgdo.
Sorotipo Titulo Taxa de infecgédo (%)* Taxa de Disseminacéo (%)**
(FFU/mI) Laboratério Recife Laboratério Recife
DENV-1 8,0 X 104 8 - 100 -
(12 infeccéo)
DENV-2 3,7 X 109 52 - 46 -
(12 infeccéo)
DENV-3 6,2 X 104 28 - 0 -
(12 infeccéo)
DENV-1 40X 105 27 16,6 92 87,5
(22 infeccdo)
DENV-2 7,5 X 109 60 23 79 100
(2% infecgéo)
DENV-3 5,25 X 109 14,5 6,25 71 100

(2% infeccdo)

*Quantidade de intestinos positivos dividida pelo nimero de mosquitos analisados
** Quantidade de glandulas salivares positivas dividida pelo nimero de intestinos positivos

7.3.1 Replicacdo e tropismo de DENV-1 em intestino e glandula salivar de populaces de Ae.

albopictus

Na primeira infeccdo artificial com DENV-1 usando a coldnia de laboratorio de Ae.
albopictus foi identificada a presenca do virus em intestinos coletados em dois momentos, o
11° e 0 21° dpi, ambos com taxa de infeccdo de 20%. Nesta infeccdo, a mistura de sangue e
suspensdo viral (coletada no 4° dia pos-infeccdo em células C6/36) apresentou um titulo de
8x10* FFU/mI (unidade formadora de foco/ml) (Tabela 2). A quantificacdo da carga viral das
amostras positivas por gRT-PCR mostrou que houve variagéo entre 10® e 10% copias de RNA

por intestino analisado (Figura 12).
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Figura 12 - Perfil de infeccdo por DENV1 em amostras de intestinos da col6nia de laboratério de Ae.
albopictus coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pés-infeccdo (dpi). Resultados da 12 infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de intestinos positivos/ndmero de intestinos
analisados) e B) Quantificagdo da carga viral em nimeros de cépias de RNA/intestino (Log
10). Em cada momento foram analisados 5 mosquitos individualmente. N=quantidade de
amostras positivas.

Com relacdo a glandula salivar, nos 7° e 15° dpi foi detectada a presenca do virus em
20% das glandulas analisadas com aumento dessa taxa para 40% no 21° dpi. A quantificacdo
da carga viral das glandulas positivas mostrou que 0 ndmero de coOpias variou
significantemente entre 10° e 10° copias de RNA viral por 6rgdo (ANOVA, P = 0,0321; P <
0,05) (Figura 13).

Figura 13 - Perfil de infeccdo por DENV1 em amostras de glandulas salivares da col6nia de laboratério
de Ae. albopictus coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pés-infeccdo (dpi). Resultados da 12 infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de glandulas positivas/ndmero de glandulas
analisadas) e B) Quantificacdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/glandula (Log 10).
Em cada momento foram analisados 5 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras
positivas.
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Na segunda infeccdo artificial com o DENV-1 onde, além da col6nia de laboratério, foi
incluida no ensaio a populagdo de campo Recife, a presenca do virus no intestino foi
detectada a partir do 7° dpi nas duas populacdes estudadas com uma taxa de infeccdo maior
na colbnia de laboratério (20%) quando comparada a populacdo de campo (10%). Até o 21°
dpi foram identificadas, em todos os momentos, amostras positivas nas duas populacgdes
estudadas. Na colbnia de laboratdrio, a maior taxa de infec¢do dos intestinos ocorreu no 11°
dpi com 50% das amostras positivas para 0 DENV-1, enquanto que na populacdo Recife, a
maior taxa de infeccdo detectada ocorreu no 21° dpi com 30% dos intestinos infectados com
DENV-1 (Figura 14). A coleta da suspensdo viral para adicdo ao sangue de carneiro foi
realizada no 5° dia pos-infec¢do em células C6/36 e, desta maneira, foi possivel aumentar o
titulo do virus usado na infeccdo artificial para 4 x 10° FFU/ml (Tabela 2). A quantificagdo da
carga viral nas amostras positivas por qRT-PCR mostrou uma variacdo entre 10° a 10%°
copias de RNA por 6rgdo (Figura 14). Esta variacdo no numero de copias foi estatisticamente
significante na col6nia de laboratério (ANOVA, P = 0,0003; P < 0,001), assim como na
populacdo Recife (ANOVA, P =0,0343; P < 0,05).
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Figura 14 - Perfil de infeccdo por DENV1 em amostras de intestinos das populaces de Ae. albopictus de
laboratério e campo (Recife) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pés-infeccdo (dpi). Resultados da 22
infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos
analisados) e B) Quantificacdo da carga viral em nimeros de cépias de RNA/intestino (Log 10).
Em cada momento foram analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras
positivas.

Para a glandula salivar, amostras positivas foram detectadas no 3° dpi nas duas
populacdes estudadas, quando a taxa de infeccdo da col6nia de laboratério foi de 20% e a da
populacdo de Recife foi de 40%. Para a populacdo de laboratério foram detectadas glandulas
positivas em todos os intervalos analisados, com maior taxa de infec¢do de 40% detectada no
15° dpi. Na populacdo Recife também foi identificada a presenca de glandulas salivares
positivas em quase todos os pontos analisados exceto no 15° dpi, bem como, a maior taxa de
infeccdo (40%) também foi encontrada no 3° dpi. A quantificacdo da carga viral nessas
amostras mostrou uma variacao estatisticamente significante de 10° a 10° copias de RNA por
orgdo (ANOVA, P = 0,0034; P < 0,05) na coldnia de laboratério (Figura 15).
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Figura 15 - Perfil de infeccdo por DENV1 em amostras de glandulas salivares das populacfes de Ae.
albopictus de laboratorio e campo (Recife) coletadas nos 3°, 7°, 11° 15° e 21° dias pds-infeccdo (dpi).

Resultados da 22 infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de glandulas positivas/nimero de glandulas analisadas) e
B) Quantificagdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/glandula (Log 10). Em cada momento
foram analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

7.3.2 Replicacdo e tropismo de DENV-2 em intestino e glandula salivar de populagtes de Ae.

albopictus

Na primeira infeccdo artificial com DENV-2 usando a colénia de laboratério foram

detectados intestinos positivos em todos os momentos analisados. Nos 3° e 7° dpi, as taxas de

infeccdo foram de 60%, porém caiu para 20% no 11° dpi. No 15° dpi, a taxa de infeccédo

aumentou para 80%, sendo novamente reduzida para 40% no 21° dpi (Figura 16). Nesta

infeccdo, a mistura de sangue e suspensdo viral (coletada no 6° dia pds-infeccdo em células

C6/36) apresentava um titulo de 3,7 x 10°> FFU/ml (Tabela 2). Considerando a quantificag&o

da carga viral das amostras positivas por gRT-PCR, houve uma variacdo estatisticamente
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significante de 10° a 10® cépias de RNA por intestino analisado (ANOVA, P < 0,001) (Figura
16).

Figura 16 - Perfil de infeccdo por DENV2 em amostras de intestinos da col6nia de laboratdrio de Ae.
albopictus coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pds-infeccdo (dpi). Resultados da 12 infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos analisados) e
B) Quantificacdo da carga viral em ndmeros de copias de RNA/intestino (Log 10). Em cada momento
foram analisados 5 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

Com relagdo as glandulas salivares, as amostras positivas para 0 DENV-2 foram
detectadas em dois momentos, nos 7° e 21° dpi apresentando uma taxa de infec¢do de 60%. A
quantificacdo da carga viral das amostras positivas mostrou que a quantidade de copias do
RNA viral por 6rgéo variou significantemente de 10° a 10°® (teste t ndo pareado; p = 0,0057; P
< 0,05) (Figura 17).
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Figura 17 - Perfil de infeccdo por DENV2 em amostras de glandulas salivares da col6nia de laboratério de Ae.
albopictus coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pds-infeccdo (dpi). Resultados da 12 infec¢éo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de glandulas positivas/nimero de glandulas analisadas) e B)
Quantificacdo da carga viral em numeros de copias de RNA/glandula (Log 10). Em cada momento foram
analisados 5 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

Na segunda infeccdo artificial com o DENV-2, o titulo da mistura de sangue e
suspensdo viral (coletada no 5° dia poés-infeccdo em células C6/36) usada na alimentacao
artificial foi de 7,5 x 10° FFU/ml (Tabela 2). Assim como na primeira infeccdo foram
identificados nas duas populacdes intestinos positivos em todos os momentos analisados (do
3° ao 21° dpi). Na coldnia de laboratorio, as taxas de infeccdo apresentaram um padrdo
crescente com 50% dos intestinos positivos no 7° dpi. A maior taxa de infecgdo para a colonia
de laboratério ocorreu no 21° dpi com 90% dos intestinos infectados com DENV-2. Na
populacdo Recife, a maior taxa de infeccdo foi detectada no 7° dpi com 37,5% dos intestinos
positivos, caindo gradativamente nos 11° e 15° dpi e aumentando novamente para 33,3% no
21° dpi. Quanto & quantificacdo da carga viral neste 6rgao, houve uma variacéo de 10" a 10"
copias de RNA viral por 6rgdo positivo analisado (Figura 18). A variacdo no numero de
copias de RNA encontrada ao longo do PIE na col6nia de laboratério mostrou-se
estatisticamente significante (ANOVA, P < 0,001).
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Figura 18 - Perfil de infeccdo por DENV2 em amostras de intestinos das populacdes de Ae. albopictus de
laboratério e campo (Recife) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pds-infeccdo (dpi). Resultados da 22
infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos analisados) e B)
Quantificacdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/intestino (Log 10). Em cada momento foram
analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

Nas glandulas salivares, amostras positivas também foram identificadas nas duas
populacBes em todos os momentos analisados. Na coldnia de laboratério, os 3° e 7° dpi
apresentaram a mesma de taxa de infeccdo com 40% das amostras positivas, caindo no 11°
dpi e aumentando a partir do 15° dia com 50% de amostras infectadas. No 21° dpi, foi
identificada a maior taxa de infeccdo nesta populacdo com 90% das glandulas salivares
positivas para DENV-2. Na populacdo Recife, as amostras positivas foram detectadas a partir
do 3° dpi com uma taxa de infec¢do de 50%. No 7° dpi foi detectada a maior taxa de infeccdo
nessa populacdo, com 62,5% das glandulas salivares infectadas com DENV-2. No entanto, a
partir do 11° dia, a taxa de infeccdo caiu para 25%, depois para 12,5% no 15° dpi e no 21°
dpi, 11,1% das glandulas estavam positivas para DENV-2. A quantificacdo da carga viral nas

amostras positivas mostrou uma variacéo de 10° a 10'° cépias de RNA por érgdo analisado
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(Figura 19). A variacdo no numero de cépias de RNA nas glandulas salivares da col6nia de
laborat6rio ao longo do PIE mostrou-se estatisticamente significante (ANOVA, P < 0,001).

