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“ Ja costumo ser carvao, que de tao provado pelo fogo, vai virando p6; umdia fora
rigido... Mas das cinzas se pode ressurgir? Sm, quando se cai e selevanta... Que
sejamos como criangas dando os primeiros passos, quando a queda é inevitavel e

impulsivamente el as se levantam alegres porque de alguma forma conseguem
entender que os desafios foram feitos para serem enfrentados... E sabido que
depois da queda, a levantada vem mais segura, porque ja se aprendeu o que levou
a queda anterior... A dor nem sempre pode ser evitada, mas sim se pode tirar um
beneficio por menor que sgja, dela. A dor ensina a saber suportar a mesma dor, ou
Nos prepara para aguentarmos as proximas que virao e nao serao poucas... A luta
diaria continua e gracas a Deus. Sem Ele, sem os desafios, sem a forca que nos
move a viver, nada seria possivel.

Absolutamente nada".

JulianaMaria TrindadeBezara
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RESUMO

Dengue é considerada a mais relevante arbovirose que afeta seres humanos, e constitui grave
problema de saide publica. A deteccdo de Dengue virus (DENV) por RT-PCR em Tempo
Real, em mosquitos vetores do género Aedes, tem se mostrado importante ferramenta na
vigilancia epidemiolégica. A presente pesquisa verificou a presenca de DENV em mosquitos
fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus nos Distritos Sanitarios (DS) Pampulha, Norte e Leste,
de Belo Horizonte, Minas Gerais. Foram utilizadas armadilhas BG-Sentinel Full Version®,
em capturas semanais de mosquitos, realizadas em quatro periodos. primeiro (dezembro de
2010 amaio de 2011), segundo (outubro de 2011 a maio de 2012), terceiro (outubro de 2012
a maio de 2013) e quarto (outubro de 2013 a maio de 2014). Foi instalado um total de 60
armadilhas (20 por DS). Ap6s a identificacao, as fémeas de Ae. aegypti foram separadas em
pools formados por um até 10 exemplares, e as fémeas de Ae. albopictus foram separadas de
forma individual. Procedeu-se com extracio de RNA vira e RT-PCR em Tempo Real para a
pesquisa de DENV. Foram coletadas 10.662 fémeas de Ae. aegypti sendo 1.504 (14,10%),
2.516 (23,59%), 3.728 (34,98%) e 2.914 (27,33%) no primeiro, segundo, terceiro e quarto
periodos respectivamente. Estas fémeas foram agrupadas em 6.056 pools, dos quais 343
(5,66%) foram positivos para o DENV. Em relagio ao Ae. albopictus foram coletadas 511
fémeas, sendo 117 (22,89%), 44 (8,61%), 199 (38,96%) e 151 (29,54%) no primeiro,
segundo, terceiro e quarto periodos respectivamente. Destas, 79 (15,45%) foram positivas
para o virus. Houve elevada ocorréncia de fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus nas areas
pesquisadas, positivas para o DENV. Isso mostra a importancia da ado¢éo de medidas de
controle no sentido de reduzir as notificagdes dainfecgdo em seres humanos.

Palavras-chave: Dengue virus, Aedes aegypti, Aedes albopictus, monitoramento.



ABSTRACT

Dengue is considered the most important arboviral disease that affects humans, and is a severe
public health problem. Detection of Dengue virus (DENV) by RT-PCR Rea Time in
mosquitoes of the genus Aedes, has been an important tool in epidemiological surveillance.
This research found the presence of DENV in female mosquitoes of Ae. aegypti and Ae.
albopictus in Sanitary Districts (SD) Pampulha, North and East, of Belo Horizonte, Minas
Gerais. BG-Sentinel Full Version® traps were used in weekly catch mosquitoes, carried out in
four periods: first (December 2010 to May 2011), second (October 2011 to May 2012), third
(October 2012 to May 2013) and fourth (October 2013 to May 2014). A total of 60 traps (20
per SD) were installed. After identification, Ae. aegypti were separated in pools formed by
one to 10 specimens, and Ae. albopictus were separated individually. After virak RNA
extraction we performed RT-PCR in Rea Time to test for DENV. We collected 10,662 Ae.
aegypti females been 1,504 (14.10%), 2,516 (23.59%), 3,728 (34.98%) and 2,914 (27.33%) in
the first, second, third and fourth periods respectively. These females were grouped into 6,056
pools of which 343 (5.66%) were DENV positive. Regarding Ae. albopictus we collected 511
females been 117 (22.89%), 44 (8.61%), 199 (38.96%) and 151 (29.54%) in the first, second,
third and fourth periods respectively. Of those, 79 (15.45%) were DENV positive. There was
high occurrence of Ae. aegypti and Ae. albopictus in the surveyed areas, positive for DENV.
This shows the importance of the adoption of control measures to reduce the cases of

infection in humans.

Keywords: Dengue virus, Aedes aegypti, Aedes albopictus, monitoring.
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DENV-3: Dengue virus 3
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FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer (Transferéncia de Energia por Ressonancia
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1 INTRODUCAO
1.1 Dengue: doencga

1.1.1 Brevehistérico

Relatos iniciais sobre uma doenca provavelmente causada pelo Dengue virus
(DENV) sao encontrados em enciclopédias chinesas das dinastias Chin (265 a 420 d. C.),
Tang (610 d. C.) e Northern Sung (992 d. C.) (NOBUCHI, 1979). Esse agente etiolégico
também pode ter sido responsavel por surtos de doencga febril ocorridos no século XVII em
ilhas a oeste do Oceano Pacifico e no Panama. Adicionalmente, em Jacarta, Indonésia e Egito,
no século XVIII, varias epidemias foram associadas a presenca do DENV (CAREY, 1971,
HOWE, 1977, MCSHERRY, 1982). No entanto, a primeira descricao detalhada da doenca foi
feita somente em 1780, na Filadélfia, Estados Unidos da América (EUA). No século XIX,
varias epidemias dessa enfermidade foram registradas em Zanzibar, Calcuta, Grécia e Japado
(FIGUEIREDO; FONSECA, 2005). Na primeira metade do século XX, observou-se que as
mudangas ambientais associadas a0 intenso deslocamento de seres humanos, ao acelerado
crescimento populacional e a urbanizagdo descontrolada no periodo pds-guerra, contribuiram
para o aumento de casos de dengue no mundo (GUBLER et al, 1978; GUBLER et a, 1981;
GUBLER, 1988).

Hammon et a. (1960) descreveram pela primeira vez nas Filipinas, a forma grave da
doenca caracterizada por hemorragia grave e/ou choque que provocava ébito em 40% dos
enfermos. era a chamada Febre Hemorragica da Dengue (FHD)/Sindrome do Choque da
Dengue (SCD). Ja a partir da década de 1970, as epidemias de dengue se agravaram, em
especia nos paises tropicais e subtropicais, representando um problema de saide publica
mundial. Nas Américas, a primeira epidemia de dengue foi registrada em 1981 em Cuba,
totalizando 344.203 casos notificados, dos quais 10.312 corresponderam a forma grave da
doenca, com o registro de 158 6bitos (MARTINEZ, 2006).

1.1.2 Descricao

A dengue é considerada a doencga de transmissdo vetorial com o0 maior crescimento
no mundo. Estimam-se 390 milhdes de infecgbes anuais, 96 milhdes de casos correspondentes
as formas graves da doenca e 22.000 mortes, principalmente em criancas (WHO, 2016).
Trata-se de uma doenca aguda, infecciosa, ndo contagiosa, sistémica e de etiologia viral,
causada por quatro sorotipos do DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4)
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pertencentes ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae. O virus é transmitido pela picada
de mosquitos fémeas do género Aedes, sendo o Ae. aegypti o vetor primario, o qua se
encontra distribuido nas regides tropicais e subtropicais do mundo, predominantemente em
areas urbanas e semiurbanas. Esse vetor esta presente em mais de 100 paises nas diferentes
regides do mundo: Sudeste Asidtico, Américas (Sul, Central e Norte), Africa, Pacifico e
Mediterraneo (WHO, 2006; WHO, 2007). Na Europa, foi registrado um surto de dengue na
Ilha da Madeira, Portugal, em outubro de 2012, quando na ocasido foram notificados 2.168
casos da doenga, sem a ocorréncia de obitos. Também foram reportados 70 casos de dengue
em outros 13 paises europeus, todos em vigjantes regressados daquela llha (DGS/PT, 2013).

Devido a epidemias de proporgdes gigantescas, rapida propagacdo viral e agravidade
consideravel dos casos de dengue grave (relatados anteriormente como casos de FHD/SCD), a
doenca tem impacto vultuoso na salude e economia, especidmente em paises em
desenvolvimento. A infeccdo pelo virus da dengue possui um amplo espectro clinico-
patolégico, que varia de quadros assintomaticos até quadros sintomaticos como na dengue
com sinais de alarme e dengue grave, ambos com maior gravidade e que podem evoluir para
obito. Individuos infectados com um determinado sorotipo viral adquirem imunidade
duradoura especifica para o0 mesmo tipo viral infectante, mas ndo para os outros trés tipos.
Pessoas que moram em areas endémicas da dengue podem apresentar varias infecgdes por
sorotipos diferentes no decorrer da vida. Observagdes epidemiol 6gicas sugerem que infecgdes
sucessivas por diferentes sorotipos aumentam o risco de desenvolver dengue grave
(HALSTEAD, 1997; HALSTEAD, 2007).

N&o € possivel saber se 0 individuo ao se infectar, desenvolvera as formas mais leves
da doenca ou evoluira para a dengue grave, pois a patogénese desta ultima ainda ndo esta
totalmente esclarecida. Contudo, tem sido observado que o risco de dengue grave é cerca de
quinze vezes maior na infeccdo secundaria que na primaria. Dentre os fatores associados a
ocorréncia de casos graves, destacam-se altas taxas de infestacio pelo Ae. aegypti, elevadas
densidades populacionais humanas em uma determinada regido, circulagdo concomitante de
mais de um sorotipo do DENV e intenso deslocamento geografico de pessoas para areas de
ata endemicidade. Em relagdo ao homem, idade, susceptibilidade genética e infeccdo prévia
podem ser considerados fatores que aumentam as chances de complicagcdes (HALSTEAD,
1988; GUBLER, 1997; GUBLER, 1998; GUBLER, 2002).

Em janeiro de 2014, o Brasil passou a adotar a nova classificagdo dos casos de
dengue revisada pela Organizagdo Mundia de Salde (OMS) em 2009. Até o ano de 2013, a
dengue era classificada no pais em dengue classica (DC), FHD e SCD (MS, 2011). No
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entanto, a denominagdo dengue com complicacdes (DCC) era uma classificagdo intermediaria
adotada apenas no Brasil, o que segundo a OMS, resultava em uma falta na padronizacéo de
casos entre os paises. Na nova classificagdo as formas clinicas dengue ou dengue sem sinais
de alarme (caracterizada por febre alta, dor retro-orbitaria, mialgia, artralgia, surgimento de
petéquias entre outros sintomas), dengue com sinais de alarme (caracterizada pelo
agravamento da forma anterior, com a ocorréncia de fenémeno hemorragico, principalmente
pelas mucosas) e dengue grave (forma mais grave, no qual o individuo acometido entra em
estado de choque e pode evoluir para 6bito) passaram a ser adotadas (OMS, 2009; SINAN,
2014).

1.1.3 Epidemiologia

1.1.3.1 Dengue nas Américas

A dengue esta presente nas Américas ha alguns séculos, no entanto, a situagéo atual é
bastante dinamica e tem piorado nas Ultimas décadas (Figura 1). O primeiro relato da doenca
como surto ocorreu em 1780, na Filadélfia. No século XIX quatro grandes epidemias foram
registradas nos paises do Caribe e no sul dos EUA (OPAS, 2007).

@ Pais
¢ Local

FIGURA 1: Mapa da dengue, em 2016. As regides com pontos vermel hos destacados indicam areas de risco
para a doenga em 2016, definidas pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC), conforme relatos
obtidos pelos Ministérios da Salide, organizagdes de salde internacionais, revistas e especialistas.

Fonte: Adaptado do CDC — Health Map Colaboration, 2016. Disponivel em: http://www.cdc.gov/Dengue/

O primeiro isolamento de DENV nas Américas ocorreu em 1953, na llha de
Trinidad, no Caribe, onde o DENV-2 foi identificado (RACE et a., 1979). Dez anos mais

tarde, o DENV-3 foi identificado e isolado em epidemia no mesmo pais e na Venezuela Em
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1968, cinco paises registraram casos, e em 1981 a doenca ja estava presente em 28 paises do
continente americano (WILSON; CHEN, 2002).

Na década de 1970, epidemias ocasionadas por DENV-2 e DENV-3 ocorreram em
paises da América Central e da Américado Sul. O DENV-1, por suavez, foraintroduzido nas
Américas, em 1977 na Jamaica. A circulagdo do novo sorotipo foi responsavel por uma
devastadora epidemia que se prolongou até 1980, atingindo ilhas caribenhas, Honduras,
Guatemala, Belize, Venezuela, Colébmbia, Guiana, Guiana Francesa, Suriname, México e o
Estado do Texas, nos EUA. No ano de 1981, o DENV-4 também ocasionou varios surtos no
Caribe, no norte da Américado Sul, América Central e México (WILSON; CHEN, 2002).

1.1.3.2 Dengue no Brasil

A primeira epidemia de dengue documentada clinica e laboratorialmente no Brasil
ocorreu nos anos de 1981 e 1982, em Boa Vista, Estado de Roraima, e foi causada pelos
sorotipos 1 e 4. O DENV-1 invadiu o Sudeste (Rio de Janeiro € Minas Gerais) e o Nordeste
(Alagoas, Ceara, Pernambuco e Bahia) em 1986 e 1987, espalhando-se pelo pais. Em seguida,
ocorreram as entradas dos sorotipos DENV-2 em 1990 e 1991, DENV-3 em 2001 e 2002 e
DENV-4 em 2010 € 2011 (MS, 2013). A partir de 1998, houve um aumento na mortalidade
por dengue com sinais de alarme e dengue grave, quando se verificou uma grande expansio
territorial da circulagdo viral. Neste mesmo ano, no Nordeste foi observada uma elevada
incidéncia (564,1 casos por 100 mil habitantes) e um maior nimero de notificagbes (258.441).
Os sorotipos DENV-1 e DENV-2, até a0 final do periodo de 1994-1998, circulavam em 49%
dos 5.570 municipios do pais e o vetor foi detectado em mais de 50% (2.910). Até entdo, ndo
haviam sido relatados casos autdctones na regido Sul, onde o fator climético poderia ter
dificultado a proliferacdo do vetor. No entanto, em 1999, a dengue se espalhou para outras
areas do pais, especialmente pela regido Norte, que apresentou a maior taxa de incidéncia nos
anos subsequentes, com 408,1 casos por 100.000 habitantes em 2001 (TEIXEIRA et al.,
2005).

Destaca-se que nas Ultimas décadas, o pais viveu quatro grandes epidemias,
associadas a mudanca do sorotipo viral predominante: DENV-1, DENV-3, DENV-2, e
DENV-4, em 1998, 2002, 2008 e 2010, respectivamente (M S, 2010).

Nos anos que se seguiram, a dengue voltou a preocupar os 6rgaos de salde publica.
Em 2011, foram notificados 764.032 casos da doenga no Brasil, e em 2012 este numero foi
reduzido para 591.384 notificagbes. Ja em 2013, a situagdo novamente se agravou, tendo em

vista que, registrou-se 1.452.489 casos da doenga em todo o territério nacional (MS, 2013).
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No ano de 2014, apesar da redugdo consideravel em relagdo a0 ano anterior, as notificacdes da
doenca chegaram a 589.107 em todo o pais, sendo que a regido Sudeste foi a que apresentou
um maior numero de casos com 301.585 (55,1%) (MS, 2014a; M S, 2014b).

Em 2015 foram registrados 1.649.008 casos de dengue no pais. A regido Sudeste
teve o maior numero de casos notificados (1.026.226 casos; 62,20%) em relacio a0 tota do
pais, seguida das regides Nordeste (311.519 casos; 18,9%), Centro-Oeste (220.966 casos;
13,4%), Sul (56.187 casos; 3,4%) e Norte (34.110 casos; 2,1%) (MS, 2015). Nos meses de
janeiro a abril de 2016, o Ministério da Saude notificou até a semana epidemiol égica 16,
1.054.127 casos provaveis de dengue em todo o pais, com a confirmagdo de 340 casos de
dengue grave e 3.626 casos de dengue com sinais de alarme (M S, 2016).

Atualmente, a dengue encontra-se presente em todos os 27 estados da federagéo,
sendo responsavel por cerca de 60% das notificagdes nas Américas. Além disso, os quatro
sorotipos da dengue estdo circulando no pais, contribuindo para a incidéncia das formas
graves da dengue nas cidades onde se registraram epidemias sequenciais por pelo menos dois
sorotipos diferentes (M S, 2016).

1.1.3.3 Dengue na cidade de Belo Horizonte

Em 1996, o municipio de Belo Horizonte, capital do Estado de Minas Gerais,
registrou sua primeira epidemia de dengue, com 1.806 casos da doenca na forma classica,
causada pelo DENV-1. Os primeiros casos foram confirmados no Distrito Sanitario (DS) de
Venda Nova, correspondendo a 88% das notificagbes. No ano seguinte, entre os meses de
fevereiro e outubro, constatou-se novamente a circulagdo de DENV-1, com o registro de
2.327 casos, sendo o DS Oeste, o predominante com a maioria dos casos, isto € 56% (PBH,
2010).