Figura 19 - Perfil de infeccdo por DENV2 em amostras de glandulas salivares das populacdes de Ae.
albopictus de laboratério e campo (Recife) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pés-infeccdo (dpi).
Resultados da 2% infec¢éo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de glandulas positivas/nimero de glandulas analisadas) e
B) Quantificagdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/glandula (Log 10). Em cada momento
foram analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

7.3.3 Replicacéo e tropismo de DENV-3 em intestino e glandula salivar de populaces de Ae.
albopictus

Na primeira infecgéo artificial de Ae. albopictus com DENV-3 a presenca de intestinos
positivos foi detectada no 7° dpi com taxa de infeccdo de 60% caindo para 20% no 11° dpi e
voltando a aumentar para 60% de intestinos positivos no 15° dpi. No 21° dpi, ndo foi

detectada a presencga de amostras positivas para esta populacdo (Figura 20). Nesta infeccéo, a
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mistura de sangue e suspensdo viral (coletada no 4° dia pos-infeccdo em células C6/36)
apresentava um titulo de 6,2 x 10* FFU/mI (Tabela 2). Considerando a quantificagdo da carga
viral das amostras positivas por qRT-PCR, ocorreu uma variacao estatisticamente significante
de 10° a 10° copias de RNA por intestino analisado (ANOVA, P = 0,0091; P < 0,005) (Figura
20).

Nessa infeccdo ndo foi detectada a presenca de particulas virais nas amostras de

glandulas salivares em nenhum dos momentos analisados.

Figura 20 - Perfil de infeccdo por DENV3 em amostras de intestinos da colénia de laboratério de Ae.
albopictus coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pds-infeccdo (dpi). Resultados da 12 infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infecgdo (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos analisados) e
B) Quantificacdo da carga viral em nameros de copias de RNA/intestino (Log 10). Em cada momento
foram analisados 5 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

Na segunda infeccdo artificial com o DENV-3, a coleta da suspensdo viral para mistura
com o sangue de carneiro foi realizada no 7° dia p6s-infeccdo em células C6/36. Além disso,
a guantidade de estoque de DENV-3 inoculado em C6/36 para expansdo do virus aumentou
de 250 ul para 500 ul, consequentemente, aumentando a MOI de 0,002 para 0,04. Dessa
maneira foi possivel aumentar o titulo do virus usado na infeccdo artificial para 5,25 x 10°
FFU/ml (Tabela 2). Na populacdo de laboratério infectada com o DENV-3, intestinos
positivos foram detectados no 7° dpi com 10% das amostras positivas, com um aumento
dessa taxa para 37,5% no 11° dpi e, posteriormente, caindo para 30% no 15° dpi. No 21° dpi,
ndo foi possivel detectar intestinos positivos (Figura 21). Na populacdo Recife, intestinos
positivos foram detectados em dois momentos com uma taxa de infecgéo de 20% no 11° dpi e

10% no 15° dpi. Considerando a quantificacdo da carga viral por gqRT-PCR, esta variou de
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10® a 10" copias de RNA por intestino analisado (Figura 21). Na coldnia de laboratério essa
variacao foi estatisticamente significante (ANOVA, P = 0,0012; P < 0,05).

Figura 21 - Perfil de infeccdo por DENV3 em amostras de intestinos das populacBes de Ae. albopictus de
laboratério e campo (Recife) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pos-infeccdo (dpi). Resultados da 22

infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.
Legenda: A) Percentual de infecgdo (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos analisados) e B)
Quantificacdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/intestino (Log 10). Em cada momento foram
analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

Em relagdo as glandulas salivares, foram identificadas amostras positivas nas duas

populagdes no 3° dpi com uma taxa de infeccdo de 10% nas duas populagdes. Na populacdo

de laboratério ndo foram identificadas amostras positivas no 7° dpi. No entanto, nos 11° e 15°

dpi os intestinos apresentaram uma taxa de infecgcdo de 25% e 20%, respectivamente. No 21°

dpi, ndo foi possivel detectar intestinos positivos na populacao de laboratorio. Considerando a

populacdo de Recife, o Unico momento no qual ndo foi possivel detectar amostras positivas

foi 0 11° dpi. Nos 7°, 11° e 15° dpi, as taxas de infeccdo foram de 20% nos trés momentos
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citados. A quantificacio da carga viral nas amostras positivas variou de 10° a 10° copias de
RNA por glandula analisada (Figura 22). Na populacéo de Recife, as variagdes no nimero de
copias do RNA durante o PIE foi estatisticamente significante (ANOVA, P = 0,0392; P <
0,05).

Figura 22 - Perfil de infeccdo por DENV3 em amostras de glandulas salivares das populacBes de Ae.
albopictus de laboratdrio e campo (Recife) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pés-infeccdo (dpi).
Resultados da 22 infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (nimero de glandulas positivas/ndmero de glandulas analisadas) e
B) Quantificagdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/glandula (Log 10). Em cada momento
foram analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

7.4 Replicacgdo e tropismo de DENV em populacdes de Ae. aegypti

Trés populagBes de Ae. aegypti, sendo uma de laboratorio (RecLab) e duas de campo
(Recife e Petrolina), foram infectadas artificialmente por via oral com DENV-1, DENV-2 e

DENV-3. Para Aedes aegypti, foram realizados trés experimentos em diferentes momentos.
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No primeiro, as trés populacdes foram alimentadas apenas com o DENV-2, com o objetivo de
padronizar as técnicas usadas no presente trabalho. Os mosquitos das popula¢fes de campo
usados nesse experimento estavam na geracdo F2. No segundo, foram usadas duas
populacdes (RecLab e Recife) e no terceiro foi usada apenas a populacdo de Petrolina. Nas
duas ultimas alimentaces, as populacdes foram alimentadas com os trés sorotipos. Nos 3°,
7°, 11°, 15° e 21° dpi, intestinos e glandulas salivares foram dissecados e testados por gRT-
PCR para verificar a presenca de virus nos tecidos citados. O resultado da comparacgéo entre
os titulos dos trés sorotipos usados no segundo e no terceiro experimento com Ae. aegypti
através da andlise do teste t de Student demonstrou que ndo existe diferenca significativa
entre eles (P = 0,5699; P > 0,05). Na tabela 4 estdo resumidos os parametros usados nas
infeccdes artificiais com DENV nas populacdes de Ae. aegypti, como o dia da coleta das

células infectadas usadas nas alimentaces e o titulo do sangue no momento da alimentacao.

Tabela 4 - Pardmetros usados nas infecgBes de Aedes aegypti com DENV1, DENV2 e DENV3.

Dia de coleta das células infectadas Titulo do virus no
usadas na infeccdo artificial * sangue (FFU/ml)
DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-1 DENV-2 DENV-3
12 infeccéo - 6 - - 2,0 x 10° -

2% infecgio** 4 5 5 85x10" 75x10* 525x10°
32 infeccao™* 4 5 5 90x10* 15x10° 3,7 x10°
*Quantidade de dias decorridos desde a infecgdo do estoque de virus em C6/36 até a visualizagdo do efeito
citopético.
** P > 0,05

Ao final do 21° dpi foram calculadas as taxas de infeccdo e disseminacdo de DENV nas
populacdes de Ae. aegypti, que estdo apresentadas na tabela 5 e descritas a seguir.As
populacbes estudadas foram suscetiveis aos trés sorotipos de DENV. No primeiro
experimento com DENV-2, as taxas de infeccdo para as populacOes ReclLab, Recife e
Petrolina foram de 51%, 33% e 59%, respectivamente. As taxas de disseminacao variaram de
33% a 100%, porém a totalidade das glandulas infectadas sé foi observada nas populacGes de
campo (Recife e Petrolina). Nos outros experimentos (2° e 3°), as taxas de infeccdo na
RecLab foram de 2%, 4% e 14% para DENV-1, DENV-2 e DENV-3, respectivamente.
Considerando as populagdes de campo, as taxas de infec¢do de Recife foram de 6,25%, 4% e

24%, enquanto que na populacdo Petrolina, as taxas de infec¢do foram de 8%, 6,25% e 14%,
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para os sorotipos 1, 2 e 3, respectivamente. As taxas de disseminacdo para RecLab foram de
0% (DENV-1), 100% (DENV-2) e 42% (DENV-3). Considerando as popula¢des de campo,
as taxas de disseminacdo da populacdo de Recife foram de 33%, 50% e 83%, enquanto que
para a populacdo de Petrolina, 0%, 33% e 28% para DENV-1, DENV-2 e DENV-3,

respectivamente.

Tabela 5. Taxas de infeccdo e disseminacdo de DENV nas populagBes de Ae. aegypti ao final do 21° dia pés-
infeccéo.

Sorotipo Titulo Taxa de Infeccdo (%)* Taxa de Disseminacdo (%)**
(FFU/mI) RecLab Recife Petrolina RecLab Recife Petrolina
DENV-1 8,5 X 10” 2 6,25 8 0 33 0
(2°e 32 experimentos) 9.0 X 10*
DENV-2 2,0 X 10° 51 33 59 33 100 100
(1° experimento)
DENV-2 7,5 X 10° 4 4 6,25 100 50 33
(2° e 3° experimentos) 1,5 X 10°
DENV-3 5,25 X 10° 14 24 14 42 83 28

(2° e 3° experimentos) 3,7X 108

*Quantidade de intestinos positivos dividida pelo nimero de mosquitos analisados
** Quantidade de glandulas salivares positivas dividida pelo nimero de intestinos positivos

7.4.1 Replicacéo e tropismo de DENV-1 em intestino e glandula salivar de populages de Ae.
aegypti

Nesta infeccdo, a mistura de sangue e suspenséo viral (coletada no 4° dia pds-infeccao
em células C6/36) apresentava um titulo de 8,5 x 10* FFU/mI na infeccdo com RecLab e
Recife e um titulo de 9,0 x 10* FFU/mI na infecgdo com Petrolina (Tabela 4). No 3° dpi,
foram identificados intestinos infectados nas duas populacfes de campo (Recife e Petrolina)
com taxas de infeccdo de 10%, ndo sendo, portanto, identificada a presenca do virus na
col6énia de laboratério (Reclab). No 7° dpi, intestinos positivos foram detectados na
populacdo de Recife com uma taxa de infeccdo de 20%, porém a partir do 11° dpi ndo foram
mais detectados intestinos nessa populacéo até o ultimo momento analisado. Considerando a

populagéo de Petrolina, ndo foram detectados intestinos positivos no 7° dpi, no entanto, no
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11° dpi os intestinos analisados apresentaram uma taxa de infeccdo de 20%, caindo para 10%
no 15° dpi. No 21° dpi, ndo foi detectada a presenca de intestinos infectados nessa populacao.
Com relacdo a populacdo RecLab, intestinos positivos foram detectados em um Unico
momento (11° dpi), com uma taxa de infeccdo de 10%. Considerando o niumero de cdpias de
RNA viral quantificados por RT-PCR quantitativa nos intestinos positivos, houve uma
variagdo de 10’ a 10 copias de RNA por intestino analisado (Figura 23), que foi
estatisticamente significante na populacdo de Petrolina (ANOVA, P = 0,0247; P < 0,05).

Figura 23 - Perfil de infeccdo por DENV1 em amostras de intestinos das populacdes de Ae. aegypti de
laboratério (RecLab) e campo (Recife e Petrolina) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pds-infecgdo
(dpi). Resultados da 2?2 infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infecgdo (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos analisados) e B)
Quantificacdo da carga viral em nameros de cdpias de RNA/intestino (Log 10). Em cada momento foram
analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

Com relagdo as glandulas salivares nas populacfes analisadas, foi detectada a presenca
de RNA viral em uma amostra da populacdo de Recife no 7° dpi com, aproximadamente 7 X
10° copias de RNA (Figura 24).
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Figura 24 - Perfil de infeccdo por DENV1 em amostras de glandulas salivares da populacdo de Ae. aegypti
de campo (Recife) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias p6s-infeccdo (dpi). Resultados da 22 infecgédo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infec¢cdo (nimero de glandulas positivas/nimero de glandulas analisadas) e
B) Quantificacdo da carga viral em nimeros de cépias de RNA/glandula (Log 10). Em cada momento
foram analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

7.4.2 Replicacdo e tropismo de DENV-2 em intestino e glandula salivar de populacdes de Ae.

aegypti

Para este sorotipo, foram realizadas duas infecgdes. Na primeira infec¢do, a mistura de
sangue e suspensao viral (coletada no 6° dia pos-infeccdo em células C6/36) apresentava um
titulo de 2,0 x 10° FFU/mI (Tabela 4). No 3° dpi, intestinos positivos foram detectados nas
populacbes RecLab e Petrolina, ambas com taxa de infecgdo de 10%. A partir do 7° dpi,
foram identificados intestinos positivos nas trés populacbes em todos os momentos
analisados. As populacGes RecLab e Petrolina apresentaram um padrdo de infeccdo
semelhante em todos 0s momentos analisados, com a maior taxa de infeccdo detectada no 21°
dpi (Figura 25). Na populacéo Recife, os intestinos positivos foram detectados a partir do 7°
dpi e a maior taxa de infecgdo foi detectada no 11° dpi. A quantificagdo do nimero de cOpias
de RNA por intestino nas populagdes estudadas variou de 10° a 10'° copias de RNA por

intestino analisado (Figura 26).
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Figura 25 - Percentual de infeccdo (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos analisados) por
DENV2 em amostras de intestinos das populacoes de Ae. aegypti de laboratério (RecLab) e campo (Recife

e Petrolina) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pés-infeccéo (dpi).

RecLab

1001
804

604

Percentual de Infecgao (%)

1001

804

60

204

INTESTINOS

Recife

404
204 ’—‘
0 T T T T T
3 7 11 15 21

T
3

1004

80
60
40

Petrolina

11 15 21

HDUU -

pi

Fonte: Carvalho-Leandro et al. (2012)
Legenda: Em cada momento foram analisados 8-10 mosquitos individualmente. Resultados da 12

infeccdo.

Figura 26 - Quantificacdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/intestino (Log 10) de amostras de
intestinos das populacdes de Ae. aegypti de laboratério (RecLab) e campo (Recife e Petrolina) infectados
com DENV?2 e coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pds-infeccdo (dpi).
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Fonte: Carvalho-Leandro et al. (2012)

Legenda: Em cada momento foram analisados 8-10 mosquitos individualmente. Resultados da 12

infeccéo.

Com relacédo as glandulas salivares, a presenca do DENV-2 foi detectada pela primeira

vez na populagdo de Recife no 7° dpi. A partir do 11° dpi, todas as populages foram

positivas para a presenca do virus na glandula salivar, com variagdes no percentual de
infeccdo. No 15° dpi da populagéo Recife, 100% das glandulas salivares estavam infectadas,

porém no 21° dpi essa taxa de infeccdo caiu para 66,6%. Quanto a populacéo de Petrolina, a

taxa de infeccdo apresentou um padrdo crescente de infeccdo com 100% das glandulas

infectadas no 21° dpi. Na populagdo RecLab, o DENV-2 foi detectado, pela primeira vez, no

11° dpi com uma taxa de infeccdo de 66,6% caindo para 33,3% no 15° dpi, e voltando a

apresentar um aumento na taxa de infecgdo para 66,6% no 21° dpi (Figura 27).
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O nGmero de cépias do RNA viral neste 6rgdo variou de 10° a 10™ copias, como
apresentado na figura (Figura 28).

Figura 27 - Percentual de infeccdo (nimero de glandulas positivas/nimero de glandulas analisadas) por
DENV2 em amostras de glandulas salivares das populacdes de Ae. aegypti de laboratdrio (RecLab) e campo
(Recife e Petrolina) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pés-infeccdo (dpi).
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Fonte: Carvalho-Leandro et al. (2012)
Legenda: Em cada momento foram analisados 3 pools contendo 3 glandulas por pool. Resultados da 12
infeccéo.

Figura 28 - Quantificacdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/intestino (Log 10) de amostras de
intestinos das populacdes de Ae. aegypti de laboratério (RecLab) e campo (Recife e Petrolina) infectados com
DENV?2 e coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pds-infeccdo (dpi).
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Fonte: Carvalho-Leandro et al. (2012)
Legenda: Em cada momento foram analisados 3 pools contendo 3 glandulas por pool. Resultados da 12
infeccdo.

Na segunda infeccdo com o DENV-2, a mistura de sangue e suspensao viral (coletada
no 5° dia pés-infeccdo em células C6/36) apresentava um titulo de 7,5 x 10* FFU/ml na
infeccdo com RecLab e Recife e um titulo de 1,5 x 10° FFU/ml na infeccéo com Petrolina

(Tabela 4). Os primeiros intestinos infectados foram identificados nos 3° e 7° dpi na
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populacdo Petrolina. Ap6s o 7° dpi, ndo foi mais detectado nenhum intestino positivo para
DENV-2 nessa populagdo. Na populagdo RecLab, intestinos infectados foram detectados em
dois momentos (11° e 15° dpi) ambos com taxa de infeccdo de 10%. Com relacdo a populacao
Recife, intestinos positivos foram detectados em um Gnico momento (21° dpi) com uma taxa
de infeccdo de 20%. Considerando o nimero de cdpias de RNA viral quantificados por qRT-
PCR nos intestinos positivos, houve uma variacdo entre 10° e 10" copias de RNA por

intestino analisado (Figura 29).

Figura 29 - Perfil de infeccdo por DENV2 em amostras de intestinos das populacdes de Ae. aegypti de
laboratdrio (RecLab) e campo (Recife e Petrolina) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias p6s-infeccao (dpi).
Resultados da 22 infec¢éo.
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Fonte: Dados do autor.

Legenda: A) Percentual de infecgdo (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos analisados) e B)
Quantificacdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/intestino (Log 10). Em cada momento foram
analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

Com relacdo as glandulas salivares, amostras positivas foram identificadas, pela
primeira vez, no 7° dpi em uma amostra (10%) da populacdo Petrolina. A partir desse
momento ndo foi detectada nenhuma outra amostra positiva nessa populacdo. Na populacéo
RecLab, foram identificadas amostras positivas em trés momentos (11°, 15° e 21° dpi) ndo
havendo variagcdo na taxa de infeccdo que foi de 10%. Na populacdo Recife, foi detectada

amostra positiva para DENV-2 em um unico momento (21° dpi) com taxa de infeccdo de
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10%. Quanto & quantificacdo da carga viral nas amostras positivas, 0 nimero de copias do
RNA viral variou entre 10" a 10*° copias de RNA por glandula analisada. (Figura 30).

Figura 30 - Perfil de infeccdo por DENV2 em amostras de glandulas salivares das populagdes de Ae. aegypti
de laboratério (RecLab) e campo (Recife e Petrolina) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pos-infeccdo
(dpi). Resultados da 2?2 infeccéo.
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Fonte: Dados do autor.

Legenda: A) Percentual de infec¢do (nimero de glandulas positivas/nimero de glandulas analisadas) e B)
Quantificacdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/glandula (Log 10). Em cada momento foram
analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

7.4.3 Replicacdo e tropismo de DENV-3 em intestino e glandula salivar de populacdes de Ae.

aegypti

Nessa infeccdo, a mistura de sangue e suspensdo viral (coletada no 5° dia pds-infeccao
em células C6/36) apresentou um titulo de 5,25 x 10° FFU/mI na infeccdo com ReclLab e
Recife e um titulo de 3,7 x 10° FFU/mI na infeccdo com Petrolina (Tabela 4). No 3° dpi,
intestinos infectados com DENV-3 foram detectados na populacdo de Recife com uma taxa
de infeccdo de 20% ndo sendo detectada nenhuma amostra positiva nas outras populacoes
analisadas. Nos 7°, 11° e 15° dpi, intestinos infectados foram detectados nas trés populactes
com variagdes nas taxas de infec¢do, exceto na populagdo de Petrolina, que apresentou a

mesma taxa de infeccdo de 20% em dois momentos analisados (11° e 15° dpi). No 21° dpi,
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identifica-se ainda a presenca de intestinos positivos nas populagdes de Recife e Petrolina
com taxas de infeccdo de 10% e 20%, respectivamente, ndo sendo detectada, portanto,
nenhuma amostra de intestino positiva na populacdo RecLab. Considerando a quantificacao
da carga viral nos intestinos positivos, houve uma variacio de 10° a 10%° copias de RNA por
6rgdo analisado (Figura 31). A populacdo de Petrolina apresentou uma variacdo
estatisticamente significante no nimero de cépias do RNA durante o PIE (ANOVA, P =
0,0405; P < 0,05).

Figura 31 - Perfil de infeccdo por DENV3 em amostras de intestinos das populacBes de Ae. aegypti de
laboratorio (RecLab) e campo (Recife e Petrolina) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias p6s-infecgdo (dpi).
Resultados da 22 infeccéo.
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Fonte: Dados do autor.

Legenda: A) Percentual de infec¢do (nimero de intestinos positivos/nimero de intestinos analisados) e B)
Quantificacdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/intestino (Log 10). Em cada momento foram
analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras positivas.

Em relacdo as glandulas salivares, amostras positivas foram detectadas no 3° dpi na
populacdo de Recife, com taxa de infeccdo de 20%, porém no 7° dpi ndo foram detectadas
amostras positivas nessa populacdo. Do 11° dpi até o 21° dpi, amostras positivas para 0
DENV-3 foram detectadas, com variacdo nas taxas de infeccdo. Na populacdo RecLab, foram
detectadas amostras positivas em dois momentos com uma taxa de infecgdo de 20% no 7° dpi
e 10% no 15° dpi. Na populagéo Petrolina, amostras positivas foram detectadas apenas no 15°
dpi com uma taxa de infeccdo de 20%. A quantificagdo das amostras positivas mostrou que o

nGmero de cépias de RNA por 6rgéo variou de 10° a 10° cépias de RNA por érgéo analisado,
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sendo a populacdo de Recife a Unica que apresentou uma variagdo estatisticamente
significante no numero de copias do RNA durante o PIE (ANOVA, P <0,0001) (Figura 32).

Figura 32 - Perfil de infeccdo por DENV3 em amostras de glandulas salivares das populacdes de Ae.
aegypti de laboratério (RecLab) e campo (Recife e Petrolina) coletadas nos 3°, 7°, 11°, 15° e 21° dias pds-
infeccdo (dpi). Resultados da 2% infeccéo.
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Fonte: Dados da autora.

Legenda: A) Percentual de infeccdo (ndmero de glandulas positivas/nimero de glandulas
analisadas) e B) Quantificagdo da carga viral em nimeros de copias de RNA/glandula (Log 10). Em
cada momento foram analisados 8-10 mosquitos individualmente. N=quantidade de amostras
positivas.