Nos anos seguintes, a dengue alcangou maiores propor¢ées no municipio. Em 1998,
na terceira epidemia, verificou-se o registro de 86.791 casos de DC ocasionados por DENV-1
e DENV-2, confirmados principalmente por critério laboratorial. Naquele ano também foram
registrados 27 casos de dengue grave e os trés primeiros ébitos atribuidos a doenca no
municipio. A maioria das notificagbes ocorreu nos DS Leste, Nordeste, Noroeste e Venda
Nova, que gpresentaram incidéncias superiores a do municipio como um todo, que foi de
4,0859 por 100.000 habitantes, sendo 50 vezes superior a primeira epidemia e 40 vezes
superior a segunda. Em 2002, foi observada a circulagdo do DENV-3, no entanto, ndo houve

um grande numero de registros (PBH, 2010).
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De 1999 a 2005, observou-se baixa intensidade da endemia em Belo Horizonte. No
entanto, em 2006 houve novo aumento na ocorréncia de casos da doenca. Pessanha et al.
(2012) atribuiram o crescimento das notificagbes, a provavel resisténcia do Ae. aegypti ao
larvicida usado para seu controle. Em 2012, foram notificados 4.983 casos da doenga no
municipio (PBH, 2012a). No entanto em 2013, houve o registro de 95.496 casos, o que
corresponde em 130 vezes o nimero de notificagbes do ano anterior (PBH, 2013). Em 2016,
61.604 casos da doencga foram confirmados até o més de maio (PBH, 2016).

1.2 Denguevirus

1.2.1 Morfologia

O Dengue virus € um dos mais significantes patdégenos virais humanos transmitidos
por mosquitos (WHO, 2014). Esse virus pertence ao género Flavivirus (do latim Flavus que
significa amarelo, por causa da ictericia induzida pelo virus da febre amarela) que
compreende um vasto grupo de virus envelopados transmitidos por artrépodes e de grande
importancia médica, a exemplo do virus da febre amarela, do West Nile, da encefalite
transmitida por carrapatos, da encefalite japonesa e do virus da Zika (ZIKV) (BURKE;
MONATH, 2001; LINDENBACH; RICE, 2001; KUHN et al., 2002).

Micrografias eletrObnicas mostram que este virus apresenta uma superficie
relativamente lisa, com um didmetro de aproximadamente 500 A e um ntcleo denso rodeado
por uma bicamada lipidica. Além do genoma de RNA senso-positivo de aproximadamente
10.700 nucleotideos, ha trés proteinas na particula: E do envelope (495 aminoacidos), M da
membrana (75 aminoacidos) e C do capsideo (100 aminoacidos) (RUSSELL et al., 1980).

A proteina E corresponde ao determinante antigénico principal de particulas virais e
medeia a ligagdo e a fusdo durante a entrada do virus em células hospedeiras. A proteina M,
produzida durante a maturagdo das particulas virais nascentes, € um pegqueno fragmento
proteolitico da proteina precursora prM. A principal funcdo daprM éimpedir que a proteina E
sofra um rearranjamento catalizado por acido para a forma fusogénica durante o transito
através da via secretora. O segmento “pr” na posicao N-terminal contém de um atrés sitios de
glicosilagdo e seis residuos conservados de cisteinas. Dessa forma, esta porgao é clivada por
uma protease celular furina, residente no compartimento de Golgi durante a exocitose do
virus, permitindo que a proteina M forme um dimero e fique ancorada no envelope vira, e o
segmento “pr’ sgjaliberado no meio extracelular (LINDENBACH et al., 2007).
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A remocao do envelope lipidico com detergentes ndo i6nicos, revela nucleocapsideos
discretos (1,30-1,31 g/em®), que consistem na proteina C. Também fazem parte da
organizacao do virus sete proteinas nao estruturais (NS) — NS1, NS2A, NS2B, NS3, NHM4A,
NS4B e NS5 — envolvidas na replicagdo do RNA viral, montagem do virus e modulagdo das

respostas de células hospedeiras (Figura 2) (RUSSELL et a, 1980; LINDENBACH et al.,
2007).

T

FIGURA 2: Esquemailustrativo da estrutura do Dengue virus. (A) O DENV contém um genoma RNA
senso-positivo e compreende aproximadamente 10.700 nucleotideos. Ambas as regides 5e 3 n&o
traduzidas tém um papel chave na regulagéo da traducéo e da sintese do genoma do RNA. A traducio
do RNA viral produz um unico polipeptideo que & co-traducionamente processado por proteases
celulares e virais e gera trés proteinas estruturais e, pelo menos, sete proteinas n&o estruturais. (B) O
DENV é um virus esférico com di&metro de aproximadamente 50 nm.

Fonte: Adaptado de Whitehead et al. (2007).

1.2.2 Dengue virus no hospedeiro vertebrado
Os flavivirus entram nas células hospedeiras (céulas estriadas, lisas, fibroblastos e
linfonodos locais) por endocitose mediada por receptores de membrana. A acidificagdo da

vesicula endossomal induz alteragdes conformacionais no virion, o que permite a perda do
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revestimento do nucleocapsideo, e 0 genoma do virion € libertado para o citoplasma. O RNA
senso-positivo € traduzido em uma Unica poliproteina que € processada co- e pds-
translacionalmente por proteases virais e do hospedeiro. A montagem do virus ocorre na
superficie do Reticulo Endoplasmatico (RE), quando as proteinas estruturais € segmentos de
RNA recentemente sintetizados encontram-se no lumen do RE. As particulas virais
resultantes ndo-infecciosas e imaturas sdo transportadas através do complexo de Golgi. As
particulas virais imaturas sdo clivadas por proteases do hospedeiro, resultando em particulas
maduras e infecciosas. Virions maduros e particulas subvirais sdo posteriormente liberados
por exocitose (MUKHOPADHYAY et a., 2005).

1.2.3 Dengue virus no hospedeiro invertebrado

O periodo de incubagao extrinseca, que leva de sete a 10 dias (SALAZAR €t d.,
2007), vai desde o momento em que o mosquito se infecta, apds o repasto sanguineo em um
individuo com a doenca na fase aguda; o virus se multiplica e migra para as glandulas
salivares do inseto. Apds ingestdo de sangue contaminado com o DENV, as particulas virais
se ligam a receptores especificos do intestino médio do mosquito para estabelecer a infecgéo
no 6rgao e, posteriormente, replicarem-se nas células epiteliais intestinais. A partir dai estas
particulas estardo prontas para deixarem o intestino e seguirem para a hemocele, onde
poderdo infectar 6rgéos secundarios como os ovarios (possibilitando também a infeccéo
transovariana) e o corpo gorduroso. O mosquito sb estara apto a transmitir o virus se este
invadir e se estabelecer nas glandulas salivares. As particulas virais so injetadas em um novo
hospedeiro vertebrado, juntamente com a saliva, durante um novo repasto sanguineo do inseto
(HARDY et d., 1980; RICO-HESSE, 1990; WOODRING et al., 1996; SIM et a., 2012).

Assim como ocorre com outros arbovirus, a dindmica de replicacdo do DENV em
mosquitos infectados oralmente depende da temperatura na qual o mosquito € mantido, da
cepa e quantidade de virus ingerido e, possivelmente, do gendtipo e da espécie do mosquito
envolvida (RICO-HESSE, 1990; CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994,
FORATTINI, 2002).
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1.3 Vetores da dengue

1.3.1 Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

O mosquito Ae. aegypti pertence a ordem Diptera da familia Culicidae. No Brasil, o
Ae. aegypti tem sido responsavel, recentemente, pela transmissdo dos ZIKV e do virus da
Chikungunya (CHIKV), causando epidemias concomitantes com a de dengue (MS, 2016). O
Ae. aegypti € um mosquito antropofilico, costuma picar durante o dia e tem preferéncia por
sangue humano (Figura 3). O Ae. aegypti foi importado da Africa para a América durante a
colonizagdo e o trafico de escravos, disseminou-se para toda a faixa tropical em vista de seu
peculiar modo de reproducdo e hoje é considerado cosmopolita. No Hemisfério Ocidental a
espécie esta inteiramente relacionada com a populagdo humana. Depésitos artificiais
utilizados em abundancia pela sociedade moderna constituem os mais importantes criadouros,
responsaveis pela produgdo e manutencio de grandes populagbes deste vetor (POWELL;
TABACHNICK, 2013; KRAEMER €t a., 2015).

Os ovos de Ae. aegypti tém cerca de um mm de comprimento e apresentam contorno
aongado e fusiforme. O desenvolvimento embrionario se completa apés 48 horas a contar da
postura, em condi¢cbes favoravels de umidade e temperatura. Uma vez concluido o
desenvolvimento do embrido, estes sdo capazes de resistir alongos periodos de dessecacéo, o
que é considerado um obstaculo para sua erradicacdo. Desta forma, também ha possibilidade
do mosquito se disseminar por amplas areas geograficas. O estadio de larva, 0 segundo da
vida do inseto, corresponde a0 periodo de aimentacdo e crescimento. A larva apresenta
cabega, torax e abdémen e consome principalmente material organico encontrado nos
criadouros, durante seus quatro estadios evolutivos. As caracteristicas de aversdo a
luminosidade, a tendéncia a afugentar-se a0 mais leve movimento na agua e seu modo de
nadar, constituem pontos de utilidade para sua identificacdo. A duracio desta fase é
dependente de temperatura, disponibilidade de alimento e densidade de larvas no recipiente.
Em condigbes 6timas, o periodo entre a eclosdo e a pupagdo ser menor que cinco dias
(POWELL; TABACHNICK, 2013; KRAEMER et a., 2015).

A espécie na fase de pupa ndo se aimenta. Nesta fase, permanece a maior parte do
tempo inativa na superficie da agua. Este estadio compreende geralmente de dois atrés dias e
se caracteriza pelo surgimento de caracteres do adulto, a exemplo de asas, probdscida e patas.

O adulto representa a fase reprodutiva do vetor (Figura 3).
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FIGURA 3: Desenho ilustrativo de uma fémea de Ae. aegypti.

Fonte: Imagem disponivel em: http://www.araras.sp.gov.br/aedes/.

O mosquito apresenta coloragdo escura, com escamas brancas nas bases dos
segmentos tarsais e um desenho em forma de lira no mesonoto. Os machos se distinguem das
fémeas por possuirem antenas plumosas e palpos mais alongados, caracteristica também
presente em mosquitos Ae. albopictus. As fémeas, por sua vez s3o as Unicas a se adimentarem
de sangue, de onde obtém proteinas para a maturagéo dos ovdcitos, tendo marcada predilecdo
pelo homem, mas naturalmente podem ingerir seiva de plantas. Este comportamento
antropofilico, associado ao encontro do mosquito no meio urbano, torna-se um desafio para o
controle da dengue (BRAGA, 2007; COSTA et a., 2012; POWELL; TABACHNICK, 2013;
KRAEMER et a., 2015). A Figura 4 apresenta os estadios de desenvolvimento de mosquitos

do género Aedes.
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FIGURA 4: Ciclo de vida de mosquitos do género Aedes. O
mosquito apresenta trés fases aquéticas, ovo, larva (quatro estadios
larvarios) e pupa, antes de atingir a fase adulta

Fonte: FUNASA, 2001. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov. br/bvs/publicacoes/funasa/man_dengue. pdf.

1.3.2 Aedes albopictus (Skuse, 1894)

O mosquito Ae. albopictus pertence ao grupo Scutellaris do subgénero Stegomyia. E
considerada vetor secundario do virus da dengue, sobretudo no sudeste da Asia (KNUDSEN,
1995) (Figura 5). O Ae. albopictus tem origem asidtica, por isso recebe a denominagdo de
“Tigre Asidtico’. A sua distribuicdo original incluia o sudeste do continente Asiatico, sendo
considerado autdctone das regides Oriental, Australasia (Australia, Nova Zelandia e Nova
Guiné), Oceania e Paeartica. No entanto, o comércio internacional de pneus usados tem
facilitado a disseminacao da espécie que atingiu localidades distantes de seu centro de origem,
como os continentes Norte e Sul Americanos, Africa, Europa meridional, assim como
agumas ilhas do Pacifico e Havai, ocupando principamente os ambientes urbano e
periurbano (HUGHES; PORTER, 1956).
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FIGURA 5: Desenho ilustrativo de uma fémea de Ae. albopictus.

Fonte: Imagem disponivel em: http://www.biologia.seed.pr.gov.br.

Em semelhanga ao Ae. aegypti, os ovos de Ae. albopictus embrionados sdo aptos a
sobreviver por periodos prolongados em umidade e temperatura moderadas. Quanto a fase
larvaria, o desenvolvimento dos quatro estadios varia de cinco a dez dias em temperatura
ambiente aproximada dos 25°C. A baixa oferta de alimento durante esta fase pode ocasionar
decréscimo no tamanho do adulto, como verificado também em Ae. aegypti (HAWLEY,
1988).

O Ae. albopictus apresenta cor negra, com uma faixa estreita longitudinal, mediana e
branco-prateada, e patas marcadas de branco e preto. As fémeas vivem mais tempo que os
machos, chegando a viver de quatro a oito semanas em laboratorio e de trés a seis meses em
campo. A espécie é encontrada também em ambiente silvestre, o que dificulta sua eliminacdo
pelos programas de controle urbanos. O mosquito é considerado vetor secundario do DENV
nas Américas, por ndo ser muito doméstico e nem muito antropofilico, no entanto, ainda que
haja a eliminacdo do Ae. aegypti, existe risco de transmissdo do virus pelo Ae. albopictus.
Algumas areas da Indonésia tém sido alvo de surtos de dengue com frequéncia, nas partes
rurais do pais, onde o Ae. albopictus é a espécie predominante. Na Asia, este mosquito tem
um papel importante na transmissao da Encefalite Japonesa e Dirofilaria immitis (HAWLEY,
1988, WERNER et al., 2012). Experimentos em laboratério com mosquitos coletados no
Caribe (Martinica e Guadalupe), América do Norte (sul dos EUA) e Américado Sul (Brasil e
Guiana Francesa), mostraram que tanto o Ae. albopictus quanto o Ae. aegypti, sdo vetores
competentes parao ZIKV (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016).
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A rapida capacidade de dispersao do Ae. albopictus, aliada a potenciaidade para
ocupar diferentes ambientes e de se alimentar do sangue de diferentes mamiferos, induziu
pesquisadores a levantarem hipétese sobre a potencialidade desta espécie atuar como vetora
da febre amarela e da dengue nas Américas. A participacdo desta espécie na transmissado
desses virus poderia modificar a epidemiologia da transmissdo destas enfermidades nesta
regido do mundo (MITCHELL, 1991; BORGES, 2001; REZZA et a., 2012; BONIZZONI et
al., 2013).

1.4 Xenomonitoramento de Dengue virus em mosquitos de campo

A circulagdo de DENV depende da forma em que se organiza o espaco geografico
dos centros urbanos, a migragcdo humana, o modo de vida de suas populagdes e os seus
reflexos no ambiente. Esses fatores criam condi¢des para a proliferacdo dos vetores, bem
como a circulagdo e introducdo de cepas virais. Em muitas regides tropicais as deficiéncias no
abastecimento de agua encanada fazem com que muitos habitantes passem a armazenar o
liquido em depdsitos nos domicilios. Por sua vez, a aglomeracdo humana propicia condi¢oes
para o aumento do nimero de mosquitos que entram em contato com a populagdo. Outro
habito encontrado nas comunidades vem a ser o acumulo de lixo, no qual € possivel encontrar
recipientes passivels de servir como criadouros (FORATTINI, 2002; PINHEIRO; TADEI,
2002).

Além disso, a propagacao de virus causadores da dengue é facilitada pelo aumento
da intensidade e velocidade do trafego aéreo e terrestre. Esses agentes etiol 6gicos podem ser
rapidamente transportados no sangue de pessoas portadoras da infecgdo, e, como o periodo de
viremia é de aproximadamente oito dias, facilita sua disseminagdo pelo mosquito vetor
(GUBLER, 1997).

Atualmente, o eixo dos programas de controle da dengue tem sido o combate aos
mosquitos vetores mediante a vigilancia vetorial e a aplicagdo de inseticidas, que vem
apresentando baixa eficacia e atos custos (PENNA, 2003; MACIEL et al., 2008). O
desenvolvimento de uma vacina, com eficacia e seguranca, permitiria o controle da doenca,
de maneira semel hante ao controle da febre amarela. Esta situacdo representa um desafio, pois
grande parte dos municipios brasileiros ndo apresenta estrutura fisica, como a existéncia de
laboratérios para a realizagdo de andlises moleculares que agilizem o diagnéstico (MACIEL
et a., 2008).

Atualmente, a vacina para uso preventivo contra a dengue, encontra-se em fase de

desenvolvimento. O Instituto Butantan, no Estado de S&o Paulo, e a Fundagéo Oswaldo Cruz,
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no Estado do Rio de Janeiro, sdo institui¢des publicas que tém realizado testes com a vacina
no Brasil. Na vertente privada, o laboratério Sanofi-Pasteur realizou testes com a vacina
candidata, em 13 paises; essa vacina é composta por quatro cepas recombinantes vivas
atenuadas de virus da dengue e tem como base a cepa da vacina febre amarela 17D (YF 17D)
(GUY et al., 2011) e teve aprovacio da Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
em dezembro de 2015, para ser comercializada (ABRASCO, 2016).

Considerando-se esta realidade, a deteccdo de DENV por RT-PCR em mosquitos
vetores se mostra uma importante ferramenta na vigilancia epidemiolégica. A presenca de
virus em mosquitos coletados em campo permite sua detecgdo de seis a oito semanas antes do
inicio de uma epidemia (PINHEIRO et al., 2005; URDANETA et al., 2005; ZEIDLER et al.,
2008; COSTA et al., 2009). Varios protocolos de RT-PCR em amostras clinicas para deteccéo
e identificacdo de sorotipos do DENV tém sido utilizados em varios paises (LANCIOTTI et
a., 1992; HOUNG et al., 2001; JOHNSON et a., 2005).

As vantagens da RT-PCR se referem a uma maior rapidez, sensibilidade e
capacidade para detectar virus ndo viaveis do que nos sistemas de isolamento que amplificam
apenas virus viaveis (GURUKUMAR et al., 2009; LEPARC-GOFFART et al., 2009). No
entanto, a RT-PCR notoriamente € mais propensa a contaminagdo, apesar de conseguir
detectar alguns sorotipos, gendtipos, ou cepas de DENV, mesmo com sua grande variagdo de
sequéncias. E sempre desgjavel a utilizacso de iniciadores que amplifiquem diferentes regides
de genes para a deteccdo de diferentes cepas, bem como suas possivels variantes. O
desenvolvimento recente de ensaios de RT-PCR em Tempo Real tem melhorado a detecgéo
da infecgdo por DENV. Os ensaios desta técnica tém muitas vantagens sobre os métodos
convencionais de RT-PCR, incluindo a rapidez, a medicdo quantitativa, menor taxa de
contaminag&o, maior sensibilidade, maior especificidade e facil padronizacao (SHU; HUANG
2004; KONG et al., 2006; MOUREAU et al., 2007).

1.4.1 RT-PCR em Tempo Real na identificagdo de Dengue virus

A RT-PCR em Tempo Rea (ou RT-gPCR), assim como a RT-PCR convenciona
permite que fragmentos genémicos sejam amplificados, no entanto, a deteccdo dos produtos €
feita diretamente na plataforma de instrumentacgo, utilizando-se marcadores fluorescentes e
métodos sensiveis de mensuracdo da fluorescéncia emitida. Como ndo requer manipulacéo
apoés a amplificagdo, o método € considerado um sistema fechado ou homogéneo, e tem como

vantagens a reducdo de tempo na realizacdo do teste, a diminuigdo do risco de contaminagao,
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bem como a possibilidade de se quantificar a carga viral por comparagdo com uma curva
padréo (NIESTERS, 2002).

Na fase exponencia da amplificacdo € possivel determinar um valor de intensidade
de fluorescéncia, no qual todas as amostras podem ser comparadas. Este valor € denominado
threshold ou limiar, e é calculado em fungdo da fluorescéncia basal (background). Neste
ponto, o sina de fluorescéncia gerado por cada amostra é consideravelmente maior que a
fluorescéncia basal. A quantidade de ciclos de PCR requerida para que cada amostra emita
fluorescéncia suficiente para alcancar este limiar pré-estabelecido € chamado de Ciclo
threshold (Cy), o qual é inversamente proporciona a quantidade inicial do alvo presente na
reacdo. A fluorescéncia emitida é captada pelo sistema dptico do termociclador e transmitida
para um computador onde o software faz a andlise final dos dados (POERSCH et al., 2005).

Varias estratégias de marcagdo vém sendo utilizadas para deteccéo do fragmento
amplificado. Algumas usam substancias fluorescentes que se ligam ao DNA de fita dupla
como SYBR Green, e outras usam sondas marcadas, a exemplo do ensaio fluorogénico da
atividade 5 nuclease (TagMan®), sonda de hibridizagio molecular beacons
(oligonucleotideos que formam uma estrutura secundaria entre as extremidades 5e 3') e
sonda de hibridizacdo Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET). As estratégias que
utilizam fluoréforos como o SYBR Green s&o baseadas na ligagéo deste corante com o DNA
de fita dupla amplificado na reagdo, o que garante sua sensibilidade, mas com uma
especificidade inferior ao daqueles que usam sondas marcadas. A especificidade do produto
amplificado é determinada pela andlise da curva de dissociacdo, a qual permite calcular a
temperatura de desnaturagdo (temperatura de melting — T,,) do produto amplificado que
depende do tamanho e da sequéncia da mesma (POLONI, 2009).

O presente trabalho visou xenomonitorar as populacdes das espécies vetoras Ae.
aegypti e Ae. albopictus para a presenca do DENV em trés Distritos Sanitarios (DS) de Belo
Horizonte, Minas Gerais em diferentes periodos de tempo. Propde-se que o
xenomonitoramento rotineiro da presenca do patdogeno nestas populagbes levara a
identificacdo de areas com alta ou baixa densidade de mosquitos infectados em periodos
anteriores a ocorréncia de casos de dengue em seres humanos. A adequacdo da metodologia,
bem como os resultados obtidos neste estudo, poderdo auxiliar na implantacdo de agbes de
controle mais rapidas, direcionadas e efetivas pelos 6rgaos de vigilancia locais a fim de

reduzir os impactos na Saude Publica em epidemias no futuro.
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2 0OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Xenomonitorar fémeas adultas de Ae. aegypti e Ae. albopictus, coletadas nos Distritos
Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, para a presenca de Dengue virus em Belo Horizonte,

Minas Gerais, durante o periodo de quatro anos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Comparar a densidade populacional de fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus nos
quatro periodos de coleta e nos trés DS de Belo Horizonte, Minas Gerais;

b) Associar a densidade populacional de fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus com os
fatores climaticos indice pluviométrico, temperaturas maxima e minima e umidade

relativado ar;

¢) Correlacionar a densidade populacional de fémeas de Ae. aegypti e de Ae. albopictus

nos quatro periodos de coleta e nos trés DS de Belo Horizonte, Minas Gerais,

d) Verificar comparativamente a presenca de exemplares de Ae. aegypti e de Ae
albopictus positivos para o DENV e a ocorréncia de casos da doenga nos DS incluidos
no estudo.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Areade Estudo

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Belo Horizonte, capital do Estado de
Minas Gerais, localizada na regido centro-sul do Estado, alatitude de 19°49’ 01”7, longitude de
43°57'21” e a 852 m de altitude acima do nivel do mar. O municipio pertence a regido
Metropolitana de Belo Horizonte e a microrregiao de Belo Horizonte. Apresenta uma area de
331.400 Km?, com populacgo de 2.375.151 habitantes e densidade demogréfica de 7.167,02
hab./Km? de acordo com o Censo redlizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
em 2010 (IBGE, 2012).

Em Belo Horizonte existem ribeirbes e varios corregos, que so na sua maioria
canalizados. A capital possui duas sub-bacias afluentes do Rio das Velhas: Ribeirdo Arrudas e
Ribeirdo da Onc¢a, que so afluentes do Rio das Velhas (UFMG, 2003). O clima é tropical
com estacao seca, proximo ao clima subtropical umido, com temperaturas médias anuais entre
17°C e 20°C. O inverno é caracterizado por baixas temperaturas e pouca precipitacdo No
verdo, temperaturas elevadas e ocorréncia de chuvas sdo observadas (PBH, 2012b). A
umidade relativa do ar gira em torno de 65% e a média anual de chuvas é de
aproximadamente 1.300 mm, que sd mais frequentes no periodo de outubro a margo
(INMET, 2012a).

O municipio de Belo Horizonte esta dividido em nove Distritos Sanitarios (DS):
Barreiro, Centro-Sul, Leste, Nordeste, Noroeste, Norte, Oeste, Pampulha e Venda Nova
(PBH, 2012c) (Figura 6). Contudo, no presente estudo, somente os DS Pampulha, Norte e
Leste foram avaliados:

a) Pampulha apresenta a bacia da Pampulha formada por oito afluentes. A area total
desta bacia & de 97 Km?, que corresponde a 42 Km? no municipio de Belo Horizonte.
Nessa regido, verificase uma populacdo estratificada em diversos nivels
socioeconémicos (PBH, 2012c).

b) Norte: possui a maior area verde da capital, que é destinada a parques e areas de
conservacao permanente. Este DS é dividido por quatro cérregos: Vilarinho, Bacuraus,
Isidoro e Onga. Essa regido, nos ultimos anos, € considerada fronteira de expansdo da
capital. E marcada por contrastes, pois se localiza entre bairros que apresentam mel hor
infraestrutura com moradores com maior poder aquisitivo e bairros em condigbes mais
precarias (PBH, 2012c).
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c) Leste situa-se quase totalmente na bacia do Ribeirdo Arrudas e apresenta areas pouco
ocupadas. Ainda nessa localidade atividades primarias (agricultura e mineragdo) séo
desenvolvidas em meio a areas de ocupacdo irregular. Notam-se problemas de

infraestrutura, transporte e saneamento (PBH, 2012c).

Belo Horizonte

Distrito Sanitario —_—

Area de abrangéncia ——

FIGURA 6: Mapa dos Distritos Sanitarios e areas de abrangéncia das unidades
basicas de satde do municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais. Em amarelo,
observam-se os DS avaliados no presente estudo.

Fonte: Adaptado de Corréa et al. (2005).
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Esses trés DS foram selecionados seguindo os seguintes critérios considerados
importantes para o presente estudo:
a) Altaincidéncia de casos de dengue nos ultimos anos, registrados nesses DS, segundo
dados divulgados pela Secretaria Municipal de Saude (SMS) (PBH, 2012a).
b) De acordo com estudos prévios de competéncia vetorial de populacdes de Ae. aegypti
na cidade de Belo Horizonte (GONCALVES, 2010; GONCALVES €t d., 2014); os
DS Pampulha, Norte e Leste apresentaram mosquitos com competéncia vetoria a0
DENV-2 em trés niveis. baixo, médio e alto, respectivamente. Competéncia vetorial
trata da capacidade que um vetor tem de se infectar e transmitir um determinado
patégeno.

3.2 Armadilha para coleta dos culicideos

Para a coleta dos mosquitos foram utilizadas armadilhas BG-Sentinel Full Version®
(Biogents AG, Regensburg, Alemanha). Elas apresentam 35 cm de diametro e pesam cercade
800 g, e sdo compostas pelos seguintes itens: funil escuro, saco escuro para revestimento da
parte interior do funil, dois sacos escuros para a armazenagem dos insetos, cobertura de
organza branca, plastico branco que envolve os demais componentes, trés hastes plasticas de
montagem para sustentacdo da armadilha, tubo acoplado a um ventilador com sistema de

rotacao invertido para sucgao interior e cabo de energia (Figura7).

1. Funil escuro

2. Saco para revestimento do funil

a

Sacos escuros para armazenagem
dos mosquitos

Cobertura de organza branca
Plastico branco

Hastes de montagem
Tubo de succio

Ventilador

© ® NS ok

Cabo de energia

FIGURA 7: Armadilha BG-Sentinel Full Version® desmontada e seus respectivos componentes.

Fonte: Adaptado de Biogents (2008). Disponivel em: http://www.bg-sentinel.com.
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A armadilha contém um atrativo quimico (BG-Lure®) (Biogents AG, Regensburg,
Alemanha) que libera substancias ndo tdxicas semelhantes as existentes na pele humana
capazes de atrair os mosquitos. Esses compostos sdo: 0 amoniaco, o acido lactico e os acidos
graxos, em especial o acido caprdico. O atrativo era colocado em um bolso de malha preto
localizado na parte externa do tubo de sucgdo da armadilha. Ao ser ligada em energia elétrica,
o ventilador gira e dispersa os odores do atrativo pela cobertura de organza branca e, ao
mesmo tempo, o fluxo de ar no tubo de sucgéo faz com que os mosquitos que estgam
proximos ao funil escuro segam capturados e armazenados no saco escuro situado no interior
deste tubo (Figuras 7 e 8).

FIGURA 8: Armadilha BG-Sentinel Full Version® em funcionamento. As setas
vermelhas indicam o fluxo de ar gerado pelo ventilador que dispersa os odores do
atrativo quimico. As setas amarelas indicam o direcionamento dos mosquitos que
S50 atraidos e permanecem préximos ao funil escuro.

Fonte: Biogents (2008). Disponivel em: http://www.bg-sentinel.com.

Os atrativos quimicos tinham vaidade de seis meses e eram substituidos por novos
a0 término deste prazo. Para manutencdo de seu odor, cada atrativo quimico era
acondicionado em geladeira —20°C, quando ndo utilizado nas armadilhas, seguindo as
orientagdes do fabricante.

3.3 Periodos de coleta
Neste estudo foram realizadas capturas de culicideos nos periodos de transmissao de
dengue entre os anos de 2010 e 2014. Baseado em um periodo de captura no inverno, entre os

meses de junho e setembro de 2011, em que houve redugdo relevante da quantidade de



mosquitos coletados, optou-se por nao se realizar coletas nessa estagdo, nos periodos
seguintes.

Ao término de cada semana de coleta, um relatério era repassado a SMS de Belo
Horizonte, contendo informagdes sobre os vetores capturados e sobre a presenga/auséncia de
mosquitos infectados pelo DENV. Essas informagdes tornaram-se fundamentais para que o
Centro de Controle de Zoonoses da SMS atuasse desenvolvendo acgbes focais para a
eliminacao do vetor nestas areas de grande risco.

Destaca-se que para organizagao dos resultados e confecgao dos graficos e tabelas,
assim como para comparagdo com os dados epidemiolégicos da dengue no municipio, no
presente estudo, adotou-se a ordem de semanas do ano, que apresenta um total de 52.
Portanto, a primeira semana do ano em janeiro foi nomeada semana 1 e a ultima semana em
dezembro foi nomeada semana 52. Considerou-se como inicio de cada semana de coleta o
domingo, e o término o sabado (Tabela 1).

TABELA 1: Caracterizagéo dos periodos de coleta de culicideos, com destaque aos anos,
meses e semanas de captura.

Periodo Meses/Anos Semanas epidemiol 6gicas
Primeiro Dezembro/2010 aMaio/2011 502 de 2010 a212de 2011
Segundo Outubro/2011 aMaio/2012 412de 2011 2222 de 2012
Terceiro Outubro/2012 aMaio/2013 40°de 2012 24222 de 2013
Quarto Outubro/2013 aMaio/2014 40° de 2013 a222de 2014

3.4 Coleta dos culicideos

Em cada DS avaliado foram instaladas 20 armadilhas, totalizando 60. O programa
Maplnfo Professional version 10.0 (2009) (MapInfo®, USA) foi utilizado para a selego dos
locais de instalagdo das armadilhas de captura Essa selecdo foi baseada no mapa de Belo
Horizonte, disponibilizado pela SMS, onde os nove DS sdo evidenciados (Figura 9).
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FIGURA 9: Mapa do municipio Belo Horizonte, evidenciando os locais de
instalacdo das armadilhas nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste.

Fonte: Adaptado de PBH (2010).

Em cada DS, as armadilhas receberam a seguinte numeragdo: Pampulha— armadilhas
1 a 20, Norte — armadilhas 21 a 40, e Leste — armadilhas 41 a 60. As armadilhas eram
montadas as segundas-feiras e desmontadas as quintas-feiras. A coleta era realizada, por meio
do recolhimento do saco escuro colocado no interior da armadilha, as tercas, as quartas e as
quintas-feiras. No caso de falha na coleta pelo desligamento ou quando se percebia o n&o
funcionamento de alguma armadilha, o esforco de coleta era prolongado até a sexta-feira
Nesse momento, a armadilha era desmontada e o0 saco para captura era recolhido. As equipes
do Laboratério de Entomologia Médica (CPQRR/FIOCRUZ-MG) que exerciam o trabalho de
campo eram acompanhadas pelos agentes responsaveis pelo controle da dengue vinculadas a
SM S dos respectivos DS.
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Em relacdo a escolha do local de instalagdo da armadilha, os seguintes fatores foram
considerados a fim de facilitar a captura dos mosquitos. sombreamento e protecio contra
chuva; movimentagao de pessoas; e, proximidade com instalacdes de energia elétrica no intra
e peridomicilio. No caso de iméveis particulares, o responsavel pelo mesmo assinava um
termo de autorizacdo da instalacdo da armadilha e visita dos técnicos para condugdo da
pesquisa (Apéndice 1).

Os sacos com os espécimes foram acondicionados em sacolas plasticas do tipo
Ziplock. Esses sacos foram mantidos em caixas de isopor resfriadas por bolsas de gelo durante
o transporte ao Laboratério de Entomologia Médica (CPqRR/FIOCRUZ-MG) para posterior
identificacdo (Tabela 2).

TABELA 2: Cronograma das coletas de mosquitos em Distritos Sanitarios de Belo Horizonte,
Minas Gerais.

Diada semana Atividades

Segunda-feira Montagem das armadilhas

Tercafeira Recolhimento de saco contendo os
especimes

Quarta-feira Recolhimento de saco contendo os
especimes

Quinta-feira Desmontagem das armadilhas e

recolhimento de saco contendo os

especimes

Sexta-feira Retorno ao campo em caso de falha ou

desligamento daarmadilha

3.5 I dentificagdo dos culicideos

Para a identificacio dos espécimes, foram utilizadas chaves de identificagdo de
Forattini (2002) e microscopio estereoscopico Carl Zeiss Stemi DV4 (Zeiss®, Jena,
Alemanha). Os mosquitos foram separados e identificados por espécie, sexo, armadilha, DS e
data de coleta. Os exemplares eram armazenados em tubos conicos (tipo eppendorf) de 1,5
mL DNAse/RNAse free e mantidos em freezer a —70°C, até o momento das andises
molecul ares.

As fémeas de Ae. aegypti foram separadas em tubos conicos, formando pools, que
continham de um até 10 exemplares, separados por armadilha e dia de coleta. As armadilhas
que capturaram mais de 10 fémeas desta espécie por dia, tiveram seus exemplares divididos
em dois ou mais tubos. Ja as fémeas de Ae. albopictus, devido ao seu menor nimero, foram

separadas individualmente também por armadilha e dia de coleta. As demais espécies de
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mosquitos coletadas, apesar de ndo terem sido utilizadas nesta pesquisa, foram armazenadas
em tubos conicos € mantidas a—70°C.

3.6 Extracdo de RNA viral

Os mosquitos (pools de fémeas de Ae. aegypti e fémeas de Ae. albopictus separadas
individualmente) foram macerados em tubos conicos de 1,5 mL DNAse/RNAse free, com
auxilio de pistilo plastico e macerador Pellet Pestle® Motor (Sigma-Aldrich®, Saint Louis,
Missouri), em 200 uL de Tampao Salina Fosfato (Phosphate Buffered Saline — PBS). Apos
centrifugagdo por 15 segundos a 8.000 rpm, 140 pL do sobrenadante foram processados para
extracdo do RNA viral com a utilizaggo do QlAamp® Viral RNA mini Kit (Qiagen®, Venlo,
Limburgo) de acordo com as orientagdes do fabricante. Apds a extracdo, as amostras com

RNA extraido, foram acondicionados em freezer a—70°C.