7.5 Deteccdo da taxa de infeccdo natural em amostras de Ae. aegypti e Ae. albopictus

Considerando a espécie Ae. aegypti, dos 83 pools (301 espécimes) de mosquitos
coletados diretamente nas casas, nove pools foram positivos para DENV, sendo cinco para
DENV-1, dois para DENV-2 e dois para DENV-3. Nas residéncias onde foram coletados os
mosquitos, posteriormente diagnosticados como positivo para DENV-3, as amostras
coletadas dos pacientes também foram diagnosticadas como positivas para 0 mesmo sorotipo.
Considerando os mosquitos provenientes de ovos coletados através das ovitrampas, dos 139
pools (2972 espécimes) testados, 17 foram diagnosticados positivos, sendo trés para DENV-
1, dez para DENV-2 e quatro para DENV-3. Os pools infectados com DENV-3 também
foram coletados de residéncias onde os pacientes também foram diagnosticados com o

mesmo sorotipo, 0 que ndo aconteceu com as amostras positivas para DENV-1 e DENV-2. A
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taxa de infeccdo por DENV, expressa em MIR, foi de 29,9. No entanto, se considerarmos
apenas 0s pools compostos por fémeas, uma vez que ndo foram detectados pools positivos
compostos por macho, a MIR sobe para 42,2. A MIR calculada para os pools de mosquitos
provenientes de ovos foi de 6,0 (GUEDES et al., 2010) (ANEXO).

Para Ae. albopictus foram coletados 270 mosquitos adultos resultando em um total de
34 pools analisados por RT-PCR. Destes pools, apenas uma amostra foi proveniente da
Regido Metropolitana do Recife, enquanto que as demais foram coletadas no municipio de
Moreno. De todos os pools analisados nenhum foi positivo para DENV. Das amostras
provenientes de ovos coletados na Regido Metropolitana do Recife foram obtidos 187
mosquitos (100 fémeas + 87 machos) resultando em 17 pools. Os resultados para o
diagnostico de dengue por RT-PCR mostraram que nenhum pool de Ae. albopictus foi

positivo para a presenca do virus.
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8 DISCUSSAO

Este estudo representa o primeiro trabalho quantitativo e comparativo da competéncia
vetorial de Aedes sp. a trés sorotipos de DENV (DENV-1, DENV-2 e DENV-3). A
competéncia vetorial € um dos fatores importantes para a compreensdo do processo de
interacdo virus-vetor na transmissdo das arboviroses. A avaliacdo dessa competéncia nas
populacgdes vetoras € importante, pois a presenca de mosquitos competentes é essencial para a
transmissdo do virus para a populacdo humana ndo imune, aumentando, desta maneira, 0
risco de epidemias (COX et al., 2011). S&o inimeros os trabalhos que avaliam a competéncia
vetorial dos mosquitos Aedes sp. ao DENV (BENNETT et al., 2002; BOSIO et al., 1998;
COX et al., 2011; DIALLO et al.,, 2008; LOURENCO DE OLIVEIRA et al., 2003;
MOUSSON et al., 2002; MOUTAILLER et al., 2009; PAUPY et al., 2010; PESKO et al.,
2009; SYLLA et al.,, 2009; TALBALAGHI et al., 2010). No entanto, ainda sé&o poucos
aqueles que descrevem a cinética de replicacdo e disseminacdo dos diferentes sorotipos em
Aedes sp. durante o periodo de incubacdo extrinseco (RICHARDSON et al.,, 2006;
SALAZAR et al., 2007; ZHANG et al., 2010).

Em sintese, as populagdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus provenientes do estado de
Pernambuco foram consideradas competentes para transmitir os trés sorotipos de dengue.
Além disso, foram observadas variacGes na competéncia aos trés sorotipos quando
comparamos 0s resultados observados entre as espécies e até mesmo entre populacdes dentro
de cada espécie estudada. Os estudos sobre a estrutura genética das populacdes de Ae. aegypti
e Ae. albopictus de Pernambuco mostraram que as populacdes estudadas apresentam
variacdes no seu background genético (AYRES et al., 2004; AYRES et al., 2003; AYRES et
al., 2002) e na estrutura genética e que isto pode influenciar caracteristicas importantes como
a competéncia vetorial, conforme demonstrado em estudos prévios com populacbes de Aedes
provenientes de outros estados brasileiros, México, Estados Unidos e llhas Caiman
(BENNETT et al., 2002; LOURENCO DE OLIVEIRA et al., 2003; 2004; PAUPY et al.,
2001).

Como a barreira de infeccdo do intestino pode afetar a competéncia vetorial, a taxa de
infeccdo nesse orgdo pelos trés sorotipos de DENV foi avaliada e, como resultado, foi
observado que as duas espécies apresentaram perfis diferentes. Com relagdo a Ae. aegypti, a
taxa de infecgdo no intestino acumulada ao final do 21° dpi mostrou que as populacdes de
campo (Recife e Petrolina) foram mais suscetiveis a infeccdo com o DENV-1 do que a
colonia de laboratorio (RecLab). No entanto, na infeccdo com DENV-2, a maior taxa de
infeccdo foi encontrada na populagdo de Petrolina e as populagdes RecLab e Recife
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apresentaram a mesma taxa de infecgdo. Na infeccdo com DENV-3, a maior taxa de infecgédo
foi encontrada na populagédo de Recife e a RecLab apresentou a mesma taxa de infecgdo que a
populacdo de Petrolina. Se considerarmos a taxa de infeccdo por momento analisado, as
populacdes de campo apresentaram uma maior variacdo na infeccdo com os trés sorotipos
quando comparadas a colonia de laboratério. Estudos prévios demonstraram que esta
diferenga no padréo de infeccdo entre populacdes de laboratério e campo pode ser decorrente
do tempo de colonizacdo das colonias de laboratério, o que poderia levar a selecédo de alguns
genes que desfavorecam o processo de infeccdo (ALTO; REISKIND et al., 2008;
CARVALHO-LEANDRO et al., 2012; LAMBRECHTS et al.,, 2010; SALAZAR et al.,
2007). Os resultados apresentados aqui corroboraram com esses estudos, pois a colonia de
laboratdrio (RecLab), que vem sendo mantida no insetario do Departamento de Entomologia
do CPgAM por mais de 15 anos, foi inicialmente coletada em areas do Recife. Além disso, as
populacbes podem apresentar diferentes mecanismos de resposta a infecgdo por DENV. Em
um estudo anterior, nosso grupo demonstrou que diferentes vias de resposta imune em Ae.
aegypti podem ser desencadeadas em diferentes populacbes de mosquitos ap6s a infecgédo
com DENV. A expressdo reduzida de moléculas envolvidas na resposta imune na populagédo
de campo infectada com DENV-2 sugere que o virus poderia modular o sistema imune de Ae.
aegypti com o objetivo de favorecer o processo de infeccdo nessas populacoes
(CARVALHO-LEANDRO et al., 2012). De fato, observando o padrdo de infeccdo das
populacdes de campo e laboratorio, pode-se concluir que existe algum tipo de modulacéo da
replicacdo viral na populacdo de campo em comparacdo a linhagem de laboratério na
tentativa de remover o patdgeno. Isso acarretaria na quebra do paradigma de que uma vez o
mosquito infectado, ele seria infectado por toda a vida. Para confirmar esses resultados seréo
necessarios mais estudos. Embora ainda ndo esteja claro o papel das vias de resposta imune
em determinar a competéncia vetorial, um estudo recente sobre a analise da expressao génica
dos genes envolvidos na infeccdo com dengue demonstrou evidéncias do envolvimento da via
JAK-STAT no controle da infecgdo (BEHURA et al., 2011).

Com relacdo a taxa de infeccdo acumulada nas duas populacbes de Ae. albopictus
(laboratério e campo), a colbnia de laboratorio foi mais suscetivel a infeccdo do que a
populacdo de campo, diferentemente do que ocorreu com a espécie Ae. aegypti. Estudos
anteriores demonstraram que existe uma relacdo entre o nimero de geracdes de populacdes
de Ae. albopictus mantidas em laboratério e a taxa de infec¢do para DENV (LAMBRECHTS
et al., 2010; VAZEILLE et al., 2003). Uma hipdtese levantada por Lambrecths et al. (2010)
que poderia explicar a diferenca nas taxas de infeccdo entre as populagdes de laboratério e
campo, além do nimero de geracdes, seria a infeccdo natural de Ae. albopictus pela bactéria
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endosimbionte Wolbachia. Hedges et al. (2008) sugeriram que a infec¢do desta espécie pela
bactéria poderia induzir a uma protecdo contra a infec¢do viral. Albuquerque et al. (2011)
avaliaram a presenca de Wolbachia pipientis na populacdo de Ae. albopictus coletadas na
Regido Metropolitana do Recife e os resultados mostraram que a bactéria estava presente em
98% das amostras analisadas. Embora a populacdo de laboratério ndo tenha sido testada
quanto a infeccdo por Wolbachia, a colonizacdo da col6nia de laboratorio pode ter resultado
em uma diminuicdo ou perda da infeccdo pela bactéria que poderia ter influenciado na
diminuicdo da protecdo de Ae. albopictus contra a infeccdo com DENV (LAMBRECHTS et
al., 2010). Isto sera investigado futuramente.

Um dos fatores que pode afetar a taxa de infeccdo por DENV no intestino e,
consequentemente, a competéncia vetorial é a quantidade de virus oferecida durante a
alimentacdo sanguinea. Por isso, também foi avaliado nesse trabalho, o efeito do titulo de
DENV usado na alimentacdo artificial sobre as taxas de infeccdo e disseminagdo nas
populacbes de Aedes sp. Considerando a espécie Ae. aegypti, as diferencas encontradas entre
a primeira infeccdo e as duas outras infec¢cbes com 0 DENV-2 podem ser devidas ao titulo de
virus no sangue usado nas alimentacdes. Na primeira alimentacdo com DENV-2, o titulo do
sangue usado foi de 2 x 10° FFU/ml, enquanto que nas outras alimentacdes, os titulos usados
foram menores (7,5 x 10* e 1,5 x 10°; P>0,05). Como consequéncia disso, a taxa de infeccéo
nos intestinos nas populacbes alimentadas com DENV-2 foi consideravelmente maior na
primeira alimentacdo do que na segunda. Quanto a taxa de disseminacdo global, ao final dos
cinco momentos analisados, ela ndo pode ser correlacionada com o titulo do virus
administrado na alimentacdo, o que corrobora com trabalhos anteriores (BENNETT et al.,
2002; BOSIO et al., 1998), pois nas duas alimentagdes foi observada variacdo entre as taxas
de disseminacdo, em torno de 33% a 100%. Quando a taxa de disseminacdo foi avaliada por
dpi os resultados foram similares, por outro lado, a quantidade de glandulas salivares
infectadas foi maior na primeira alimentagdo. Além disso, a presenca de glandulas positivas
nas populacGes de campo, durante a primeira alimentagdo, pode ser observada em quase
todos os momentos diferentemente do que ocorreu na segunda alimentacdo, onde detectamos
amostra positiva para glandula salivar em apenas um momento nas duas populacfes de
campo. Isto sugere que o titulo viral usado nas alimentagdes sanguineas pode influenciar a
taxa de infec¢do dos virus no intestino, no entanto, parece nao ter influéncia na disseminacgéo
desses virus para a glandula salivar.

Com relacdo as alimentacbes com DENV-1 e DENV-3, se compararmos a taxa global
de infeccdo, a infeccdo com DENV-3 foi mais eficiente do que a infecgdo com o DENV-1.