3.7 RT-PCR em Tempo Real

Para realizaco da RT-PCR em Tempo Real foi utilizado o kit Power SYBR® Green
RNA-to-Cr™ 1-Step (Applied Biosystems®, California, Estados Unidos) (Tabela 3). Os
iniciadores usados paratodos os DENV foram:

a) Primer Forward: 5-AGGACYAGAGGTTAGAGGAGA-3;
b) Primer Reverse: 5-CGY TCTGTGCCTGGAWTGAT-3'.

Esses iniciadores foram desenhados a partir de sequéncias completas dos quatro
sorotipos de DENV, de sequéncias parciais do capsideo e da regido 3' nao-codificadora de
DENV4, isoladas em diferentes areas geograficas do mundo, de acordo com Leparc-Goffart et
al. (2009).

TABELA 3: Componentes do kit Power SYBR® Green RNA-to-Cr™ 1-Step.

Mix de Enzima Transcriptase Reversa Mix Power SYBR® Green RT-PCR

ArrayScript™ Ultra Pure Reverse SYBR® Green | Dye

Transcriptase

RNAse inhibitor AmpliTaq Gold® DNA Polimerase (Ultra
Pure)

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP edUTP)
ROX™ Passive Reference
Optimized buffer components

dNTPs — desoxirribonucleotideos fosfatados.

As reagtes de RT-PCR em Tempo Real foram realizadas em placas MicroAmp® Fast
Optical 96 — Well Reaction Plate with Barcode (0,1 mL) (Applied Biosyﬁems®, Cdiférnia,
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Estados Unidos), em um volume total de 15 uL por poco. O padrdo, as amostras e o controle
positivo (RNA vira extraido de cultura de cdlulas C6/36 de Ae. albopictus infectada em
laboratério com DENV-2), foram distribuidos em duplicatas na placa e o branco da reacéo
(No Template Control — NTC) em quadruplicata. Ap6s aplicacdo de todos os componentes, a
placa foi vedada com o MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems®, California,
Estados Unidos). O mix da reaco continha os reagentes citados na Tabela 4.

TABELA 4: Mix dareacdo de RT-PCR em Tempo Redl.

Reagente Volume para uma reagao
Mix Power SYBR® Green RT-PCR 750L

Primer Foward (10 pmol) 0,3 L

Primer Reverse (10 pmol) 0,37L

Mix de Enzima Transcriptase Reversa 0,15 L

Agua tratada com DEPC 375 L

Amostra 3L
Volumefinal 15 1L

DEPC — dietilpirocarbonato.

As reagdes de RT-PCR em Tempo Real foram processadas na plataforma 7500 Fast
Real-Time Systems (Applied Biosystems®, Cdiférnia, Estados Unidos). Os ciclos foram
reaizados nas condi¢cdes mostradas na Tabela 5 (LEPARC-GOFFART et a., 2009;
GONCALVES, 2010; GONCALVESet a ., 2014).

TABELA 5: Programagdo da maquina de RT-PCR em Tempo Real.

Etapas dareacao Temperatura Tempo Numero deciclos
(C)
Transcri¢ao reversa 48 30 minutos 1
Ativacado daenzima
DNA polimerase 95 10 minutos 1
AmpliTaq Gold®
Desnaturagéo 95 15 segundos 40

Anelamento e extensdo 60 1 minuto 40
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3.8 Construcgao da curva padréao

A curva construida apresentou padrées (P) que variaram de 300.000 a 3 cdpias. Estes
padroes foram construidos a partir de diluigdes seriadas de plasmideos que continham as
sequéncias alvo de DNA complementar (cDNA) de DENV anteriormente digerido e
purificado, de acordo com as orientagdes do manual do fabricante Applied Byosi stems®
(2008). A curvafoi obtida correlacionando-se a concentragdo de DNA (em nuimero de cdpias)
com o momento em que a quantidade de luz de cada tubo atinge o Ct. Os numeros de copias
de cDNA de DENV referentes a cada padrao foram: P1 — 300.000 cépias, P2 — 30.000, P3 —
3.000, P4 — 300, P5 — 30, e P6 — 3 copias. Essa metodologia foi padronizada e adotada em
estudos prévios realizados pelo Laboratério de Entomologia Médica (GONCALVES, 2010;
GONCALVESEet a., 2014).

3.9 Critério de positividade e negatividade para a pesquisa de RNA de Dengue virus nas
amostras de campo

A pesquisa de RNA de DENV foi considerada positiva quando: a) as amostras
gpresentaram Ciclo de threshold (Ct) < 35 (CHEN et al., 2010); b) as amostras foram
identificadas no intervalo da curva padrdo (entre P1 e P6); e c) pela andlise da curva de
dissociagdo (curva de melting), segundo as orientacdes do fabricante Applied Byosis,tems®
(2008) e de acordo com os estudos de Gongalves (2010) e Gongalves et al. (2014).

3.10 Dados meteor ol gicos

Os dados meteorol 6gicos referentes ao indice pluviométrico, temperatura (maxima e
minima) e umidade relativa do ar, em Belo Horizonte, foram obtidos, pela consulta semanal
no site do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2010, 2011, 2012b, 2013, 2014), no
médulo Estagdes Automaticas. As informagdes do municipio eram alimentadas na homepage,
pela Estagcdo Meteoroldgica da Pampulha.  As informagbes foram acessadas pelo endereco
eletronico [http://www.inmet.gov.br/sonabra/pg_dspDadosCodigo.php?QTUyMQ==] durante
todo o periodo de estudo.

3.11 Casos de Dengue

Os casos de dengue notificados semanamente nos trés DS em estudo eram
informados por membros da SMS de Belo Horizonte, para o acompanhamento da
epidemiologia da doengca no municipio. Estas informagbes também puderam ser acessadas
pelo enderego eletrénico da PBH (PBH, 2010, 2011, 2012a, 2013, 2014).
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3.12 Analise estatistica

Os dados referentes a quantidade de fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus coletados
nos quatro periodos de estudo, por DS, foram avaliados quanto a distribuicdo normal, por
meio do teste de Shapiro-Wilk. Como estes ndo se gjustaram a distribuicdo normal, andlises
ndo-paramétricas correspondentes foram utilizadas. Para examinar se houve diferenca nas
medianas de mosquitos coletados por periodos de coleta e/ou DS, foi utilizada a andlise de
Kruskal-Wallis (H). Quando constatada a diferenga, utilizou-se o teste de Dunn (AYRES et
al., 2007).

O valor de H calculado para cada andlise foi comparado ao valor de H definido na
tabela de quantis para a estatistica de teste de Kruskal-Wallis. Sempre que o valor calculado
eramaior do que o apresentado na tabela a um determinado grau de liberdade, considerando a
quantidade de grupos comparados, e o vaor de p era menor ou igual a 0,05, rgjeitou-se a
hipétese de medianas iguais, e prosseguiu-se com o teste de Dunn (SIQUEIRA; TIBURCIO,
2011).

Para examinar a relagdo entre quantidade de fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus
capturados frente as variaveis climaticas (indice pluviométrico semanal, temperatura médias
semanais maxima e minima, € umidade relativa do ar média semanal) foi utilizada a
correlacao de Spearman (rs) (AYRES et a., 2007). Para se caracterizar que houve correlagéo
entre as variaveis analisadas, era preciso que o valor de p fosse menor ou igual a 0,05. Além
disso, a correlacdo foi considerada positiva quando o valor de rs foi maior que O e negativa
quando este valor foi menor que 0. O valor de rs pode variar entre 1 e — 1. Quanto mais se
aproxima desses valores extremos, mais forte € a correlagcdo (sgja positiva ou negativa)
(AYRES et a., 2007).

A correlagdo de Spearman (rs) também foi usada para se determinar a relagéo entre
fémeas coletadas de Ae. aegypti e Ae. albopictus em todo o periodo de estudo, nos trés DS
(AYRES et a., 2007).

Em todos os testes realizados, o nivel de significancia adotado para se rejeitar a
hipétese nula foi de 5%. O banco dados deste estudo foi elaborado utilizando-se o software
Microsoft Excel 2007 e as andlises de dados foram realizadas por meio do pacote estatistico
GraphPad Prism version 5.03 (La Jolla, CA, USA).

Os vaores de p, significativos ao nivel citado (5%), foram destacados no texto,
tabelas e graficos com asterisco (*). Para p < 0,05 adotou-se um asterisco (*), parap < 0,01
utilizou-se dois asteriscos (**) e para p < 0,0001 foram adotados trés asteriscos (***)
(SIQUEIRA; TIBURCIO, 2011).
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4 RESULTADOS

4. 1 Aedes aegypti

4.1.1 Captura deculicideos

As fémeas de Ae aegypti coletadas nos quatro periodos totalizaram 10.662
exemplares. Desse total 1.504 (14,10%), 2.516 (23,59%), 3.728 (34,98%) e 2.914 (27,33%)
foram coletadas respectivamente em cada um dos quatro periodos deste estudo (Grafico 1A).
Em relacdo aos DS de coleta, foram capturadas 4.066 (38,13%) fémeas de Ae. aegypti no DS
Pampulha, 4.287 (40,22%) no DS Norte e 2.309 (21,65%) no DS Leste (Grafico 1B).
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GRAFICO 1: Numero de fémeas de Ae. aegypti coletadas em todo o estudo. (A) Distribuicio de exemplares por
periodo de coleta. (B) Distribuicdo de exemplares por Distrito Sanitario.

Houve diferenca estatisticamente significativa na comparacdo das medianas de
mosquitos coletados entre os periodos (H = 12,94; ***p < 0,0001) e entre os DS (H = 51,20;
***p < 0,0001), pelo teste de Kruskal-Wallis. A mediana de mosquitos do terceiro periodo foi
significativamente maior que a do primeiro (***p < 0,0001) e a do segundo periodo (***p <
0,0001) (Grafico 2A); e as medianas de mosquitos coletados no DS Pampulha (***p <
0,0001) e no DS Norte (***p < 0,0001) foram significativamente maiores que a do DS Leste
(Gréfico 2B).
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GRAFICO 2: Comparacdo entre medianas referentes as fémeas de Ae. aegypti coletadas em todo o estudo. (A)
ComparagZo entre os periodos de coleta. (B) Comparagéo entre os Distritos Sanitarios. ***p < 0,0001.
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4.1.1.1 Primeiro periodo de coleta

A semana 13 (margo de 2011) foi a de maior nimero de espécimes de Ae. aegypti do
periodo, com 138 (9,29%), e a semana 50 (dezembro de 2010) apresentou 0 menor valor, com
a coleta de 20 fémeas (1,32%). No entanto, o maior volume de chuvas foi registrado na
semana 1 (janeiro de 2011), com 168,5 mm® (Gréfico 3). As temperaturas médias semanais
tiveram variagdo entre 15°C e 31,4°C, e a umidade relativa do ar, entre 50,90% e 77,60% no
periodo (INMET, 2010; 2011).
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GRAFICO 3: Numero de fémeas de Ae. aegypti coletadas e indice pluviométrico semanal, no primeiro
periodo, nos Distritos Sanitarios em estudo.
Fonte: INMET (2010, 2011)*.

4.1.1.2 Segundo periodo de coleta

Nesse periodo, a semana 3 (janeiro de 2012) se destacou como a de maior numero de
exemplares de Ae. aegypti coletados, com 200 mosquitos (8,10%). A menor captura foi
registrada na semana 41 (outubro de 2011), com oito mosquitos (0,31%). Observou-se que o
maior volume de chuvas foi notificado na semana 50 (dezembro de 2011), com 307,5 mm®
(Grafico 4). As temperaturas médias semanais tiveram variacdo entre 154°C e 31,7°C, e a
umidade relativa do ar variou de 45,10% a 83,60% no periodo (INMET, 2011; 2012b).
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GRAFICO 4: Numero de fémeas de Ae. aegypti coletadas e indice pluviométrico semanal, no segundo
periodo, nos Distritos Sanitarios em estudo.
Fonte: INMET (2011, 2012b)*.

41.1.3 Terceiro periodo de coleta

Na semana 51 (dezembro de 2012) houve o maior nimero de mosquitos coletados,

totalizando 228 exemplares (6,30%). A semana 40 (outubro de 2012) apresentou o menor
resultado com a captura de 19 fémeas (0,50%). O maior indice pluviométrico foi registrado na
semana 4 (janeiro de 2013), com 159,6mm? (Gréfico 5). As temperaturas médias semanais
tiveram variagcdo entre 14,8°C e 33,4°C, e aumidade relativado ar, entre 45,50% e 81,20% no

periodo (INMET, 2012b; 2013).
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GRAFICO 5: Numero de fémeas de Ae. aegypti coletadas e indice pluviométrico semanal, no terceiro
periodo, nos Distritos Sanitarios em estudo.
Fonte INMET (2012b, 2013)*.

4.1.1.4 Quarto periodo de coleta

Na semana 1 (janeiro de 2014) houve o maior numero de mosquitos coletados,
totalizando 217 espécimes (7,44%). A semana 41 (outubro de 2013) apresentou o menor
resultado, com a coleta de 14 fémeas (0,48%). O maior indice pluviométrico foi registrado na
semana 51 (dezembro de 2013), com 2656mm> (Gréfico 6). As temperaturas médias
semanais tiveram variacdo entre 14,8°C e 32,8°C, e a umidade relativa do ar variou de
51,70% a 80,00% no periodo (INMET, 2013; 2014).
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GRAFICO 6: Numero de fémeas de Ae. aegypti coletadas e indice pluviométrico semanal, no quarto
periodo, nos Distritos Sanitarios em estudo.
Fonte: INMET (2013, 2014)*.
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4.1.2 Correlagcdo entre numero de fémeas de Aedes aegypti e fatores climaticos
considerando todo o periodo de estudo

Nao houve associacdo entre pluviosidade e nimero de espécimes de Ae. aegypti
coletados, considerando-se todo o periodo de estudo. No entanto, houve correlacdo positiva
entre quantidade de fémeas coletadas diariamente e temperaturas maxima (rs = 0,60; ***p <
0,0001) e minima (rs = 0,53; ***p < 0,0001), respectivamente. Também se verificou
correl agdo negativa entre umidade relativa do ar e nimero de fémeas coletadas por dia (rs = —
0,45; **p = 0,001) (Tabela6).

TABELA 6: Correlagdo entre numero de fémeas de Ae. aegypti coletadas diariamente e
variaveis meteorol bgicas, nos quatro periodos de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

Paresdevariaveis rs p
Numero de fémeas de Ae. aegypti e indice pluviométrico 0,22 0,34
Numero de fémeas de Ae. aegypti e temperatura maxima 0,60 < 0,0001***
Numero de fémeas de Ae. aegypti e temperaturaminima 0,53 < 0,0001***
Numero de fémeas de Ae. aegypti e umidade relativado ar -0,45 0,001**

rs — Correlagdo de Spearman; p — valor de p. Fonte: INMET (2010, 2011, 2012b, 2013,
2014).
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4.1.3 Amostras positivas para o Dengue virus por periodos e semanas

4.1.3.1 Primeiro periodo de coleta

No primeiro periodo de coleta, foram capturadas 1.504 fémeas de Ae. aegypti, que
foram divididas em 958 pools, e deste total, 53 (5,53%) foram positivos para o DENV. A
semana 13 (marco de 2011) foi a de maior nimero de pools formados, com 74 (7,83%), no
entanto na semana 14 (abril de 2011), verificou-se 0 maior nimero de pools positivos para o
virus, com 34 (64,18%) (Gréfico 7).
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GRAFICO 7: Numero de pools de fémeas de Ae. aegypti totais e numero de pools infectados pelo Dengue
virus por semana, no primeiro periodo de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

4.1.3.2 Segundo periodo de coleta

Em relagdo ao segundo periodo de capturas, foram coletadas 2.516 fémeas de Ae.
aegypti, divididas em 1.403 pools, e destes, 86 (6,12%) foram positivos para o DENV. No
que diz respeito a semana de maior nimero de pools formados, na semana 3 (janeiro de
2012), obteve-se 87 (6,37%). A semana 52 (dezembro de 2011), por sua vez, foi a de maior
positividade de pools do mosquito, com 27 (31,43%) (Grafico 8).
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GRAFICO 8: Numero de pools de fémeas de Ae. aegypti totais e nimero de pools infectados pelo Dengue
virus por semana, no segundo periodo de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

41.3.3 Terceiro periodo decoleta

No terceiro periodo de coleta, houve a captura de 3.728 exemplares fémeas de Ae.
aegypti, com a formacgdo de 1.818 pools, e destes, 164 (9,01%) pools foram positivos para o
DENV. Na semana 8 (fevereiro de 2013) houve o0 maior nimero de pools formados, com 90
(5,15%) e na semana 21 (maio de 2013) o maior nimero de positivos para o virus, com 20
(12,44%) (Gréfico 9).
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GRAFICO 9: Numero de pools de fémeas de Ae. aegypti totais e nimero de pools infectados pelo Dengue
virus por semana, no terceiro periodo de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

4.1.3.4 Quarto periodo de coleta

Quanto ao quarto periodo de capturas, foram coletadas 2.914 fémeas de Ae. aegypti,
divididas em 1.877 pools, dos quais 40 (2,13%) foram positivos para o virus. No que diz
respeito a semana de maior nimero de pools formados, na semana 15 (abril de 2014), obteve-
se 124 (6,60%). A semana 14 (abril de 2014), por sua vez, foi a de maior positividade de
pools do mosquito, com 28 (70,0%) (Gréafico 10).
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GRAFICO 10: Numero de pools de fémeas de Ae. aegypti totais e nimero de pools infectados pelo Dengue
virus por semana, no quarto periodo de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

4.1.3.5 Distritos Sanitarios

Nos quatro periodos de estudo, dos 343 pools de Ae. aegypti positivos parao DENV,
126 (36,73%) foram encontrados no DS Pampulha, 134 (39,06%) no DS Norte e 83 (24,19%)
no DS Leste Em relagdo aos periodos de coleta, o DS Pampulha obteve os maiores
percentuais de pools positivos para o DENV, no primeiro (45,29%), segundo (41,87%) e
quarto (40,00%) periodos; e o DS Norte, no terceiro periodo, com 47,57% de positividade
(Tabela?).