As variacdes nas taxas de infeccdo ocorridas nas populagdes podem ser decorrentes das
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variacOes detectadas nas quantificagdes do RNA viral em cada momento analisado em
virtude das diferencas dos titulos usados nas alimenta¢Ges. Embora as amostras positivas ndo
tenham sido tituladas, estudos com DENV-2 demonstram que existe uma correlacéo positiva
entre 0 numero de copias de RNA viral e o titulo em PFU/ml do sangue ingerido
(RICHARDSON et al., 2006; SALAZAR et al., 2007). Dessa maneira, quanto maior o
namero de cdpias, maior o titulo e, consequentemente, maior a possibilidade de infecgdo no
intestino, j& que a taxa de infeccdo desse oOrgao é dose-dependente. Com relacdo a Ae.
albopictus, as diferengas nas taxas de infec¢do para os trés sorotipos podem ser decorrentes
também das variagcbes no nimero de copias do RNA viral em cada momento analisado,
devido ao aumento do titulo na 22 alimentagdo. Com isso, foi possivel observar um nimero
maior de intestinos e glandulas infectadas em quase todos os momentos analisados, 0 que nao
ocorreu na primeira alimentacdo. As taxas de disseminacdo variaram de 20% a 100% nas
duas alimentacdes, 0 que demonstra mais uma vez que a taxa de disseminacdo ndo é dose-
dependente.

Estudos com os virus Chikungunya e dengue demonstraram que a carga viral usada na
infeccdo artificial pode ser um fator importante no processo de infeccdo de populacdes de
mosquitos por esses virus (DIALLO et al., 2008; PESKO et al., 2009; RICHARDSON et al.,
2006; SALAZAR et al., 2007; VAZEILLE et al., 2007). Pesko et al. (2009) avaliaram a
suscetibilidade dos mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus provenientes da Florida ao virus
Chinkungunya utilizando na infeccdo diferentes titulos virais. Os autores demonstraram que
com altas doses do virus (10°% e 10°' PFU/mI), ambas as espécies foram suscetiveis a
infeccéo viral. Quando os mosquitos foram infectados com baixas doses do virus (10%° e 10**
PFU/mI), apenas a espécie Ae. albopictus foi suscetivel a infeccdo com o Chikungunya.
Diallo et al. (2008) também atribuiram a baixa competéncia vetorial das populacdes de Ae.
aegypti do Senegal a0 DENV-2 ao baixo titulo usado na infeccdo artificial que foi de 10°°
TCID50/ml. E importante destacar que embora os titulos dos virus usados nas alimentagdes
realizadas no presente estudo tenham sido menores quando comparados a outros trabalhos
sobre competéncia vetorial (BENNETT et al., 2002; LOZANO-FUENTES et al., 2009;
RICHARDSON et al., 2006; SALAZAR et al., 2007; SYLLA et al., 2009), os valores estdo
dentro do valor observado em pacientes em estado de viremia, que pode variar de 10? a 10’
PFU/ml ou 10° a 10° TCID50/ml (MURGUE et al., 2000; SALAZAR et al., 2007; VAUGHN
et al., 2000). De qualquer maneira, apesar das baixas doses usadas nesse estudo, as duas
populacbes de Aedes sp. apresentaram virus na glandula salivar. O sucesso no processo de
transmisséo do virus também pode estar relacionado a coevolugao entre o gendtipo do virus e

0 genotipo do vetor (G x G) descrito por Lambrechts (2009). Os virus usados na alimentagéo
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artificial foram isolados de pacientes do Recife em epidemias anteriores e, desse modo,
poderiam estar mais “adaptados” a populagdo vetora, tornando-a mais permissiva a infecgéo e
disseminacio dos trés sorotipos. E por essa razdo que Salazar et al. (2007) ressaltam a
importancia do estudo de competéncia vetorial usando populacfes de campo e virus isolados
da mesma localidade a fim de evitar interpretagdes erroneas com relacdo ao potencial de
transmissao da doenca na area de estudo.

Considerando o titulo acima de 10° FFU/ml, o sorotipo 2 foi o mais eficiente em
infectar e disseminar nos insetos das duas populacfes estudadas, porém estudos envolvendo
co-infeccdo com dois ou mais sorotipos numa mesma alimentacdo sanguinea serdo
necessarios para confirmar esta observacdo. O DENV-2 é um dos sorotipos mais bem
estudados, provavelmente pela sua associacdo com as formas mais graves da doenca (RICO-
HESSE, 2003) resultante do seu alto poder de replicacdo. Estudos sobre replicacdo e
disseminacdo de diferentes genotipos do DENV-2 demonstraram que 0 genotipo mais
virulento (Sudeste Asiatico), o qual circula atualmente em territorio brasileiro, infecta uma
quantidade maior de mosquitos além de possuir um alto poder de disseminacdo para as
glandulas salivares do que o gendtipo menos virulento (Americano) (ARMSTRONG; RICO-
HESSE, 2001; 2003; COLOGNA et al., 2005). Embora o0 DENV-2 tenha se mostrado mais
eficiente comparando-se as taxas de infeccdo e disseminacdo, existem outros fatores que
podem contribuir para a transmissdo da doenca em uma determinada localidade, além da
capacidade de replicacdo dos sorotipos na populacdo vetora. Dentre esses fatores, podemos
destacar o PIE dos virus no vetor, o conhecimento sobre quais 0s sorotipos circulam nas
populacOes dos possiveis vetores coletados em campo e a imunidade da populacdo humana a
um ou mais sorotipos.

Os resultados apresentados aqui indicam que também é importante reavaliar o atual
modelo de andlise da competéncia vetorial nas populacdes vetoras, que estima essa
competéncia com base na identificacdo do virus, ou de antigenos virais, em um Unico
momento do PIE. Um trabalho recente discute que a forma de avaliar a competéncia vetorial
em um Unico momento, pode levar a uma desvantagem dos outros sorotipos virais, ou de
gendtipos dentro de um mesmo sorotipo, que apresentaram uma baixa competéncia e isso
poderia subestimar o real risco de transmissdo da doenca (CHRISTOFFERSON; MORES,
2011). Assim, além da competéncia vetorial, é importante avaliar para todos os sorotipos ou
gendtipos, em que momento do PIE sdo identificadas as primeiras glandulas salivares
positivas. Um PIE curto para dengue pode trazer sérias consequéncias na transmissdo da
doenca, pois uma vez infectado com dengue, 0s mosquitos serdo capazes de transmitir o virus

a vida toda. Isto significa dizer que quanto menor o PIE, maior serd o tempo que o vetor vai
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ser capaz de transmitir o virus para um hospedeiro sadio, aumentando assim as chances de
transmissao da doenca (SALAZAR et al., 2007). Os resultados sobre a cinética da replicagdo
do virus nas populacGes aqui analisadas mostrou que o periodo de incubacéo extrinseco para
as duas espécies infectadas com os trés sorotipos foi menor do que os 8 — 14 dias descritos na
literatura para infeccbes com DENV, exceto na populagéo de Petrolina infectada com DENV-
3 (HIGGS; BEATY, 2005; RICHARDSON et al., 2006; SALAZAR et al., 2007,
SANCHEZ-VARGAS et al., 2009). Apesar das populacdes de Aedes sp. apresentarem uma
maior competéncia ao DENV-2, se analisarmos o PIE dos trés sorotipos na populacdo de Ae.
albopictus, os resultados mostraram que os trés sorotipos foram detectados na glandulas
salivares das duas populacdes logo no 3° dpi e, como consequéncia, 0S trés sorotipos
apresentariam o mesmo risco de transmissdo na populacdo de campo. Por outro lado, se
avaliarmos o risco de transmissdo dos sorotipos nas populacdes de campo de Ae. aegypti, 0s
dados sugerem que na populacdo de Recife, o0 DENV-3 apresentaria 0 maior risco de
transmisséo por ter sido detectado logo no 3° dpi, seguido do DENV-2 e DENV-1 (detectados
a partir do 7° dpi). Na populacdo de Petrolina, 0o DENV-2 (detectado no 7° dpi) apresentaria
uma maior chance de ser transmitido do que o DENV-3 (detectado no 15° dpi) e esta
populacdo seria considerada refrataria a0 DENV-1 ja que ndo foram detectadas amostras
positivas de glandula salivar para o sorotipo 1. Em alguns pontos analisados, tanto para
intestino quanto para glandula salivar, houve uma descontinuidade na deteccdo de amostras
positivas. Isto pode ser uma falha da técnica de qRT-PCR em detectar amostras com pouca
quantidade de RNA viral, uma vez que as amostras sao constituidas de érgdos que foram
processados individualmente e ndo em pools. Os resultados sobre a deteccdo precoce de
glandulas positivas reforca a necessidade de adotar estratégias de controle mais réapidas e
eficientes que visem a remocao de ovos e adultos em tempo habil com o objetivo de eliminar
ou reduzir o contato da populacdo vetora com a popula¢do humana ndo imune na tentativa de
bloquear a disperséo viral diminuindo, assim, o risco de epidemias (REGIS et al., 2009). A
dengue é uma doenca complexa e o risco de novas epidemias também vai depender, dentre
outros fatores, do perfil imunolégico da populacdo humana.

Os resultados sobre a competéncia vetorial da populacdo de Ae. aegypti para DENV
coletada em Recife, que sugeriu uma competéncia maior dessas populacdes ao DENV-2,
seguido do DENV-3 e DENV-1, corroboraram com o0s dados da vigilancia entomoldgica
realizada nas populacOes de Ae. aegypti coletadas na Regido Metropolitana do Recife no
periodo de Janeiro de 2005 a Junho de 2006 (GUEDES et al., 2010). Nesse estudo, 0s
resultados mostraram que 0s trés sorotipos circulavam concomitantemente na populacdo de

mosquitos adultos e, pela primeira vez, foi demonstrada a presenca dos trés sorotipos nos
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ovos de Ae. aegypti, sendo a maioria dos pools positivos para 0 DENV-2, sequido do DENV-
3 e DENV-1. Este resultado é importante, pois demonstra a transmisséo transovariana nessa
populacdo, o que pode contribuir para a permanéncia do virus na natureza, mesmo nos
periodos interepidémicos. Os resultados mostraram que é importante incluir na vigilancia
entomologica de DENV a detecgdo dos sorotipos virais em mosquitos resultantes de formas
imaturas coletadas em campo. Sendo assim, a presenca de mosquitos infectados por
transmissdo transovariana podera favorecer o aumento do risco de transmissdo da doenca por
esta espécie, uma vez que nao se faz necessaria a alimentacdo em um hospedeiro infectado.
Além disso, a transmissdo transovariana representa um grande risco de introdugdo do virus
em areas livres de dengue, em decorréncia do transporte de ovos infectados.

E importante destacar que o monitoramento dos sorotipos circulantes nas populagdes
vetoras pode ser uma importante ferramenta para prever o potencial endémico de uma
localidade. No estado de Pernambuco, a circulagéo dos trés sorotipos de DENV ocorre na
populagcdo humana desde a introdugdo do DENV-3 em 2002. Este sorotipo foi predominante
nas amostras humanas até 2006, embora uma porcentagem menor dessas amostras tenha sido
positiva para DENV-1 e DENV-2. A partir de 2006, apesar do DENV-3 ainda ser o sorotipo
mais frequentemente isolado no pais, o monitoramento de casos na populacdo humana
identificou um nimero crescente de amostras positivas para 0 DENV-1 e DENV-2, o que
corroborou com os resultados encontrados no monitoramento da populacdo vetora que ja
havia detectado os dois sorotipos previamente mesmo em uma frequéncia baixa. A partir de
2008, houve um aumento no nimero de pacientes diagnosticados com DENV-2 e, em 2009, o
DENV-2 e DENV-3 foram isolados em propor¢des semelhantes, sem o predominio de um
sorotipo. A partir de 2010, com a maioria da popula¢do humana imune ao DENV-3, casos
com o isolamento de DENV-1 e DENV-2 foram diagnosticados com uma maior frequéncia.
Apesar do predominio do DENV-1 em 2011, é importante destacar a co-circulacdo dos
sorotipos 2 e 4, 0 que faz necessario um alerta para a possibilidade da transmissao da doenca
em niveis elevados nos préximos anos (INFORME EPIDEMIOLOGICO DA DENGUE,
2008; INFORME EPIDEMIOLOGICO DA DENGUE, 2009; INFORME
EPIDEMIOLOGICO DA DENGUE, 2011).