TABELA 7: Numero e porcentagem de pools de Ae. aegypti positivos para o Dengue
Vvirus, nos quatro periodos de coleta e nos trés Distritos Sanitarios em estudo.

Distrito Sanitario

Pampulha Norte Leste Total
Periodo N (%) N (%) N (%) N (%)
1° 24 (45,29) 15 (28,30) 14 (26,41) 53 (100,00)
2° 36 (41,87) 30 (34,88) 20 (23,25) 86 (100,00)
3° 50 (30,48) 78 (47,57) 36 (21,95) 164 (100,00)
4° 16 (40,00) 11 (27,50) 13 (32,50) 40 (100,00)
Total 126 (36,73) 134 (39,08) 83 (24,19) 343 (100,00)

N — numero de pools positivos; % — porcentagem de pools positivos.
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414 Amostras positivas para o Dengue virus e ocorréncia de casos de dengue nos
Distritos Sanitarios

4.1.4.1 Primeiro periodo de coleta

No primeiro periodo de estudo, foram notificados 2.022 casos de dengue nos trés DS
(Tabela 8). Observou-se que a semana de maior nimero de pools positivos do culicideo foi a
14 (abril de 2011) com 34 (64,15%). No entanto, a de maior niumero de notificacdes da
doenca em seres humanos foi a semana 12 (margco de 2011), com 168 (8,49%) registros
(Gréfico 11).

TABELA 8: Numero e porcentagem de casos de dengue, por periodo de coleta, registrados
nos trés Distritos Sanitarios em estudo.

Distrito Sanitario

Pampulha Norte Leste Total
Periodo N (%) N (%) N (%) N (%)
1° 444 (21,95) 924 (45,71) 654 (32,34) 2.022 (100,00)
2° 578 (29,85) 784 (40,51) 574 (29,64) 1.936 (100,00)
3° 10.405 (24,69)  19.307 (45,83)  12.423(29,48) 42.135(100,00)
4° 857 (30,94) 903 (32,61) 1.009 (36,45) 2.769 (100,00)
Total 12.284 (25,14) 21918 (44,86)  14.660 (30,00) 48.862 (100,00)

N — nimero de casos de dengue; % — porcentagem de casos de dengue. Fonte: PBH (2010,
2011, 20123, 2013, 2014).
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GRAFICO 11: Numero de pools infectados de Ae. aegypti pelo Dengue virus e casos de dengue notificados
nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, por semana, no primeiro periodo.
Fonte: PBH (2010, 2011)*.

4.1.4.2 Segundo periodo de coleta

Em relacdo ao segundo periodo de coleta, a SM'S revelou a ocorréncia de 1.936 casos
de dengue nos trés DS (Tabela 8). Na semana 52 (dezembro de 2011), obteve-se 0 maior
numero de pools positivos para o DENV, com 27 (31,39%), entretanto, o maior registro de
casos da doenca em seres humanos com 108 (5,58%) notificagbes ocorreu na semana 3
(janeiro de 2012) (Grafico 12).
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GRAFICO 12: Numero de pools infectados de Ae. aegypti pelo Dengue virus e casos de dengue notificados
nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, por semana, no segundo periodo.
Fonte: PBH (2011, 2012a)*.

41.4.3 Terceiro periodo decoleta

No terceiro periodo de capturas, o nUmero de casos da doencga nas regides em estudo
aumentou para 42.135 registros (Tabela 8). A semana 21 (maio de 2013) foi a de maior
numero de pools positivos do vetor com 20 (12,19%), contudo na semana 14 (abril de 2013),
foram registrados 5.139 (13,92%) casos de dengue, o que correspondeu ao maior valor

semanal do periodo (Grafico 13).
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GRAFICO 13: Numero de pools infectados de Ae. aegypti pelo Dengue virus e casos de dengue notificados
nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, por semana, no terceiro periodo.
Fonte: PBH (20123, 2013)*.

4.1.4.4 Quarto periodo de coleta

Em relagdo ao quarto periodo de coleta, a SM S registrou 2.769 casos de dengue nos
trés DS (Tabela 8). Na semana 14 (abril de 2014), obteve-se 0 maior nimero de pools
positivos para o DENV, com 28 (70,0%). Porém, as maiores notificagdes de casos da doenca
em seres humanos, com 175 (6,30%), ocorreram na semana 7 (fevereiro de 2014) (Gréafico
14).
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GRAFICO 14: Numero de pools infectados de Ae. aegypti pelo Dengue virus e casos de dengue notificados
nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, por semana, no quarto periodo.
Fonte PBH (2013, 2014)*.
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4.2 Aedes albopictus

4.2.1 Capturadeculicideos

Nos quatro periodos de estudo, foram coletadas 511 fémeas de Ae. albopictus, sendo
117 (22,89%) no primeiro, 44 (8,61%) no segundo, 199 (38,96%) no terceiro e 151 (29,54%)
no quarto periodo (Grafico 15A). Em relagdo aos DS de coleta, foram capturadas 234
(45,80%) fémeas de Ae. albopictus no DS Pampulha, 99 (19,37%) no DS Norte e 178
(34,83%) no DS Leste (Grafico 15B).
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GRAFICO 15: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas em todo o estudo. (A) Distribuico de exemplares por
periodo de coleta. (B) Distribuicdo de exemplares por Distrito Sanitario.

Houve diferenca estatisticamente significativa na comparacdo das medianas de
mosquitos coletados entre os periodos (H = 30,36; ***p < 0,0001) e entre os DS (H = 20,16;
***p < 0,0001), pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas de mosquitos do primeiro (***p <
0,0001), do terceiro (***p < 0,0001) e do quato (***p < 0,0001) periodos foram
significativamente maiores que a do segundo, pelo teste de Dunn (Gr&fico 16A); e as
medianas de mosquitos coletados no DS Pampulha (***p < 0,0001) e no DS Leste (*p < 0,05)
foram significativamente maiores que ado DS Norte (Gréfico 16B).
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4.2.1.1 Primeiro periodo de coleta

A semana 51 (dezembro de 2010) foi a que apresentou 0 maior nimero de
exemplares, totalizando 13 (11,11%). Nao foram capturados exemplares nas semanas 20 e 21
(maio de 2011). O maior volume de chuvas foi registrado na semana 1 (janeiro de 2011), com
168,5 mm?® (Gréfico 17). As temperaturas médias semanais tiveram variacdo entre 15°C e
31,4°C, eaumidade relativado ar, entre 50,90% e 77,60% no periodo (INMET, 2010; 2011).
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GRAFICO 17: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas e indice pluviométrico semanal, no
primeiro periodo, nos Distritos Sanitarios em estudo.
Fonte: INMET (2010, 2011)*.

4.2.1.2 Segundo periodo de coleta

A semana 17 (abril de 2012) foi a que obteve o maior niumero de exemplares deste
periodo, com seis mosquitos (13,63%). Em varias semanas referentes a diferentes meses, ndo
houve capturas: 41, 42, 43, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 2, 7, 8, 9, 11, 20, 21 e 22, o que
caracterizou este como o periodo de menor nimero de espécimes coletados. Verificou-se que
0 maior valor acumulado de chuvas foi notificado na semana 50 (dezembro de 2011), com

307,5 mm?® (Gréfico 18). As temperaturas médias semanais tiveram variagdo entre 15,4°C e
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31,7°C, e a umidade relativa do ar variou de 45,10% a 83,60% no periodo (INMET, 2011;
2012b).
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GRAFICO 18: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas e indice pluviométrico semanal, no
segundo periodo, nos Distritos Sanitarios em estudo.
Fonte: INMET (2011, 2012b)*.

4.2 1.3 Terceiro periodo decoleta

Na semana 6 (fevereiro de 2013) houve o maior nimero de mosquitos coletados: 21
mosquitos (10,55%). N&o houve captura de espécimes em trés semanas: 40 (outubro de 2012),
44 e 46 (novembro de 2012). O maior indice pluviométrico foi registrado na semana 4
(janeiro de 2013), com 159,6mm> (Grafico 19). As temperaturas médias semanais tiveram
variagcdo entre 14,8°C e 33,4°C, e aumidade relativa do ar, entre 45,50% e 81,20% no periodo
(INMET, 2012b; 2013).
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GRAFICO 19: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas e indice pluviométrico semanal, no
terceiro periodo, nos DS em estudo.
Fonte: INMET (2012b, 2013)*.

4.2.1.4 Quarto periodo de coleta

Na semana 2 (janeiro de 2014) houve o maior numero de mosquitos coletados, com
14 espécimes (9,27%). Nas semanas 40 e 42 (outubro de 2013), e 17 (abril de 2014), ndo
houve capturas. O maior indice pluviométrico foi registrado na semana 51 (dezembro de
2013), com 265,6mm?® (Grafico 20). As temperaturas médias semanais tiveram variagso entre
14,8°C e 32,8°C, e a umidade relativa do ar variou de 51,70% a 80,00% no periodo (INMET,
2013; 2014).
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GRAFICO 20: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas e indice pluviométrico semanal, no

quarto periodo, nos Distritos Sanitarios em estudo.
Fonte: INMET (2013, 2014)*.
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422 Correlagdo entre numero de fémeas de Aedes albopictus e fatores climaticos
considerando todo o periodo de estudo

Nao houve associagdo entre pluviosidade e nimero de espécimes de Ae. albopictus
coletados, considerando-se todo o periodo de estudo. No entanto, houve correlacdo positiva
entre quantidade de fémeas coletadas diariamente e temperaturas maxima (rs = 0,25; **p =
0,004) e minima (rs = 0,34; ***p < 0,0001), respectivamente. Nao se verificou correlacio

entre umidade relativa do ar e numero de fémeas coletadas por dia (Tabela 9).

Tabela 9: Correlagdo entre numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas diariamente e
variaveis meteorol bgicas, nos quatro periodos de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

Paresdevariaveis rs p
Numero de fémeas de Ae. aegypti e indice pluviométrico —017 0,06
Numero de fémeas de Ae. aegypti e temperaturamaxima 025 0,004**
Numero de fémeas de Ae. aegypti e temperaturaminima 0,34 <0,0001***
Numero de fémeas de Ae. aegypti e umidade relativado ar ~013 0,15

r — Corrdlacdo de Spearman; p — valor de p. Fonte: INMET (2010, 2011, 2012b, 2013,
2014).
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4.2.3 Amostras positivas para o Dengue virus por periodos e semanas

4.2.3.1 Primeiro periodo de coleta

No primeiro periodo de coleta, foram capturadas 117 fémeas de Ae. albopictus, e
destas, 26 (22,22%) foram positivas parao DENV. A semana 51 (dezembro de 2010) foi ade
maior numero de fémeas capturadas, com 13 (11,23%). A semana 14 (abril de 2011)
gpresentou 0 maior numero de espécimes positivos para o virus, com 10 (38,52%) (Grafico
21).
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GRAFICO 21: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas e numero de fémeas de Ae. albopictus
positivas para o Dengue virus por semana, no primeiro periodo de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

4.2.3.2 Segundo periodo de coleta

Quanto ao segundo periodo de cepturas, foram coletadas 44 fémeas de Ae.
albopictus, e destas, 37 (84,09%) foram positivas para o virus. A semana de maior nimero de
capturas foi a 17 (abril de 2012) com seis (13,70%) fémeas. No entanto, na semana 15 (abril
de 2012), foi encontrado o maior numero de individuos positivos com cinco (13,58%)
(Gréfico 22).
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GRAFICO 22: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas e niumero de fémeas de Ae. albopictus positivas
para o Dengue virus por semana, no segundo periodo de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

4.2.3.3 Terceiro periodo decoleta

No terceiro periodo de coleta, foram capturados 199 exemplares de Ae. albopictus, e
11 (5,54%) foram positivos para o DENV. Na semana 6 (fevereiro de 2013) houve o maior
numero de capturas, com 21 (10,55%) fémeas. Nas semanas 1 (janeiro de 2013) e 16 (abril de
2013), obteve-se 0 maior numero de amostras positivas para o virus, correspondente a trés
(27,27%) individuos em cada (Gréfico 23).
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GRAFICO 23: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas e nimero de fémeas de Ae. albopictus
positivas para o Dengue virus por semana, no terceiro periodo de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

4.2.3.4 Quarto periodo de coleta

Em relagdo ao quarto periodo de capturas, foram coletadas 151 fémeas de Ae.
albopictus, e destas, cinco (3,31%) foram positivas para o virus. O maior nimero de fémeas
capturadas foi registrado na semana 2 (janeiro de 2014) com 14 (9,27%) individuos. No
entanto, somente na semana 14 (abril de 2014), encontrou-se 0 maior numero de espécimes
positivos, com dois (40,00%) (Grafico 24).
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GRAFICO 24: Numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas e nimero de fémeas de Ae. albopictus positivas
para o Dengue virus por semana, no quarto periodo de coleta nos Distritos Sanitarios em estudo.

4.2.3.5 Distritos Sanitarios

Nos quatro periodos de estudo, das 79 fémeas de Ae. albopictus positivas para o
DENV, 33 (41,79%) foram encontrados no DS Pampulha, 24 (30,37%) no DS Norte e 22
(27,84%) no DS Leste (Tabela 10). No DS Pampulha foram registrados os maiores
percentuais de fémeas positivas para o virus no primeiro (53,86%) e segundo (40,56%)
periodos. Norte e Leste obtiveram o mesmo percentual de amostras positivas no terceiro
periodo, com 36,36% em cada DS. Ja no quarto periodo, o DS Leste foi o de maior percentual
de exemplares positivos no quarto periodo, com 80,00% (Tabela 10).



TABELA 10: Numero e porcentagem de fémeas de Ae. albopictus positivas para o
Dengue virus, nos quatro periodos de coleta e nos trés Distritos Sanitarios em estudo.

Distrito Sanitario

Pampulha Norte Leste Total
Periodo N (%) N (%) N (%) N (%)
1° 14 (53,86) 9(34,61) 3(11,53) 26 (100,00)
2° 15 (40,56) 11 (29,72) 11 (29,72) 37 (100,00)
3° 3(27,28) 4 (36,36) 4 (36,36) 11 (100,00)
4° 1(20,00) 0 (0,00) 4 (80,00) 5 (100,00)
Total 33 (41,79) 24 (30,37) 22 (27,84) 79 (100,00)

N — numero de fémeas positivas; % — porcentagem de fémeas positivas.

79
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424 Amostras positivas para o Dengue virus e ocorréncia de casos de dengue nos
Distritos Sanitarios

4.2.41 Primeiro periodo de coleta

No primeiro periodo de estudo, houve o registro de 2.022 casos de dengue
notificados nos trés DS. A semana de maior nimero de exemplares positivos foi a 14 (abril de
2011) com 10 (38,46%), entretanto, a de maior niUmero de notificagbes da doenca em seres

humanos foi asemana 12 (marco de 2011), com 168 (8,49%) registros (Grafico 25).
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GRAFICO 25: Numero de fémeas de Ae. albopictus positivas para o Dengue virus e casos de dengue
notificados nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, por semana, no primeiro periodo.
Fonte: PBH (2010, 2011)*.

4.2.4.2 Segundo periodo de coleta

Quanto ao segundo periodo de capturas, os trés distritos tiveram o registro de 1.936
casos de dengue. A semana 15 (abril de 2012) apresentou 0 maior nimero de espécimes
positivos, com cinco (13,51%); no entanto, foi a semana 3 (janeiro de 2012), a de maior

registro de casos da doenga em seres humanos com 108 (5,58%) notificacdes (Grafico 26).
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GRAFICO 26: Numero de fémeas de Ae. albopictus positivas para o Dengue virus e casos de dengue
notificados nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, por semana, no segundo periodo.
Fonte: PBH (2011, 2012a)*.

4243 Terceroperiodo decoleta

No terceiro periodo de coleta, 0 nimero de casos da doenca nos DS avaliados
correspondeu a 42.135 notificagcbes. As semanas 1 (janeiro de 2013) e 16 (abril de 2013)
foram as de maior nimero de exemplares positivos de Ae. albopictus para DENV, com trés
(27,27%) em cada. Na semana 14 (abril de 2013), 5.139 (13,92%) casos de dengue foram

confirmados, correspondente ao maior valor semanal do periodo (Grafico 27).
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GRAFICO 27: Numero de fémeas de Ae. albopictus positivas para o Dengue virus e casos de dengue
notificados nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, por semana, no terceiro periodo.

Fonte: PBH (20123, 2013)*.

4.2.4.4 Quarto periodo decoleta

Em relacdo ao quarto periodo de capturas, os trés distritos tiveram o registro de 2.769

casos de dengue. Na semana 14 (abril de 2014) registrou-se 0 maior numero de espécimes

positivos, com dois (40,00%), mas foi a semana 3 (janeiro de 2014) a de maior registro de

casos da doenca em seres humanos com 108 (5,58%) notificacdes (Grafico 28).



83

25 . » - 200
M Fémeas positivas

Il Casos de dengue

)
o
1

- 150

s
o
1

100

—
o
1

- 50

Numero de fémeas positivas
=anbuop ap soseo ap olawnN

g

| \
0-
Semana.40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 1 2 3 4 5 6 7 8 .9 11 12 13"14 15 16 17. .18 19 20 21 22.

Més = Outubro "Novembro Dezembro ' Janeiro ' Fevereiro'~ Margo = Abril = Maio

Ano 2013 ' 2014

GRAFICO 28: Numero de fémeas de Ae. albopictus positivas para o Dengue virus e casos de dengue
notificados nos Distritos Sanitarios Pampulha, Norte e Leste, por semana, no quarto periodo.
Fonte: PBH (2013, 2014)*.