Considerando as amostras de Ae. albopictus, ndo foi detectado nenhum pool positivo,
apesar dos dados apresentados nesse trabalho demonstrarem que a espécie € competente aos
trés sorotipos estudados. Embora alguns estudos demonstrem que Ae. albopictus é mais
competente em transmitir DENV do que Ae. aegypti em condi¢des laboratoriais (MILLER;
BALLINGER, 1988; ROSEN et al., 1985), estudos recentes demonstram que, com relacéo as
populacbes de campo, Ae. aegypti € mais competente do que Ae. albopictus (ALTO;
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REISKIND et al., 2008; LAMBRECHTS et al., 2010; MOORE et al., 2007; PAUPY et al.,
2010; VAZEILLE et al., 2003). Apesar da deteccdo de DENV em amostras de Ae. albopictus
na populacdo de Recife, 0o que sugere a capacidade dessa espécie em transmitir também
DENV, o mosquito Ae. aegypti ainda é considerado o vetor primario da dengue. Isto
demonstra a importancia de outros fatores envolvidos na capacidade vetorial desta espécie,
como grande abundancia e maior antropofilia que sdo determinantes na implicagdo de Ae.
aegypti como principal vetor da dengue.

Estudos sobre a interacdo virus-vetor e competéncia vetorial tem sido cada vez mais
frequentes em decorréncia da grande necessidade de entender melhor a relacdo entre esses
organismos. Os atuais métodos de controle de vetores tém apresentado falhas graves e
estratégias mais eficientes para controlar os agentes infecciosos e seus vetores estdo sendo
buscadas. Sendo assim, este trabalho contribui para aumentar o corpo de conhecimentos que
existe sobre os fatores que podem interferir na dindmica de transmisséo do virus da dengue e
poderd auxiliar no desenvolvimento de estratégias, que visem a reducdo da competéncia
vetorial e consequentemente a transmissdo do virus, como a manipulacdo genética através do
RNAI direcionada ao bloqueio da expressdo de moléculas antivirais presentes no intestino ou
nas glandulas salivares. Além disso, destaca-se também a importancia de aprimorar novas
estratégias baseadas em medidas que auxiliem o sistema de vigilancia no bloqueio dessa

transmissdo em tempo habil a fim de evitar o aumento de casos graves de dengue no pais.
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9 CONCLUSOES

a) As espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus provenientes da Regido Metropolitana do
Recife e de Petrolina séo suscetiveis
a infeccdo por DENV e Ae. albopictus € capaz de disseminar os trés sorotipos para as

glandulas salivares trés dias apds infeccao;

b) As duas espécies estudadas s&o mais permissivas a infeccdo com o sorotipo 2. I1sso pode
ocorrer devido ao alto poder de replicacdo desse sorotipo;

c) O titulo do virus usado na infeccdo artificial pode ser um fator relevante em estudos

sobre competéncia vetorial;

d) Existem variacdes no padrao de infeccdo nas espécies estudadas e dentro das populacdes

analisadas de cada espécie;

e) A eficiéncia de Aedes aegypti e de Aedes albopictus em transmitir os trés sorotipos de
dengue e o PIE curto identificado nessas espécies durante esse estudo reforca a
necessidade de se devolver estratégias mais eficientes e mais rapidas visando o bloqueio

da transmissdo em tempo habil a fim de evitar grandes epidemias no Estado.
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Abstract

Background & objectives: Dengue is currently one of the most important arthropod-borne diseases
and may be caused by four different dengue virus serotypes (DENV-1 to DENV-4), transmitted
mainly by Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) mosquitoes. With the lack of a dengue vaccine,
vector control strategies constitute a crucial mode to prevent or reduce disease transmission. In
this context, DENV detection in natural Ae. aegypti populations may serve as a potential additional
tool for early prediction systems of dengue outbreaks, leading to an intensification of vector control
measures, aimed at reducing disease transmission. In Brazil, this type of surveillance has been
performed sporadically by a few groups and has not been incorporated as a routine activity in
control programs. This study aimed at detecting DENV in natural Ae. aegypti from Recife,
Pernambuco, to check the circulating serotypes and the occurrence of transovarial transmission in
local mosquito populations.

Methods: From January 2005 to June 2006, mosquitoes (adults and eggs) were collected in houses
where people with clinical suspicion of dengue infection lived at. RNA was extracted from pooled
mosquitoes and RT-PCR was performed in these samples for detection of the four DENV serotypes.

Results & conclusion: Out of 83 pools of adult mosquitoes collected in the field, nine were positive
for DENV: five for DENV-1, two for DENV-2 and two for DENV-3. From 139 pools of adult
mosquitoes reared from collected eggs, there were 17 positive pools: three for DENV-1, 10 for
DENV-2, and four for DENV-3. These results are discussed in the paper in regard to the local
dengue epidemiological data. The conclusions clearly point to the informative power and sensitivity
of DENV entomological surveillance and to the importance of including mosquito immature forms
in this strategy.

Key words Arbovirus; entomological surveillance; mosquito; RT-PCR; vertical transmission

Introduction

Dengue fever is one of the most important arthro-
pod-borne diseases and may be caused by four den-
gue virus serotypes (DENV-1 to DENV-4), belong-
ing to the genus Flavivirus, family Flaviviridae'. An

estimated 2.5 billion people living in tropical and sub-
tropical areas, distributed within 100 countries are
at risk of epidemic dengue virus transmission. An-
nually, more than 100 million cases of classic den-
gue fever and around 450,000 cases of dengue hem-
orrhagic fever are notified2.



68 J VECTOR BORNE DIS 47, JUNE 2010

In Brazil, since the introduction of DENV-1 in the
state of Rio de Janeiro in 1986, more than 2.7 mil-
lion dengue cases and nearly 2090 dengue hemor-
rhagic/dengue shock syndrome cases were reported
in the country until 20023. In the State of Pernambuco
(north-east Brazil), over 30,000 cases of dengue dis-
ease were reported from 2005 to 2006, In 2008,
the Brazilian Ministry of Health reported >230,000
dengue cases in the country from January to April.
Despite a decrease in approximately 11% of case
numbers compared to the same period in 2007, the
proportion of severe dengue cases increased®, prob-
ably due to the circulation of multiple serotypes. With
the lack of a commercial dengue vaccine, preven-
tion/contention of dengue outbreaks depends on the
surveillance of clinical cases, and very importantly
on vector control.

Aedes aegypti (Linnaeus) is a widely distributed
mosquito and the main urban vector involved in den-
gue virus transmission throughout the world, includ-
ing Brazil. Demographic and social changes includ-
ing unplanned urbanization, increasing population
size, as well as ineffective mosquito control measures
in most dengue endemic regions of the world have
contributed to broaden the geographical distribution
of this mosquito species’. Detection of dengue virus
in natural Aedes populations has shown to be a po-
tential additional tool for early prediction systems of
dengue outbreaks®19. In one of these studies, DENV
were detected in field mosquitoes at 6—8 wk before

dengue cases in the human population were appar-
ent. Early detection of infected mosquitoes could
lead to intensification of vector control measures,
aiming at reducing disease transmission®!1. In Bra-
zil, monitoring of dengue virus serotypes circulating
in Aedes spp has been performed sporadically by a
few groups!!~14, and has not been incorporated as a
routine activity in control programs. Moreover, only
a few of these studies attempted to include Ae.
aegypti immature forms in the surveillance.

The present study aimed at detecting, through RT-
PCR, the presence of DENV serotypes circulating
in Ae. aegypti collected in several districts of Recife,
the capital of the state of Pernambuco. For that, mos-
quito collections were performed in places where
patients with clinical diagnostic of dengue lived at.
Besides adults, mosquito eggs were also collected,
in order to check if natural vertical transmission was
occurring in these populations. Results obtained in
the study are discussed in regard to the local dengue
epidemiological data.

Material & Methods

Mosquito collections: Ae. aegypti mosquitoes were
collected in 70 residences inhabited by individuals
with clinical diagnostic of dengue from January 2005
to June 2006. These houses were scattered through-
out 25 out of 94 neighbourhoods of Recife (Fig. 1),
a city located at 8.05S, 34.88W. Diagnostic of den-

2005

2006

Neighborhoods of Recife, Pernambuco

1. Boa Viagem 14, Santo Amaro
2. Pamamirim 15. Torrdes
3. Gragas 16, Campo Grande
4. Aflitos 17. Bongi
5. lputinga 18. Prado
6. Espinheiro 19. Virzea
7. Cordeiro 20. Tamarineira
4 8. CasaForte 21. Estancia
9. Casa Amarela 22, Jardim Sdo Paulo
10, Afogados 23. Imbiribeira
11. San Martin 24, Derby
12. Agua Fria 25, Torre

13. Boa Vista

Fig. I:

Map of Recife showing areas where mosquitoes were collected (grey and black) and where

positive pools originated from (black) in 2005 and 2006
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gue cases were confirmed by RT-PCR, viral isolation
and serology at the Laboratdrio de Virologia e Terapia
Experimental (LAVITE) at Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ!S. Only those who agreed to
participate in this study were included, after signing a
proper Informed Consent Form, approved by the Bra-
zilian Ethics Committee (CAAE 25000.119007/2002—
03). Mosquitoes were collected between 1 and 30 days
after notification of a suspected dengue case.

Adult mosquitoes were captured indoors in resting
places, using a battery-operated backpack aspirator
(modified CDC backpack aspirator, Model 1412).
Live adult mosquitoes were anaesthetized at 4°C,
morphologically identified, sorted by species, local-
ity and sex, pooled (1-9 individuals/pool) and pre-
served at —80°C until tested.

Eggs were collected through ovitraps based on Fay
and Perry!'® model. Traps were placed outdoors for
seven days in the same residences where adults were
collected. Eggs were counted and each batch was
placed in individual containers with water for larval
eclosion, which were identified according to place
and date of collection. Newly hatched larvae were
reared to adults under laboratory conditions (tem-
perature of 26 + 2°C; relative humidity 60-80%; 12/
12 h L/D). Emerged adult mosquitoes were main-
tained on water and 10% sugar solution. Seven days
after emergence, adults were identified to species and
pooled (15-28 individuals/pool, except for one pool
with 2 mosquitoes only) by date and place of collec-
tion. These pools were composed of males and fe-
males. Samples were kept at —80°C until used in the
experiments.

Dengue virus detection through reverse-transcrip-
tion PCR (RT-PCR): Mosquito pools were homog-
enized with a pestle in Leibowitz medium (L-15)
supplemented with Fetal Bovine Serum 2% (FBS),
Penicillin-Streptomycin (1%) and Fungizone (1%).
Viral RNA was extracted from these samples using
a silica method described previously!”, with minor
modifications. Before carrying out reverse transcrip-
tion and semi-nested PCR reactions, RNAs were

treated with recombinant DNAse 1 (Invitrogen) to
ensure total elimination of genomic DNA. RT-PCR
for detecting and classifying DENV in mosquito pools
was performed according to Lanciotti ef al'®. Briefly,
the first step of RT-PCR consisted of a reverse tran-
scription reaction to synthesize cDNA from RNA
templates, followed by amplification of a 511 bp re-
gion between genes C and PrM of DENV with prim-
ers D1 (forward) and D2 (reverse). The second step
of the semi-nested PCR was carried out with D1 and
TS1, TS2, TS3 and TS4 as reverse primers, which
amplify regions of 482, 119, 290 and 392 bp of
DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4, respec-
tively. Primers sequences used were:

D1- 5 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3’;
D2- 5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’;
TS1 - 5’-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3’;

TS2 — 5°-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3’;

TS3 — 5’-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3’;

TS4 — 5’-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3’.

Minimum infection rate (MIR): The MIR of DENV
in captured adults and adults reared from collected
eggs was calculated as: (number of positive pools

for DENV/total number of mosquitoes tested) X
10008,

Results

Mosquito collections: Mosquito collections using an
aspirator revealed the presence of Culex quinque-
fasciatus, Ae. aegypti and Aedes albopictus, where
the first two species were more abundant than the
latter. Only Ae. aegypti and Ae. albopictus were col-
lected in ovitraps (placed outdoors), with a higher
frequency of the first over the second.

The number of captured adults was substantially
lower than that of adults emerged from collected
eggs. A total of 83 pools (301 specimens) of field-
caught Ae. aegypti adults and 139 pools (2972 speci-
mens) of adults reared from eggs were assayed by
RT-PCR for DENV detection (Table 1). In houses
where adult mosquitoes were captured, the number
of specimens varied from 1 to 60, whereas the number
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Table 1. Collection of Aedes aegypti in houses of patients with suspicion of dengue, and dengue virus (DENYV)
serotypes detected in mosquito pools through RT-PCR

Locality?

Number of
houses visited

Adult Ae.

aegypti captured

DENV detected in
mosquito pools

Adult Ae. aegypti

reared from

DENV detected
in mosquito pools

for mosquito in the field (DENV in collected eggs (DENV in patient)f
collection (confirmed (pools assayed patient)d (pools assayed
human dengue for DENV for DENV
cases)P detection)® detection)®
M F 2005 2006 M & F) 2005 2006
Boa Viagem 8 (3 50 2 () - - 390 (16) - -
Parnamirim 6 4 26 (8) 20 @) - - 110 (6) - -
Gragas 6 @) 11 @ 312 - - & ) - -
Iputinga 4 (1) 4 (1) - - D1 (Neg) 7 (5) - D2 (D3)
Espinheiro 4 (1) 11 (5) 7 2 D1 (Neg) - 156 (9) - D2,D2,
D2,D2(D3)
Boa Vista 2 () 14 (2 2 () - - 113 (5 - -
Cordeiro 4 (1) 4 (2 1@ - D1 (Neg) 259 (10) D1 (Neg) D2,D2(Neg)
Casa Amarela 3 () 5@ 1 (D - - 25 (3 - -
Viérzea 1) - - - - 228 (8)D1(D3)
Imbiribeira 1 (0) 5@ 3 - - 0 @ - -
Tamarineira 1 (1) 32 - - - 71 3 D3 (D3)
Aflitos 4 (2) 57(12) 12 4) D1 (Neg) D3 (D3)/ ® @ - -
D1,D2 (D3)
Santo Amaro 2. - - - - 170 (8) D3(D3) -
Afogados 3() 1 (1 2 (2 D3 (D3) - - - -
Estancia 1 (0) 2 (1) - - - 290 (17) D1, D3 (Neg)
Jardim Sdo Paulo 1 (0) - - - - 68 (3 - -
Bongi 2 (0) 7 (1) - - - 76 (3) - -
San Martin 3 (0 7 2 4 (1) - - 40 @2 - -
Torrdes 2 (0) 1 () - - - 106 (5) D3 (Neg) D2 (Neg)
Campo Grande 2 (0 6 (2) 1 (1) - - 123 4 - -
Casa Forte 4 (0) 25 (3) 6 (3) - - 93 5 - -
Agua Fria 2 (2 1 (D - - D2 (D3) 58 (3 - D2(D3)/D2(D3)
Derby 1 ©) - - - - 40 2 - -
Torre 1 (0) - - - - 135 (5 - -
Novo Prado 2 (0) 18 (2 24 (3) - - 18 (7 - -
Total 70 213 (56) 88(27) 3 6 2972(139) 7 10

aDijstricts of Recife PE, Brazil, where mosquitoes were collected based on patients with suspicion of dengue, as informed by LAVITE; "Number
of patient’s houses where mosquito collection was performed in the study and in parentheses the number of confirmed dengue positive patients,
according to LAVITE; ‘Number of adult Ae. aegypti collected in the houses and in parentheses number of assayed pools for DENV detection;
dDengue virus (DENV) serotypes detected in mosquito pools from adults collected in the field and in parentheses DENV detected in patient’s
sample corresponding to the house where the mosquito pool was originated from (Neg= Patient’s sample negative for DENV; D1= DENV-1;
D2= DENV-2; D3=DENV-3); “Number of adult Ae. aegypti obtained from eggs collected in the houses and in parentheses number of assayed
pools for DENV detection; IDENV serotypes detected in mosquito pools from eggs collected in the field and in parentheses DENV detected in
patient’s sample corresponding to the house where the mosquito pool was originated from. In d and f, samples separated by *“/”” were collected
in different houses. M—Male; F-Female.
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of eggs in houses where these samples were collected
varied from 2 to 600.

Dengue virus detection in mosquito samples: From
83 pools of adults collected directly in nature, nine
were positive for dengue virus and three serotypes
were detected: DENV-1 was found in five of them,
DENV-2 in two of them, and DENV-3 in two pools
(Table 1). In the latter case, DENV serotype matched
with that of the patient’s sample. All positive pools
were composed of adult females.

Regarding adults reared from eggs collected in
ovitraps, the same DENV serotypes were detected,
in a total of 17 positive pools (out of 139): three for
DENV-1, 10 for DENV-2, and four for DENV-3
(Table 1). In this case, two DENV-3 positive pools
matched with the patient’s dengue serotype. In all
the cases, mosquito and patient serotype matching
did not occur with DENV-1 and DENV-2. Figure 1
shows the areas where positive mosquito samples
were collected from.

MIR: DENV infection rate in wild Ae. aegypti was
expressed as MIR. In the case of captured adults,
MIR was 29.9 (Table 2), however, if we consider
only pools composed of females (since DENV was
detected in those, only), MIR rises to 42.2. MIR in
mosquitoes reared from collected eggs was 6.0.

Discussion

The co-circulation of three DENV serotypes has been
recorded in the state of Pernambuco since the intro-
duction of DENV-3 in 2002, when DENV-1 and
DENV-2 were already present. DENV-3 became
highly predominant in 2005 and 2006, and a low per-
centage of human samples were found infected with
DENV-1 and DENV-219 Results presented here
on DENV detection in wild Ae. aegypti samples pro-
vide important information when considering the lo-
cal dengue epidemiology. In adult mosquitoes col-
lected in the field, as much as nine positive pools
were found among a relatively low number of as-
sayed mosquitoes (301 specimens). Moreover,

DENV-1, DENV-2 and DENV-3 were detected in
these samples, i.e. besides the predominant serotype
circulating in human population at the time (DENV-
3), the two serotypes circulating in a lower frequency
were also found. In the case of adults reared from
eggs collected in the field, the same three serotypes
were detected, showing that transovarial transmis-
sion is occurring in these populations with these se-
rotypes, and indicating surveillance of immature
forms can be as informative as monitoring adults in
regard to detecting DENV serotypes circulating in
mosquito populations.

When the data presented here are separated by year,
only DENV-1 and DENV-3 were found in mosqui-
toes collected in 2005, corresponding to the same
serotypes found in human samples in that year, where
95% of reported dengue cases were DENV-3 and
5% were DENV-112 In 2006, the 3 serotypes were
detected in mosquitoes, while in human samples, 94%
of reported dengue cases were DENV-3 and 6% were
DENV-219. The results presented here show that
although DENV-1 was not detected in human
samples in 20006, it was still present in mosquito popu-
lations from Recife. Another observation was that
the number of positive mosquito pools found in 2006
was twice of those found in 2005, even though the
number of mosquito samples assayed in 2006 was
much lower than those in 2005 and surveillance was
performed in the first six months only. Interestingly,
the number of dengue cases reported in 2006 (18,595)
was higher than that of in 2005 (12,990), with a con-
centration of cases in the same period our study was
conducted!®.

Pinheiro er alll, while surveying DENV in Ae.
aegypti from Manaus-Amazonas, Brazil, found a high
infection rate, however, they only detected the local
predominant serotype (DENV-3). It was suggested
that DENV-3 had replaced the other previously circu-
lating serotypes, since it had been recently introduced in
the area and probably found in a non-immune popula-
tion, facilitating its dispersion. Some studies mention that
the prevalent serotype may persist for one to two years
until it is replaced by a new one®20. The study by
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Urdaneta er al'¥ in Venezuela serves as a good ex-

ample of correlation on the serotypes circulating in the
human population and the ones detected in mosquito
samples. The authors were able to detect DENV-1 and
DENV-4 in mosquitoes when four serotypes were si-
multaneously circulating in the human population, how-
ever, after the apparent displacement of the other sero-
types by DENV-3, only the latter was detected in
mosquitoes, with a relative high infection rate. Here,
detection of DENV-1 and DENV-2 in mosquito
samples may indicate that in Pernambuco these sero-
types were starting to submerge in 2005 and 2006. In
fact, in 2008 the predominant serotypes isolated from
human samples were DENV-1 and DENV-221,

Itis noteworthy that some of the houses showed high
infestation of Ae. aegypti, with over 50 adult females
collected in a single house. This fact points out to
the efficiency of indoor aspiration to collect mos-
quito specimens, as shown in other studies?2. Be-
cause adult females are the transmitters of DENV,
we believe indoor aspiration of adults could serve as
an additional control activity?3. Garcia-Rejon er al?2
performed mosquito collection in houses of people
with suspicion of dengue in Mexico and showed that
whenever there was concomitant DENV detection
in human and mosquito samples, DENV serotype
matched in all the cases. In this study, DENV sero-
type matching between mosquito and human samples
occurred in a few cases and only with DENV-3. How-
ever, there were cases where DENV-1 and DENV-
2 were found in mosquitoes and DENV-3 in patient
samples, possibly reflecting the persistence of infected
eggs in that environment for a long period or the
active circulation of infected mosquitoes.