4.3 Correlacéo entre numero de fémeas de Aedes aegypti e Aedes albopictus

Verificou-se correlacio positiva entre nimero de fémeas de Ae. aegypti € nimero de
fémeas de Ae. albopictus coletadas semanalmente nos quatro periodos de estudo (rs = 0,56;
***p < 0,0001) (Gréfico 29).
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GRAFICO 29: Correlacdo entre nimero de fémeas de Ae. aegypti e nimero de fémeas de Ae.
albopictus coletadas nos quatro periodos de estudo.

Em relacéo aos DS, também se verificou correlacdo entre nimero de fémeas de Ae.
aegypti e numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas semanalmente: no DS Pampulha (rs =
0,37; ***p < 0,0001) (Grafico 30), no DS Norte (rs = 0,42; ***p < 0,0001) (Grafico 31) e no
DS Leste (rs = 0,57; ***p < 0,0001) (Grafico 32), foram observadas correlagbes positivas

entre as duas variaveis.
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GRAFICO 30: Correlagdo entre numero de fémeas de Ae. aegypti e
numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas nos quatro periodos de
estudo, no Distrito Sanitario Pampulha.
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GRAFICO 31: Correlagio entre nimero de fémeas de Ae. aegypti e
numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas nos quatro periodos de
estudo, no Distrito Sanitario Norte.
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GRAFICO 32: Correlagdo entre nimero de fémeas de Ae. aegypti e
numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas nos quatro periodos de
estudo, no Distrito Sanitario Leste.
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5DISCUSSAO

5.1 Captura de culicideos por periodos e semanas, Distritos Sanitarios e fatores
climaticos

Os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus tém grande importancia em satide publica.
No Brasil o Ae. aegypti € responsavel pelatransmissdo de diversas arboviroses destacando-se
adengue e a febre amarela, e mais recentemente, foi o causador de epidemias de febre da Zica
e febre Chikungunya em varios estados da federacdo (MS, 2016). Além dos métodos
tradicionais de vigilancia das formas imaturas de mosquitos do género Aedes, voltados para
manutencdo de indices de infestacdo do vetor inferiores a 1% (FERREIRA et al., 2009),
varios métodos aternativos tém sido investigados. Os métodos aternativos incluem a
aspiracdo mecanica de mosquitos adultos (SCHOELER et a., 2004), a coleta de ovos do
mosquito (com a utilizagdo de ovitrampas) (BRAGA et a., 2000), a busca ativa de pupas
(MORRISON et al., 2004) e varios tipos de metodologias de captura de mosquitos adultos (a
exemplo de armadilhas para adultos com cola, armadilhas mecanicas e armadilhas de atragdo
quimica) (CHADEE; RITCHIE, 2010; AZIL et al., 2011).

Com a utilizacio de armadilhas BG-Sentinel Full Version” foram capturadas, neste
estudo, 10.662 fémeas de Ae. aegypti e 511 fémeas de Ae. albopictus. Péde-se observar
quanto aos periodos de coleta, diferencas estatisticamente significativas nas medianas dos
numeros de exemplares coletados de ambas as espécies (Graficos 1A, 2A, 15A e 16A). Em
relacéo ao Ae. aegypti, o terceiro periodo de coleta (outubro de 2012 amaio de 2013) foi o de
maior numero de espécimes coletados em relagdo ao primeiro (dezembro de 2010 a maio de
2011) e ao segundo (outubro de 2011 a maio de 2012). Para o Ae. albopictus o primeiro
(dezembro de 2010 a maio de 2011), o terceiro (outubro de 2012 a maio de 2013) e o quarto
(outubro de 2013 a maio de 2014) periodos de coleta tiveram medianas superiores a do
segundo (outubro de 2011 a maio de 2012).

Essa diferenca na quantidade de mosquitos entre os periodos de estudo, relaciona-se
provavelmente aos fatores ambientais (variaveis climatolégicas). Considerando que
determinados tipos de recipientes podem assumir papéis diferenciados na produgdo de adultos
em diferentes regides, pode-se atribuir aos reservatorios domiciliares como sendo o principal
criadouro de Ae. aegypti. Reservatérios permanentes para 0 consumo humano propiciam
excelentes condigdes para a criagdo do vetor, contribuindo assim para a manutencdo de
populacdes desse mosquito, mesmo em periodos ndo favoraveis, como nos meses de baixas
precipitacdes (FORATTINI; BRITO, 2003; PIOVEZAN et a., 2012). Além disso, o Ae.
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albopictus tem sido cada vez mais encontrado em regides intra e peridomicilares de cidades
brasileiras de médio e grande porte (MARTINS et al., 2010; CARVALHO et al., 2014).

Em muitas regiées do mundo, mosquitos do género Aedes apresentam um forte
padréo sazonal associado com temperatura e precipitacdo. A ocorréncia de chuvas fortes e
continuas, intercaladas com periodos curtos sem pluviosidade, esta associada com a eclosio
dos ovos em massa € um aumento no numero de mosquitos (NDIAYE et al., 2006;
ESTALLO et d., 2015).

Durante o periodo avaliado, verificou-se que os maiores indices de coleta de
espécimes de Ae. aegypti e Ae. albopictus foram encontrados nos meses de dezembro e
janeiro, e em aguns anos, em fevereiro, margo e abril. Esses resultados corroboram com os de
Souza et a. (2010) que também notaram alta incidéncia do Ae. aegypti, nos meses de
dezembro e janeiro, no Estado de Goias. Em Sao Paulo, o estudo de Serpa et al. (2006)
enfatizou o més de abril como o de maior pico no encontro de imaturos das duas espécies de
mosquito.

No presente estudo, houve correlagdo positiva entre quantidade de fémeas coletadas
de Ae. aegypti e as variaveis temperaturas maxima e minima, e correlacao negativa entre a
densidade de mosquitos desta espécie e a umidade relativa do ar (Tabela 6). As correlagdes
positivas evidenciam que a medida que ocorreu uma elevagao dessas temperaturas, houve um
acréscimo na quantidade de espécimes coletados, bem como uma correlagdo negativa denotou
uma diminuig¢ao na quantidade de espécimes coletados com 0 aumento da umidade relativa do
ar. Em relacdo as fémeas de Ae. albopictus, observou-se semelhantes correlacdes entre o
nimero de espécimes e os fatores climaticos analisados. A correlagdo foi positiva entre
quantidade de fémeas capturadas e temperaturas maxima e minima, ndo havendo correlagdo
entre espécimes e pluviosidade e ou umidade relativado ar (Tabela 9). Esse resultado indicou
gue o aumento das temperaturas favoreceu um acréscimo na quantidade de exemplares de Ae.
albopictus capturados, semelhante ao observado em Ae. aegypti, para as referidas variaveis.

Na pesquisa realizada por Glasser e Gomes (2002) para identificar a influéncia de
fatores climaticos e a distribuicao das populagbes de Ae. aegypti e Ae. albopictus no Estado de
Séo Paulo, observou-se a influéncia da temperatura nos padrées de expansdo geografica
somente para o Ae. aegypti. Além disso, alguns autores apontam que as condig¢des climaticas,
caracterizadas pelas precipitagdes atmosféricas e temperaturas elevadas, em geral mostram
relacdo positiva com atransmissio de dengue (FORATTINI, 2002; CHRETIEN et al., 2015).

No estudo realizado em Belo Horizonte, o terceiro periodo de coleta (outubro de

2012 a maio de 2013) foi o de maior numero de espécimes de Ae. aegypti e Ae. albopictus
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coletados. Esse periodo, também foi o de maior registro de casos de dengue entre os anos de
estudo e apresentou picos de chuva em novembro e janeiro, além de temperaturas que
variaram de 14,8°C a 33,4°C (INMET, 2012b, 2013). Carrington et a. (2013) testaram o
efeito das flutuacdes de temperatura na competéncia vetorial em Ae. aegypti infectados com o
DENV-1. Esses autores verificaram que o grupo de mosquitos submetidos a oscilagdes de
temperatura entre 30°C (durante o dia) a 20°C (durante a noite), apresentou um aumento na
proporcao da infecgdo disseminada (presenca de virus ou antigenos virais em qualquer parte
do corpo) em 60%, aos 21 e 28 dias pos-exposi¢ao em comparagdo com o grupo de mosquitos
gue permaneceram agpenas a 20°C constantemente. Isso evidenciou que o aumento da
temperatura favoreceu o aumento na taxa de infecgéo disseminada ao sorotipo do virus.

Em Belo Horizonte, o primeiro periodo (dezembro de 2010 a maio de 2011)
correspondeu 20 de menor nimero de fémeas de Ae. aegypti coletadas. Nesse periodo a
temperatura variou entre 15°C e 31,4°C (INMET, 2010, 2011). Para o Ae. albopictus o
segundo periodo (outubro de 2011 a maio de 2012) que apresentou variagdo de temperaturas
entre 154°C e 31,7°C (INMET, 2011, 2012b), foi o de menor captura da espécie. A
temperatura € um dos principais fatores ecologicos associados com o desenvolvimento e
habitos de alimentagdo do Ae. aegypti (FOCKS et al., 1993; FOCKS, 2003). Varios autores
tém estudado o efeito da variavel no desenvolvimento desse vetor (CALADO; SILVA, 2002).
Beserra et a. (2006) estudaram o ciclo de vida do Ae aegypti em quatro diferentes
temperaturas e descreveram que aquelas entre 21°C e 29°C foram as mais favoraveis para o
seu desenvolvimento. Farnesi et al. (2009) observaram que uma baixa temperatura (16°C) ou
uma muito alta (36°C) podem atuar como fatores limitantes em relagéo ao desenvolvimento e
crescimento da popul agao.

Em estudo feito em laboratorio, acerca do efeito da temperatura sobre a populagdo de
Ae. aegypti, Yang et al. (2009) concluiram que o intervalo de 15°C a 30°C € o mais adequado
para a sobrevivéncia de mosquitos adultos enquanto que o intervalo entre 15°C e 35°C foi
considerado uma variagdo 6tima para as fases aquaticas. Lopes et al. (2014) verificaram na
cidade de Sao Vicente, Estado de Sao Paulo, o tempo de desenvolvimento do Ae. aegypti pela
comparacao de curvas de sobrevivéncia do vetor criado individualmente e coletivamente. As
observagdes foram feitas dentro e fora do ambiente laboratorial no inverno e na primavera (a
temperatura minima da agua atingiu 20°C no inverno e 26°C na primavera). Esses autores
constataram que as larvas posicionadas dentro do laboratério apresentaram menor tempo
mediano de desenvolvimento no experimento individual e coletivo (nove e dez dias,
respectivamente) (LOPES et al., 2014).
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A temperatura, a umidade relativa do ar e a precipitagdo foram importantes fatores
que influenciam a variagdo sazonal do Ae. aegypti em Sdo Luis, Estado do Maranhdo. Os
resultados de Bezerra et al. (2013) mostraram uma tendéncia para o desenvolvimento de
mosquitos durante os periodos de redugdo de temperatura (22,30°C) e aumento da umidade
relativa do ar (87,43°C), assim como da precipitacao (537,6 mm”).

Apesar do indice pluviométrico ndo ter apresentado uma correlagzo significativacom
o numero de fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus coletados semanalmente, observou-se
nesta pesquisa, para as duas espécies, um aumento consideravel na densidade de mosquitos
capturados apos os picos de chuvas, registrados principalmente nos meses de dezembro e
janeiro, nos quatro periodos de coleta (Graficos 3, 4, 5, 6, 17, 18, 19 e 20). Em relagdo 20 Ae.
albopictus, o segundo periodo (outubro de 2011 a maio de 2012) apresentou um padrao
diferenciado (Grafico 18). Nesse periodo, o volume de chuvas registrados de novembro a
janeiro foi elevado, sugerindo que as chuvas continuas e de grande porte, podem interferir no
desenvolvimento da espécie. Uma possivel explicagdo € o aumento exagerado do nivel de
agua nos criadouros do mosquito, em sua maioria naturais, comportamento tipico do Ae.
albopictus, de modo que a agua ali presente transborde constantemente, e as formas imaturas
escapem do recipiente, € ndo completem o seu desenvolvimento.

E conhecida a existéncia de relagdo entre chuvas e reprodugdo de mosquitos Aedes
(GOMES et al., 2003). Chiaravalloti-Neto (1997) observou em municipio situado a oeste do
Estado de Séo Paulo que o periodo de chuvas, de novembro a abril, foi considerado
importante para a reproducdo de Ae. albopictus. O Ae. aegypti se torna mais abundante
durante a estacdo chuvosa provavelmente devido a presenga de recipientes com agua
acumulada da chuva, em imoveis habitados e ou terrenos abandonados. Pinheiro e Tadei
(2002) a0 pesquisarem formas imaturas do Ae. aegypti, em Manaus, Estado do Amazonas,
verificaram no periodo chuvoso, pneus, frascos, garrafas, recipientes de armazenamento de
agua (tanques, caixas d’ agua, baldes, entre outros), pegas e materiais de construgdo, como os
criadouros mais produtivos do vetor. O estudo de Glasser et al. (2011) no litoral do Estado de
Sdo Paulo, revelou que as areas coletivas de prédios e os imoéveis ndo residenciais de grande
porte apresentaram as maiores taxas de positividade paraAe. aegypti enquanto os
apartamentos, tiveram as menores, no periodo chuvoso.

As chuvas e a temperatura minima foram preditores significativos na atividade de
oviposicao semana do Ae. aegypti observada no estudo de lbarra et a. (2013) em duas
localidades urbanas do Equador. Esses autores verificaram a presenca de um alto percentual

de pupas (65%), em relagdo as formas imaturas pesquisadas, em contéineres abandonados e



9

de uso doméstico durante a estacdo chuvosa. Esses fatores também tiveram associagdo com
densidades populacionais de Ae. aegypti em periodos que variaram de setembro a maio e
janeiro a maio na pesquisa de Duncombe et al. (2013), na Australia. Outros autores descrevem
gue a dinamica de oviposicao do Ae. aegypti esta associada positivamente com a precipitacéo
(PONTES et al., 2000; HAYDEN et a., 2010; IBARRA et al., 2014; FONSECA et a., 2015).

No estudo de Belo Horizonte, observou-se uma correlagdo positiva entre numero de
fémeas de Ae. aegypti e numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas semanamente nos
quatro periodos de estudo (Grafico 29). A correlagdo testada para as mesmas variavels por
DS, também revelou associagdes significativas em Pampulha, Norte e Leste (Graficos 30, 31
e 32). Esses resultados apontam para 0 aumento no encontro de espécimes de ambas as
espécies no campo, apesar da predominancia de Ae. aegypti nos locais de coleta.

Varios autores tém estudado a competicio entre Ae. aegypti e Ae. albopictus em
relagdo aos seus locais de encontro (PASSOS et a., 2003; SERPA; KAKITANI,
VOLTOLINI, 2008). O Ae aegypti desenvolveu um comportamento estritamente
sinantrépico e antropofilico, com habito predominantemente urbano (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). A adaptacdo aos criadouros artificiais foi um grande
passo em direcdo a sinantropia, € na atualidade esse mosquito depende dos recipientes
manufaturados pelo homem (NATAL, 2002). Ja o Ae. albopictus, tem potencial para se
dispersar em diversos habitats, tanto na zona rural como na urbana e sua presenca nessas areas
evidencia a dispersdo do ambiente silvestre para o urbano (ALBUQUERQUE et a.; 2000;
MILLER; LOAIZA, 2015). As duas espécies podem coexistir na mesma regido e utilizar
criadouros de caracteristicas semelhantes. Colonizam rapidamente locais onde as condi¢des
sdo favoravels para sua proliferacdo e, embora as fémeas ndo percorram grandes distancias,
sua dispersdo é rapida dependendo da disponibilidade de sitios para oviposicao (FORATTINI,
2002; FANTINATTI, 2007). Serpa et al. (2013) encontraram no municipio de Sdo Sebastido,
Estado de Sao Paulo, em armadilhas de oviposic¢ao instaladas no campo, percentuais de 89,5%
e 10,5% para Ae. aegypti e Ae. albopictus, respectivamente.

Nos trés DS visitados durante todo o periodo de estudo, Pampulha, Norte e Leste
foram capturadas 4.066 (38,13%), 4.287 (40,22%) e 2.309 (21,65%) fémeas de Ae. aegypti e
234 (45,80%), 99 (19,37%) e 178 (34,83%) fémeas de Ae. albopictus, respectivamente. Para o
Ae. aegypti, os DS Pampulha e Norte tiveram maiores medianas de mosquitos do que o DS
Leste em todo o estudo (Grafico 2B). Em relacdo ao Ae. albopictus, os DS Pampulha e Leste

tiveram maiores medianas de mosquitos do que o DS Norte (Grafico 16B).
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Esses resultados do encontro de mosquitos Ae. aegypti em diferentes DS e periodos,
mostram que o0 numero de mosquitos coletados no DS Pampulha manteve-se elevado em todo
o estudo. No entanto, nos DS Norte e Leste, observou-se uma diferenciacdo quanto as
espécies pesquisadas, ja que o DS Norte apresentou maior quantidade de Ae. aegypti quando
comparado com o DS Leste, e este por sua vez, obteve maior encontro de mosquitos Ae.
albopictus do que o DS Norte. Apesar de ndo ter sido objetivo do presente estudo, observou-
se nos trés DS a existéncia de recipientes que poderiam ser criadouros para o Ae. aegypti, a
exemplo de pratos usados como base em vasos de plantas, garrafas, latas € mesmo piscinas
em desuso com agua acumulada de chuvas. A existéncia desses recipientes pode sugerir a
realizacdo de estudos mais detalhados sobre a dindmica de oviposi¢do do vetor em Belo
Horizonte.

No que diz respeito ao Ae. albopictus, observou-se que o terceiro (outubro de 2012 a
maio de 2013) e quarto (outubro de 2013 a maio de 2014) periodos de coleta, apresentaram
quantidades superiores de mosquitos capturados que o primeiro (dezembro de 2010 amaio de
2011) e segundo (outubro de 2011 a maio de 2012) periodos (Grafico 15A). Esse resultado
mostra um aumento consideravel nas capturas desta espécie em Belo Horizonte, o que pode
estar relacionado a uma mudanca de comportamento do Ae. albopictus, que parece mais
adaptado ao meio urbano. Ressalta-se que os trés DS apresentam regides com consideravel
area vegetal. A Pampulha apresenta uma das maiores areas verdes da capitd, o
correspondente a 300.000 m?, onde se encontra o Parque Ecolgico Promotor Francisco Lins
do Rego. Por suavez, o DS Norte possui a maior area verde de Belo Horizonte, com 87 areas,
destinadas a parques e areas de conservagdo permanente. Leste tem como principais areas
verdes a mata do Museu de Histéria Natural da UFMG e parte dos parques da Baleia, Marcus
Pereira de Melo e do Centenario, que abrigam diversas espécies da fauna e da flora brasileira
(PBH, 2015a). O maior encontro do Ae. albopictus neste estudo, ocorreu em armadilhas
instaladas proximos dessas areas, nos quatro periodos de coleta (dados ndo descritos nesta
tese).

No entanto, no decorrer do trabalho de campo, armadilhas que anteriormente ndo
capturavam Ae. albopictus, passaram a ter registros do mosquito, em especial no terceiro
(outubro de 2012 a maio de 2013) e quarto (outubro de 2013 a maio de 2014) periodos. Em
relacdo a esse achado, Forattini (2002) considera que o Ae. albopictus merece vigilancia,
tendo em vista que esse mosquito pode se tornar uma ponte entre os ciclos silvestre e urbano
da dengue e da febre amarela, aém de outros arbovirus no Brasil, considerando-se sua

facilidade de frequentar igualmente os ambientes silvestres, rurais, suburbanos e urbanos.
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De acordo com o MS (2014c), a atualizagdo do Levantamento Rapido do indice de
Infestacdo pelo Aedes aegypti (LIRAa) redlizado em dezembro de 2014, revelou que 125
municipios brasileiros se encontravam em situacao de risco para a ocorréncia de epidemias de
dengue devido aos achados de imaturos do vetor: 552 estavam em situacao de alerta e 847
cidades gpresentaram indice satisfatério. O municipio de Belo Horizonte apresentou médio
risco, com LIRAa de 1,2% em margo de 2014; os DS Pampulha, Norte e Leste tiveram os
percentuais de 1,3%, 1,0% e 1,8%, respectivamente para o levantamento. Ja em outubro de
2015 os indices do LIRAa para os respectivos DS foram: 0,8% para Pampulha, 0,3% para
Norte e 0,7% para Leste. O municipio de Belo Horizonte teve percentua geral de 0,6% (PBH,
2015b).

Estudos de Pessanha et al. (2012) apontam para a necessidade de uma vigilancia
continua dos vetores da dengue em Belo Horizonte, com a utilizagéo de ovitrampas e vistoria
nos focos de larvas, de modo que um maior nimero de areas com potencia de transmissio
para a dengue, possam ser identificados. Adicionamente, Freitas, Rodrigues e Almeida
(2011) destacam a necessidade da implementacéo da coleta seletiva de lixo, com expansio a
todas as regides da capita mineira, e da discussio do armazenamento, muitas vezes
inadequado, de embalagens descartaveis usadas como fonte geradora ou de complementaco
de renda pela populagdo de menor nivel socioeconémico. A coleta seletiva no municipio
abrangia, em 2008, apenas 28 dos 489 bairros, recolhendo 7% do lixo potencialmente
reciclavel. Dados mais recentes, no entanto, mostram que o servico de coleta domiciliar porta
a porta abrange 93% da extenso das vias formalmente urbanizadas e 72% da extensdo das
vias das vilas, favelas e conjuntos habitacionais, contemplando 95% da populacdo de Belo
Horizonte. A areados trés DS em estudo € abrangida por esse servico (PBH, 2015c).

Outro dado relevante diz respeito a situacdo do Ae. albopictus no pais. Em 2014, esta
espécie foi detectada em 59% dos 5.565 municipios brasileiros pesquisados, o equivalente a
um aumento de 51,6% no nuimero de municipios infestados em relagdo a 2011. O estudo
mostra ainda a ocorréncia de Ae. albopictus em 23 das 27 unidades federativas do Brasil, com
distribuicdo geografica mais ampla nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste, onde 1.489
(89,3%), 748 (63%) e 245 (52,6%) municipios foram infestados, respectivamente. Os
percentuais de municipios infestados foram muito menores nas regides Norte (139
municipios, 31%) e Nordeste (63, 37%), o que evidencia o avangado processo de urbanizacio
desse mosquito (CARVALHO et a ., 2014).

Distintamente, ja € bem conhecida a tendéncia natural do Ae. aegypti para se

dispersar amplamente através de uma variedade de habitats, o que é provavelmente facilitada



pela sua capacidade para depositar seus ovos em uma ampla diversidade de recipientes.
Vezzani e Schweigmann (2002) apontaram os reci pientes plasticos como os de maior encontro
de larvas de Ae. aegypti em cemitérios de Buenos Aires, Argentina. Em Vitéria, Estado do
Espirito Santo, Vargdo et al. (2005) identificaram as bromélias como potenciais criadouros
para a espécie. Os depositos de armazenamento de agua (barril e tanque) foram incriminados
como os mais produtivos criadouros para o vetor da dengue, pelo encontro frequente de
imaturos nesses recipientes, em Cabo Verde (DUARTE et al., 2013) e também nos varios
estudos desenvolvidos no Brasil. Em Caxias, Estado do Maranhdo, os recipientes de
armazenamento, como tanques, baldes, e outros para estocagem de agua, também foram os
que mais apresentaram larvas de Ae. aegypti na pesquisa de Soares-da-Silva et al. (2012). Os
recipientes de estocagem de agua sdo usados pela populacdo, em varios estados brasileiros,
devido ainterrup¢des no fornecimento de agua encanada.

Devido a um periodo longo de estiagem que abrangeu todo o Sudeste do Brasil em
2014 e primeiros meses de 2015, a respeito do abastecimento de agua no Estado de Minas
Gerais, alguns municipios mineiros tiveram problemas no fornecimento de agua, a exemplo
de Divindpolis, Santa Luzia e algumas regides de Belo Horizonte (COPASA, 2015). Essa
interrupcéo emergencial e frequente no fornecimento de agua, mobiliza a populagdo afetada a
armazenar agua para consumo domeéstico, e por sua vez, a forma descuidada em manter os
recipientes de armazenamento, na maioria das vezes destampados, pode facilitar a oferta de
locais para a proliferacio do Ae. aegypti e do Ae. albopictus, como ocorre em alguns Estados
daregido Nordeste do pais (MARTINS et al., 2010; SOARES-DA-SILVA et a., 2012).

Outro ponto a ser destacado e apontado anteriormente por Forattini (2002), diz
respeito a estimar a presenga do Ae. albopictus em criadouros previamente ocupados somente
pelo Ae. aegypti. Martins et al. (2010) verificaram em Fortaleza, Estado do Ceara, que em
diversos criadouros a auséncia de uma das espécies favorecia sua infestagdo por outra. Esses
autores demonstraram que criadouros ndo infestados por Ae. albopictustinham uma
prevaléncia de infestagdo de 2,05 vezes maior pelo Ae. aegypti.

No presente estudo, houve o encontro de ambas as espécies nos trés DS pesquisados.
Em algumas armadilhas instaladas no campo, houve maior encontro de Ae. aegypti, naquelas
situadas em bairros na regido centra dos DS, e maiores achados de Ae. albopictus em
armadilhas instaladas em bairros mais arborizadas e periféricos. Em pelo menos 20% das
armadilhas era frequente a captura de ambas as espécies (dados ndo descritos nesta tese).

Em decorréncia da grande diversidade que o Ae. aegypti e o Ae. albopictus podem

apresentar para locais de oviposi¢do, em residéncias e em outros iméveis (creches, postos de
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salide, escolas), a exemplo dos locais de instalacdo de armadilhas no presente estudo, faz-se
necessaria a adogdo de estratégias de monitoramento continuo. Dessa forma, em especia nos
trés DS estudados, poder-se-ia estabelecer que locais sdo considerados mais produtivos para o
Ae. aegypti e para o Ae. albopictus rotineiramente, somando-se esses resultados aos obtidos
pelos servicos de controle ja adotados. Além disso, para se conhecer a situacdo
epidemiol 6gica de infestacio desses mosquitos, outra medida sugerida € a busca e descrigéo

detalhada dos recipientes conhecidos e considerados potenciais criadouros.

5.2 Amostras positivas para o Dengue virus por periodos e semanas

O ciclo de transmissdo da dengue inclui o homem doente, qualquer dos quatro
sorotipos do virus da dengue, 0 mosquito vetor do género Aedes e o homem suscetivel. A
transmissao da doenca ao homem suscetivel se da pela picada de mosquitos do género Aedes
infectados pelo DENV. As principais espécies envolvidas so oAe. aegypti, o Ae
albopictus e as espécies do complexo Aedes scutellaris. O periodo de incubagdo da dengue no
homem (periodo de incubagao intrinseco) € de sete a 10 dias (SALAZAR et a., 2007). O
periodo de viremia no hospedeiro humano, quando o repasto sanguineo torna 0 mosquito
infectado, inicia-se um dia antes do aparecimento da febre e permanece até o sexto dia da
enfermidade. O periodo de incubagdo no mosquito (periodo de incubagdo extrinseco) € de oito
a 14 dias, momento a partir do qual ele se tornainfectante, assim permanecendo pelo resto da
vida (RICO-HESSE, 1990; PONTES; RUFFINO-NETO, 1994).

A circulacio e a perpetuacio do DENV na natureza, na estrutura epidemiol égica atual,
se deve ao hospedeiro humano infectado, e ao vetor da enfermidade, os mosquitos do género
Aedes, especiamente nos grandes centros urbanos onde a doenga se mantém sob forma
endemo-epidémica. Mendonga et a. (2009) apontam diversos fatores para a recorrente
formacao de epidemias de dengue nos paises tropicais e subtropicais. Dentre esses fatores,
destacam-se a proliferagdo do mosquito Ae. aegypti, o rapido crescimento demogréafico
associado a intensa e desordenada urbanizagdo, a inadequada infra-estrutura urbana, o
aumento da producao de residuos nao-organicos, os modos de vida na cidade, a debilidade
dos servigos e campanhas de satide publica, bem como o despreparo dos agentes de salide e da
populacéo para o controle da doenca. Por outro lado, o vetor desenvolve resisténcias a
inseticidas cada vez mais evidentes as diversas formas de seu controle (MENDONCA et al.,
2009).

E possivel que a transmissdo vertica transovariana represente outra forma de

manutencdo do virus da dengue em algumas situagdes muito especificas em zonas rurais,
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florestas e/ou cidades, nos periodos inter-epidémicos ou de auséncia de chuvas. A transmissao
transovariana do virus da dengue ocorre com probabilidades variadas dependendo da cepa do
virus, método de infecgdo e espécie do mosquito (FOUQUE et al., 2004; LEE; ROHANI,
2005). Além disso, o virus que infecta machos pode ser repassado a fémeas através do
mecanismo de transmissio venérea durante o acasalamento, e por sua vez, as fémeas
infectadas podem propagar verticalmente o virus para sua prole (ROSEN, 1987; TU €t al.,
1998).

No entanto, para que a doenca sgja disseminada, isto € ocorram epidemias, deve-se
considerar a competéncia vetorial dos mosquitos, que € definida como a capacidade intrinseca
de um artrépode a tornar-se infectado e posteriormente transmitir um agente patogénico, a
exemplo do DENV (KRAMER; EBEL, 2003). Os estudos sobre competéncia vetorial
relacionados a cinética da replicagéo e tropismo do DENV nas populacdes do género Aedes
sd0 importantes, pois podem contribuir para uma melhor compreensdo do potencid de
transmissdo e da interagdo virus-vetor, fatores que condicionam a epidemiologia da dengue
em uma determinada localidade (GONCALVES, 2010; GUEDES, 2012; MOURA et al.,
2015).

No presente estudo, a positividade de pools de mosquitos Ae. aegypti revelou um
padrdo semelhante ao longo dos quatro anos de estudo. Verificou-se que os primeiros pools
positivos foram identificados em dezembro (Graficos 7 € 10), e logo em seguida, observou-se
uma diminuicdo no encontro de amostras positivas para o DENV. Um aumento dos pools
positivos ocorreu novamente em meados de fevereiro e abril. Vale ressaltar que o terceiro
periodo mostrou um padréo diferente, tendo em vista os achados de fémeas de Ae. aegypti
positivas em praticamente todas as semanas de capturas, provavelmente devido a ocorréncia
de uma grande epidemia causada pelos DENV-1 e DENV-4 (Gré&fico 9). Porém, vale ressaltar
gue o monitoramento semanal das regides apontou a presenca do virus em todos os anos de
coleta para ambas as espécies em todos os DS.

Para o Ae. aegypti, por exemplo, Pampulha, Norte e Leste obtiveram, 36,73%, 39,08%
e 24,19% de pools positivos da espécie, considerando os quatro periodos de estudo. Ao longo
dos anos, o DS Pampulha obteve a maioria dos percentuais de positividade das amostras,
considerando-se cada periodo separadamente. Somente no terceiro periodo, o DS Norte
apresentou maior percentual de fémeas infectadas (Tabela 7). Durante a pesquisa em Belo
Horizonte observou-se que os DS Norte e Leste tiveram os maiores registros de casos de
dengue com 21.918 e 14.660, respectivamente. Nos quatro anos de estudo, Pampulha obteve
12.284 notificagdes da doenca (PBH, 2010, 2011, 2012a, 2013, 2014). Isso pode sugerir que
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nem sempre a regiao que apresenta maior nuimero de mosquitos positivos é também aquela
que apresenta uma populacdo de competéncia vetorial considerada alta, isto €, capaz de
transmitir o virus a seres humanos causando um maior impacto na ocorréncia de epidemias.
Goncalves (2010), verificou em estudo sobre a competéncia vetorial das populagdes de Ae.
aegypti dos nove DS de Belo Horizonte, que os mosquitos do DS Norte foram mais
competentes 20 DENV-2, dos quais 70% das fémeas analisadas por RT-PCR apresentaram o
virus nas glandulas salivares, apoés 14 dias de infecgao artificial em laboratério.

No que diz respeito ao Ae. albopictus houve o encontro de 41,79%, 30,37% e 27,84%
de fémeas positivas para 0 DENV, nos DS Pampulha, Norte e Leste, respectivamente. Para
essa espécie as porcentagens de fémeas positivas considerando cada periodo separadamente
foram maiores do que a quantidade de pools positivos de Ae. aegypti (Tabela 10). Guedes
(2012) 20 estudar a competéncia vetorial de populagbes de Ae. aegypti e Ae. albopictus do
Estado de Pernambuco, verificou que ambas as espécies foram competentes para transmitir
sorotipos 1, 2 e 3 do virus da dengue, em laboratorio.

Ainda em relacdo ao Ae. albopictus, a presenca de fémeas positivas para o DENV, por
agumas vezes coincidia com os registros de Ae. aegypti. No entanto, diferente do que
aconteceu ao Ae. aegypti, foi 0 segundo periodo o de maior ocorréncia de amostras positivas
para o Ae. albopictus (Grafico 22). Em quase todas as amostras capturadas e analisadas,
verificou-se a presenca do DENV, o que tornou esse periodo com um padrdo bastante
diferenciado. Observou-se na realizacio da RT-PCR em Tempo Real que apesar do encontro
consideravel de fémeas de Ae. albopictus infectadas pelo DENV nesse periodo, a quantidade
de cDNA de virus das amostras positivas foi bastante reduzida (variando de uma ao valor
maximo de 60 copias). Essa quantidade de cDNA de virus foi relativamente maior em Ae.
aegypti (variando de uma ao valor maximo de 300.00 copias) (dados ndo descritos na tese).
Com base nesses resultados, ndo se pode afirmar que o Ae. albopictus estegja transmitindo o
DENV em Belo Horizonte, no entanto este mosquito parece albergar o patdgeno,
principalmente em periodos do ndo encontro de fémeas infectadas de Ae. aegypti.

Verificou-se neste estudo que o aumento na positividade das amostras tem sido
registrado em épocas diferentes para cada uma das espécies. O encontro de fémeas de Ae.
aegypti positivas para o DENV foi mais frequente no terceiro periodo quando houve
epidemia, e se registrava mais de 5.000 casos da doenga em seres humanos, em algumas
semanas (Grafico 13). Contudo, as fémeas de Ae. albopictus positivas para o virus foram
capturadas em sua maioria no segundo periodo (Grafico 22), quando eram registrados cerca

de 50 casos da doencga por semana nos trés DS. Sanchez-Rodriguez et al. (2014) apontam o
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Ae. albopictus como um mosquito responsavel por manter a circulagdo de DENV em periodos
inter-epidémicos em Monterrey, México.

Para se verificar o papel de vetor do Ae. albopictus de campo, sugere-se a realizagao
de estudos que investiguem a competéncia vetorial desta espécie, pela presenca do virus em
diferentes regides do organismo do inseto, como nas glandulas salivares. As diferencas na
capacidade das populagbes de vetores para adquirir infeccido pelo DENV podem gjudar a
explicar alguns aspectos intrigantes da epidemiologia da dengue (PONGSIRI et al., 2014). No
estudo de Belo Horizonte, apesar do encontro frequente de Ae. albopictus positivos para o
DENV no segundo periodo de coleta (Grafico 26), ndo se notou uma elevada ocorréncia de
casos de dengue nos trés DS. Isso pode sugerir que o mosquito esteja apenas mantendo a
circulagao do virus no ambiente. Em contraste, no terceiro periodo (Grafico 27) quando houve
epidemia, também se notou 0 aumento no encontro de pools de Ae. aegypti positivos para o
DENV (Grafico 13), confirmando a alta competéncia desta espécie na manutengdo e
transmissdo do virus naqueles anos de estudo.