The lower minimum infection rate (MIR) observed
in adults reared from eggs compared to adults col-
lected straight from the field was expected, once
transovarial transmission occurs in a much lower rate
than horizontal transmission. A variety of studies have
reported vertical transmission in Aedes spp collected
in the field!22428 These data, combined with the
results presented here, demonstrate the relevance of
including immature forms in DENV detection sys-

tem in natural mosquito populations. Vertical transmis-
sion is one of the hypotheses on how the virus persists
in nature in the absence of viremic vertebrate hosts”2”,
Quiescent Ae. aegypti eggs can remain viable in the
environment for many months and when hatched may
be responsible for a burst of infections, especially if im-
munity to the serotype present in mosquitoes is low in
the local human population. Moreover, passive trans-
portation of eggs (e.g. transport of tyres containing eggs)
is the main mode of dispersion for mosquitoes and in-
fected eggs may introduce dengue in areas previously
free of the virus. The fact that adult mosquitoes infected
through transovarial transmission may not need to feed
in a viremic vertebrate host to infect a naive host, thus,
eliminating the extrinsic incubation period, is also epide-
miologically relevant.

In this study, MIR in collected adults was high. In-
terestingly, only pools composed of females were
DENV-positive, and if MIR is calculated only for
females, it increases by 1.5-fold. Infection rates in
field-collected mosquitoes vary a lot among studies,
going from half to higher values than the one ob-
tained here (Table 2). In immature forms, MIR also
varies among studies (Table 2). However, to com-
pare infection rates among studies is extremely com-
plex, since a variety of factors must be considered.
For instance, the collection period (e.g. epidemic
versus inter-epidemic), sample pool sizes, and num-
ber of processed samples have an influence on MIR3.

In case of immature forms, the stage processed for
DENV detection assays (e.g. larvae vs adults reared
from eggs) seem to influence the results, since a few
studies show that when assays were performed with
larvae DENV was not detected, while if adults reared
from these larvae were assayed, DENV was de-
tected”-26. Additionally, the type of assay (e.g. PCR
vs ELISA) and PCR primers used to detect DENV
may also affect results. Thus, all these factors com-
bined with the local epidemiology, must be consid-
ered when analyzing MIR.

If DENYV surveillance in mosquitoes is to be incor-
porated in control programs, and we believe it should,



74 J VECTOR BORNE DIS 47, JUNE 2010

it must follow some criteria such as the one utilized here
(mosquito collection in houses related to potentially in-
fected people) or others such as vector density data.
Although we have not collected mosquitoes in all neigh-
borhoods of Recife, sample collection was reasonably
distributed throughout the city, as shown in Fig. 1. Itis
interesting to note that a few districts where mosquito
samples were positive in 2005 were also positive in
2006. Regis et al®! recently showed that Ae. aegypti in
Recife is distributed throughout the city, however, some
points, called hot spots, presented a higher density of
mosquito populations. These areas remained as the most
concentrated for Ae. aegypti, although in variable lev-
els, through a period of at least one year, showing a
certain stability of mosquito population distribution in a
highly urbanized area. Such data could also be used for
selecting areas for insect collection to perform DENV
detection assays.

To conclude, the results presented here on DENV
detection in mosquitoes corroborated with the local
epidemiological data. First, the higher number of
positive mosquito pools in 2006, in comparison to
2005, was also seen in human cases. Second, DENV-
1 and DENV-2 were found in mosquito samples in
2005 and 2006, when these serotypes were found
either in a very low frequency (5—6%) or not found
at all in the human population, however, epidemio-
logical data from 2008 show that these serotypes
were seen in a higher frequency in human samples
than DENV-3, which suggest that mosquitoes may
serve as a maintenance mode for the virus in the en-
vironment and that when levels of population immu-
nity to a certain serotype start to decrease, they will
submerge. These results point out the informative
power and high sensitivity of vector infection sur-
veillance, with inclusion of immature forms.

Acknowledgement

The authors are thankful to the insectary and field
teams from the Department of Entomology at
CPqAM/FIOCRUZ. This work received financial sup-
port from FIOCRUZ (grants Papes 0250.250. 110/
2003 and PDTSP-Rede Dengue RDVE-03).

References

1. Gubler DJ, Kuno G, Sather GE, Velez M, Oliver A. Mos-
quito cell cultures and specific monoclonal antibodies in
surveillance for dengue viruses. Am J Trop Med Hyg
1984; 33: 158-65.

2. Strengthening the implementation of the global strategy
for dengue fever/dengue hemorrhagic fever prevention
and control. Geneva: World Health Organization 2000.

3. Barbosada Silval Jr, Siqueira JB Jr, Coelho GE, Vilarinhos
PT, Pimenta FG Jr. Dengue in Brazil: current situation and
prevention and control activities. Epidemiol Bull 2002;
23:3-6.

4. Ministério da Satde, Brasil. Secretaria de Vigilancia em
Saude. [Accessed on 15 March 2007]. Available from:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/boletim_
dengue_ 010208.pdf.2007.

5. Cordeiro MT, Schatzmayr HG, Nogueira RM, Oliveira VF,
Melo WT, Carvalho EF. Dengue and dengue hemorrhagic
fever in the state of Pernambuco, 1995-2006. Rev Soc Bras
Med Trop 2007;40: 605-11.

6. Ministério da Satide, Brasil. Secretaria de Vigilancia em
Satide. Informe Epidemiolégico da Dengue, No. 1, 2008.
[Accessed on 8 May 2008]. Available from: http://
portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/boletim_
dengue_maio2008.pdf. 2008.

7. Gubler DJ, Clark GG. Community-based integrated control
of Aedes aegypti: a brief overview of current programs.
Am J Trop Med Hyg 1994; 50: 50-60.

8 Chow VT, Chan YC, Yong R, Lee KM, Lim LK, Chung YK,
et al. Monitoring of dengue viruses in field-caught Aedes
aegypti and Aedes albopictus mosquitoes by a type-spe-
cific polymerase chain reaction and cycle sequencing. Am
J Trop Med Hyg 1998; 58: 578-86.

9. FouqueF, Garinci R,Gaborit P. Epidemiological and ento-
mological surveillance of the co-circulation of DENV-1,
DENV-2 and DENV-4 viruses in Frech Guiana. Trop Med
Int Health 2004; 9: 41-6.

10. Urdaneta L, Herrera F, Pernalete M, Zoghbi N, Rubio-Palis
Y, Barrios R, et al. Detection of dengue viruses in field-
caught Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) in Maracay,
Aragua state, Venezuela by type-specific polymerase
chain reaction. Infect Genet Evol 2005; 5: 177-84.

11. Pinheiro VC, Tadei WP, Barros PM, Vasconcelos PF, Cruz
AC. Detection of dengue virus serotype 3 by reverse
transcription-polymerase chain reaction in Aedes aegypti
(Diptera, Culicidae) captured in Manaus, Amazonas. Mem
Inst Oswaldo Cruz 2005; 100: 833-9.

12. Cecilio AB, Campanelli ES, Souza KP, Figueiredo LB,



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Corresponding author:

Received: 17 November 2009

GUEDES Er AL: DENV IN BRAZILIAN AEDES AEGYPTI

Resende MC. Natural vertical transmission by Stegomyia
albopicta as dengue vector in Brazil. Braz J Biol 2009; 69:
123-7.

Lourenco-de-Oliveira R, Honorio NA, Castro MG,
Schatzmayr HG, Miagostovich MP, Alves JC, et al. Den-
gue virus type 3 isolation from Aedes aegypti in the mu-
nicipality of Nova Iguacu, State of Rio de Janeiro. Mem
Inst Oswaldo Cruz 2002; 97: 799-800.

Zeidler JD, Acosta PO, Barreto PP, Cordeiro Jda S. Dengue
virus in Aedes aegypti larvae and infestation dynamics in
Roraima, Brazil. Rev Saude Publica 2008; 42: 986-91.

Cordeiro MT, Silva AM, Brito CA, Nascimento EJ,
Magalhaes MC, Guimaraes GF, et al. Characterization of
a dengue patient cohort in Recife, Brazil. Am J Trop Med
Hyg 2007; 77: 1128-34.

Fay R, Perry S. Laboratory studies of ovipositional pref-
erences of Aedes aegypti. Mosq News 1965; 25: 276-81.

Boom R, Sol CJ, Salimans MM, Jansen CL, Wertheim-
van Dillen PM, Van der Noordaa J. Rapid and simple
method for purification of nucleic acids. J Clin Microbiol
1990; 28: 495-503.

Lanciotti RS, Calisher CH, Gubler DJ, Chang GJ,
Vorndam AV. Rapid detection and typing of dengue vi-
ruses from clinical samples by using reverse transcriptase-
polymerase chain reaction. J Clin Microbiol 1992; 30:
545-51.

Cordeiro MT, Freese E, Schatzmayr H, Nogueira RM. In:
Vinte anos de evolu¢cdo da dengue no Estado de
Pernambuco. Editora Universitaria da UFPE 2008; p. 225.

Lam SK. Rapid dengue diagnosis and interpretation.
Malays J Pathol 1993; 15: 9-12.

Informe Epidemiologico Semanal sobre Dengue. Recife:
Prefeitura do Recife 2009.

Garcia-Rejon J, Lorono-Pino MA, Farfan-Ale JA, Flores-
Flores L, Del Pilar Rosado-Paredes E, Rivero-Cardenas

23.

24.

25.

26.

27.

28

29.

30.

31.

75

N, et al. Dengue virus-infected Aedes aegypti in the home
environment. Am J Trop Med Hyg 2008; 79: 940-50.

Regis L, Souza WV, Furtado AF, Fonseca CD, Silveira Jr.
JC, Ribeiro Jr. PJ, et al. An entomological surveillance sys-
tem based on open spatial information for participative
dengue control. An Acad Bras Ciénc 2009; 81: 1-8.

Angel B, Joshi V. Distribution and seasonality of vertically
transmitted dengue viruses in Aedes mosquitoes in arid
and semi-arid areas of Rajasthan, India. J Vector Borne
Dis 2008; 45: 56-9.

Arunachalam N, Tewari SC, Thenmozhi V, Rajendran R,
Paramasivan R, Manavalan R, er al. Natural vertical trans-
mission of dengue viruses by Aedes aegypti in Chennai,
Tamil Nadu, India. Indian J Med Res 2008; 127: 395-7.

Gunther J, Martinez-Munoz JP, Perez-Ishiwara DG, Salas-
Benito J. Evidence of vertical transmission of dengue vi-
rus in two endemic localities in the state of Oaxaca,
Mexico. Intervirology 2007; 50: 347-52.

Khin MM, Than KA. Transovarial transmission of dengue
2 virus by Aedes aegypti in nature. Am J Trop Med Hyg
1983; 32: 590-4.

Kow CY, Koon LL, Yin PF. Detection of dengue viruses
in field caught male Aedes aegypti and Aedes albopictus
(Diptera: Culicidae) in Singapore by type-specific PCR. J
Med Entomol 2001; 38: 475-9.

Rosen L. Sexual transmission of dengue viruses by Aedes
albopictus. Am J Trop Med Hyg 1987; 37: 398—402.

Gu W, Lampman R, Novak RJ. Assessment of arbovirus
vector infection rates using variable size pooling. Med Vet
Entomol 2004; 18: 200-4.

Regis L, Monteiro AM, Melo-Santos MA, SilveiraJr JC,
Furtado AF, Acioli RV et al. Developing new approaches
for detecting and preventing Aedes aegypti population
outbreaks: basis for surveillance, alert and control system.
Mem Inst Oswaldo Cruz 2008; 103: 50-9.

C.F.J. Ayres, Departamento de Entomologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacao

Oswaldo Cruz. Av. Moraes Rego s/n, Cidade Universitédria, Recife PE, Brazil.

E-mail: tans@cpqgam.fiocruz.br.

Accepted in revised form: 19 March 2010