Foram analisados para a presenca de DENV, 6.056 pools de fémeas de Ae. aegypti
(Graficos 7, 8, 9 e 10) e 511 fémeas (individuamente) de Ae. albopictus (Graficos 21, 22, 23
e 24), nos quatro periodos. A positividade das amostras (taxa de infecgdo) teve indices
diferenciados para as duas espécies em cada periodo. Aos pools de Ae. aegypti
corresponderam aos percentuais de positividade de 5,53% (primeiro periodo), 6,12%
(segundo), 9,02% (terceiro) e 2,13% (quarto). Para o Ae. albopictus as porcentagens de
positividade foram maiores: 22,22% (primeiro periodo), 84,0% (segundo), 5,52% (terceiro) e
3,31% (quarto). Semelhantes as taxas encontradas no estudo realizado em Belo Horizonte,
Angel e Joshi (2009) encontraram positividade de 15,6% para o DENV nos 498 adultos de
Ae. aegypti que andisaram na india, ao redizarem Immunofluorescence Antibody Assay
(IFA). Esses autores verificaram ainda os sorotipos do DENV, identificando positividade para
0s quatro, nas amostras de campo.

Costa et al. (2009) tiveram resultados semel hantes aos deste trabalho, quando dos 138
pools de mosquitos Ae. aegypti coletados em Manaus, Estado do Amazonas, detectaram o
DENV em 111, o equivalente a 80,43% de positividade das amostras, utilizando isolamento
vira e RT-PCR. Martins et a. (2012) também encontraram altas taxas de positividade em
mosquitos do campo, a0 coletarem em Fortaleza, Estado do Ceard, entre os anos de 2007 e
2009. Esses autores coletaram 3.417 adultos de Ae. aegypti e 336 Ae. albopictus e analisaram
a presenca de DENV nas amostras (em pools) por RT-PCR e IFA. A positividade foi
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encontrada em 70% e 97,1% dos pools analisados de Ae. aegypti (infeccdo por DENV-2) e
Ae. albopictus (infeccao por DENV-3), respectivamente.

Pessanha et al. (2011) coletaram ovos de ambas as espécies em diferentes DS de Belo
Horizonte (Centro-Sul, Leste e Venda Nova), Estado de Minas Gerais, e ap6s a eclosdo,
verificaram que das amostras de larvas de Ae. aegypti, 163 (37,4%) de 435 analisadas foram
positivas, incluindo 32 (10,9%) de 293 amostras individuais que foram concomitantemente
positivas para dois sorotipos, pela RT-PCR. Em relacdo aos Ae. albopictus esses autores
encontraram 5 (50,0%) larvas positivas das 10 analisadas, na capital mineira. Também na
cidade de Belo Horizonte, Vilela et al. (2010) testaram adultos e larvas de Ae. aegypti para a
presencade DENV, por RT-PCR, entre os anos de 2005 e 2006. Esses autores encontraram as
seguintes taxas de infeccdo: 10,0% para machos adultos de 100 analisados, 21,9% para
fémeas adultas de 137 analisadas € 0,18% de 5.573 |arvas da espécie, coletadas em campo.

Em outros paises, as taxas de infeccio de DENV em mosquitos de campo, também
mostram variages. Bara et a. (2013) encontraram larvas de Ae. albopictus infectadas com
trés sorotipos do patégeno na cidade de Louisville, nos EUA, totaizando 33,0% de
positividade nas amostras testadas por RT-PCR. Em Monterrey, México, Sanchez-Rodriguez
et al. (2014) também encontraram um grupo positivo de 30 pools de adultos de Ae. albopictus
provenientes de ovitrampas, cujos ovos coletados foram colocados para eclosdo. Ao
estudarem a infecgdo natural de mosquitos do género Aedes utilizaram a RT-PCR. Esses
autores ndo encontraram adultos de Ae. aegypti positivos para o virus, durante o ano de 2010,
em que realizaram aandise.

Em contraste, Chen et al. (2010), coletaram mosquitos de ambas as espécies em
Taiwan, entre os anos de 2004 e 2007. Esses autores encontraram positividade de 0,2% em
7.628 pools de Ae. aegypti nos meses de julho a dezembro, e nenhum Ae. albopictus
infectado. O numero de mosquitos por pool nesse trabalho variou de um a 50, e para analisar a
presenca de DENV nos espécimes foram utilizados ensaios de RT-qPCR. Kow et al. (2001),
em Cingapura, também encontraram baixos percentuais de positividade para o Ae. aegypti e
para o Ae. albopictus no campo, o correspondente a 1,33% e 2,15% respectivamente, entre os
anos de 1997 e 1998, ao realizarem ensaios de RT-PCR. Resultado este semelhante a0 de
Paingankar et a. (2014) cujos achados de amostras positivas para o virus em mosquitos
adultos corresponderam a 2,33% dos 556 pools anaisados, sendo estes formados por um a 10
mosquitos. Esses autores utilizaram para as andises moleculares IFA, RT-PCR e

seguenciamento.
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Compreender o processo de transmissdo de uma doenca transmitida por vetores como
a dengue, no entanto, ndo deve ser baseado somente na pesquisa da taxa de infecgdo de
mosquitos de campo, ou mesmo na interacdo entre o vetor, o hospedeiro vertebrado e o
patégeno. Existem outros componentes, além dessa interagdo, que podem afetar a transmisséo
das doengas transmitidas por vetores, a exemplo da dengue. Considerando os fatores
relacionados ao vetor, pardmetros como abundancia, taxa de sobrevivéncia, grau de
domiciliagdo e comportamento alimentar, determinantes da frequéncia do contato do vetor
com o hospedeiro, sdo importantes para a avaliagéo do risco de transmissdo da doenga, e do

risco da ocorréncia de epidemias.

5.3 Amostras positivas para o Dengue virus em culicideos e ocorréncia de casos de
dengue nos Distritos Sanitarios

O cenario da dengue nos quatro anos de estudo em Belo Horizonte, foi marcado por
periodos de baixa e alta endemicidade, e com uma epidemia no terceiro periodo. Os registros
da SMS revelaram a ocorréncia de 2.022 (primeiro periodo), 1.936 (segundo periodo), 42.135
(terceiro periodo) e 2.769 (quarto periodo) casos da doenga somente nos DS Pampulha, Norte
e Leste. Em todos os periodos de coleta, houve o encontro de espécimes de Ae. aegypti
(Gréficos 11, 12, 13 e 14) e Ae. albopictus (Graficos 25, 26, 27 e 28) positivos parao DENV.

Notou-se que as primeiras coletas de Ae. aegypti positivos ocorriam no més de
dezembro (Graficos 11 e 14), com excegdo do terceiro periodo (Grafico 13), quando foi
confirmada a presenca de DENV nas amostras de campo, em praticamente todas as semanas
de coleta. Para o Ae. albopictus a positividade para o virus foi mais frequente entre os meses
de janeiro a abril (Gréficos 25, 26, 27 e 28), observando-se uma redugdo no encontro de
exemplares positivos no terceiro e quarto periodos. O primeiro, o segundo e o quarto periodos
de estudo, mostraram uma distribuicdo de casos de dengue semelhante, com o registro de
menos de 200 casos por semana. No entanto, o terceiro periodo, caracterizado por uma
epidemia provocada pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4, apresentou registros semanais de
mais de 5.000 casos (PBH, 2013). Segundo dados da SMS (PBH, 2013) foram confirmados
nos nove DS de Belo Horizonte, 95.863 casos em 2013: 95.837 de dengue, 11 de dengue com
sinais de aarme e 15 casos de dengue com complicagcdes. O DS Norte registrou o maior
numero de casos confirmados (19.124; 20% de todos os confirmados). Oito pessoas morreram
em decorréncia da doenca na cidade.

Pessanha et a. (2011) ao realizarem estudo sobre a epidemiologia da dengue entre os

anos de 1996 e 2011, em Belo Horizonte, destacaram a circulagdo dos diferentes sorotipos da
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doenca como responsaveis por epidemias em anos diferentes. A primeira epidemia, em 1996,
foi ocasionada pelo DENV-1. No final de 1997, aém do registro de DENV-1, houve a
circulacdo de DENV-2. Em 2003, por sua vez, a circulagdo do DENV-3 foi registrada pela
primeiravez nacidade.

No presente estudo foi possivel verificar o encontro de espécimes do género Aedes
infectados em periodo anterior e ou concomitante a epidemia de dengue, evidenciando a
circulagcédo de DENV, mesmo quando a doenca encontrava-se com baixa incidéncia. Bezerra
et al. (2013) investigaram a presenca de DENV em fémeas e machos de Ae. aegypti na cidade
de S&o Luis, Estado do Maranhdo. No entanto, esses autores ndo encontraram amostras de
campo positivas para o virus nos anos de 2008 e 2009, e destacaram que esse resultado
negativo pode ter influéncia da baixa ocorréncia de casos de dengue no municipio naqueles
anos. Além disso, esses autores usaram RT-PCR para a pesquisa do virus e ndo RT-PCR em
Tempo Real como em Belo Horizonte, sendo esta ultima técnica mais sensivel para a deteccéo
de baixas quantidades do virus nos espécimes de campo (GURUKUMAR et a., 2009;
LEPARC-GOFFART et al., 2009).

Observou-se no presente estudo que nos periodos ndo epidémicos (primeiro, segundo
e quarto) o numero de pools positivos de Ae. aegypti por semana, apesar da menor frequéncia
no encontro, apresentavam-se eém maior nimero em uma unica semana. Pode-se citar como
exemplo a semana 14 que apresentou 34 pools positivos no primeiro periodo (Grafico 11), 11
no segundo (Grafico 12), 28 no quarto (Grafico 14), e no terceiro periodo, quando houve
epidemia de dengue, a mesma semana notificou apenas cinco pools positivos para o DENV
(Gréfico 13), e por semanas seguidas houve o achado de positividade nas amostras.

A positividade para o Ae. albopictus, por sua vez, foi menor do que em Ae. aegypti
no primeiro (Gréafico 21), terceiro (Grafico 23) e quarto periodos (Grafico 24), o que sugere
gue o Ae. albopictus esteja somente auxiliando na manutencao do virus na natureza, mediante
a sua ndo comprovagao como vetor até o momento, em Belo Horizonte e em todo o pais. Em
suma, a realizagdo de analises de mosquitos de campo pode dar respostas sobre o periodo de
inicio da circulagdo vira e também em que periodos do ano ha intensificagéo da presenca de
DENV, como verificado no trabalho de Belo Horizonte, nos quatro periodos de estudo. Isso

pode permitir o combate ao vetor de forma antecipada a ocorréncia de casos de dengue na

popul agéo.
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5.4 Consideragdes finais

O controle da dengue & um enorme desafio no Brasil e no mundo. E a principal doenca
re-emergente e mais de dois e meio bilhdes de pessoas na Asia, Africa e nas Américas
correm, atualmente, o risco de adquiri-la. O Unico €lo vulneravel de sua cadeia de
transmissdo, com os recursos cientificos e tecnolégicos hoje disponiveis, € o vetor. O
mosquito Ae. aegypti apresenta uma facilidade enorme de adaptagcéo a diversas, condigdes do
meio, a exemplo da oviposi¢cdo em diferentes criadouros disponiveis, a resisténcia dos ovos a
longos periodos de dessecacdo, entre outros. Essa facilidade de adaptacdo do vetor, muitas

vezes dificulta o seu controle.

A investigacdo das taxas de infeccdo em mosquitos fornece informagbes sobre os
sorotipos de dengue circulantes em determinadas localidades, antes que a doenca sga
transmitida em niveis mais elevados, possibilitando a ado¢éo de medidas preventivas que
evitem epidemias. Os mosquitos infectados podem ser detectados em um periodo de até seis
semanas antes do inicio de surtos (PINHEIRO et al., 2005, SAMUEL; TYAGI, 2006;
COSTA €t a., 2009; CHEN et a., 2010). O monitoramento da circulagcdo viral em vetores,
com a técnica de RT-qPCR, apresentou-se como mais uma alternativa frente aos métodos
usados na rotina de controle do vetor, permitindo identificar com antecedéncia e
confiabilidade os niveis de disseminacdo do virus. Essa metodologia se faz extremamente

necessaria na cidade de Belo Horizonte, devido a circulagao dos quatro sorotipos do virus.

No entanto, no Brasil ainda existem poucas pesquisas voltadas para a deteccao de
DENV em mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus. Atualmente, o Ae. aegypti € o principal
vetor da dengue, e, embora o Ae. albopictus tenha sido incriminado por epidemias desta
arbovirose em pequena escala como vetor secundario, em especial na regido da Asia, este é
considerado um vetor da dengue de menor potencial quando comparado ao Ae. aegypti,
devido a sua menor competéncia vetoria e reduzida aptiddo para picar seres humanos
(LAMBRECHTS et a., 2010). No entanto, o papel do Ae. albopictus como um vetor da
dengue tornou-se uma grande preocupagao em regides temperadas livres de dengue, onde esse
mosquito foi estabelecido na auséncia de Ae. aegypti (DIALLO et al. 2003, LAMBRECHTS;
FAILLOUX, 2012). Dada a distribuicdo répida e generalizada de Ae. albopictus, sdo
necessarios estudos para avaliar o impacto desta espécie para a saude publica, priorizando
recursos de controle. Portanto, a melhoria dos sistemas de vigilancia entomologica em
processo de deteccdo da dengue € indispensavel.
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Ressalta-se que a realizagdo de pesquisas de adultos de ambas as espécies no campo,
ininterruptamente e de forma simultdnea em diferentes areas de uma localidade, pode
aumentar as chances do encontro de espécimes infectados. Para isso, os 6rgaos de saude
publica responsaveis pela aprovacdo e execucdo dos métodos de controle, devem buscar a
implementacdo de novas estratégias de monitoramento. Entre essas medidas, estaria a ado¢ao
de técnicas moleculares como a RT-PCR ou RT-gPCR na rotina de investigacao do virus da
dengue nas amostras de campo. Certamente os resultados sobre as taxas de infecgéo natural
poderiam ser liberados com maior rapidez, dada a sensibilidade e praticidade das técnicas.

No presente estudo se observou correlagdo entre nimero de fémeas de Ae. aegypti e
Ae. albopictus e variaveis climaticas. Diante disso, sugere-se a utilizagdo dos dados obtidos
no presente estudo na construcdo de um modelo matematico baseado em equacdes
diferenciais para se descrever a evolugdo das populagdes envolvidas na inter-relacdo entre
mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus e a presenca de casos de dengue em seres humanos
(CAVALCANTE FILHO, 2011; WY SE, 2011).

O uso de modelos matemdticos como ferramenta na predicdo de epidemias de
dengue, poderia utilizar outras variaveis como, presenca ou auséncia de criadouros artificiais
e naturais, para as ambas as especies de mosquitos nos locais de coleta dos espécimes,
deteccdo de DENV bem como de Wblbachia (em Ae. albopictus) (MOREIRA et al., 2009);
circulagdo de diferentes sorotipos do virus;, bem como, o uso de marcadores genéticos nas
populacdes de mosquito, em especial aqueles envolvidos na competéncia vetorial dos insetos,
aexemplo dos genes de imunidade.

Aliado a esses conhecimentos, deve-se considerar a redlizagdo de pesquisas para
fortalecer o conhecimento sobre a dindmica da infecgdo e o aprimoramento das agdes anti-
vetoriais, estudos dos fatores de risco relacionados a ocorréncia das formas graves e suas
relacdes com a fisiopatogenia da doenga. A busca pelo aprimoramento do diagnéstico da
dengue, mangjo e tratamento das formas severas, bem como o desenvolvimento de uma

vacina também sdo medidas de consideravel importancia.
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6 CONCLUSOES

Este estudo de capturas de Ae. aegypti e Ae. albopictus durante quatro anos,

possibilitou o levantamento de varios dados importantes em Belo Horizonte, uma cidade com

risco constante de epidemias de dengue. Por meio desta pesquisa, demonstrou-se a

possibilidade de atuar com o xenomonitoramento dos vetores, para detectar a presenca de

espécimes infectados, assim como sua distribuicdo. Pdde concluir também que:

a)

b)

d)

h)

A presenca de DENV foi constatada em 343 (5,66%) pools de fémeas de Ae. aegypti
dos 6.056 andisados;

A positividade para o DENV foi verificada em 79 (15,45%) fémeas de Ae. albopictus
das 511 andisadas;

O terceiro periodo de estudo apresentou a maioria dos espécimes positivos de Ae.
aegypti para o DENV, e o segundo periodo, a maioria de exemplares positivos de Ae.

albopictus, também para o virus;

O DS Norte apresentou a maioria dos pools de Ae. aegypti positivos parao DENV e o
DS Pampulha a maioria das fémeas de Ae. albopictus positivas para o virus;

Houve o encontro de exemplares de Ae. aegypti e de Ae. albopictus em todos os
periodos de estudo e antes do surgimento de casos de dengue em humanos, em
especial no terceiro periodo, caracterizado por uma epidemia da doenga em Belo
Horizonte;

Verificou-se correlacdo positiva entre quantidade de fémeas coletadas de Ae. aegypti e
temperaturas maxima e minima, além de correlacdo negativa entre umidade relativa do
ar e numero de fémeas desta espécies capturadas em campo;

Verificou-se correlacdo positiva entre quantidade de fémeas coletadas de Ae.

albopictus e e temperaturas maxima e minima;

Foi observada uma correlagdo positiva entre nimero de fémeas de Ae. aegypti e
numero de fémeas de Ae. albopictus coletadas em todo o periodo de estudo e nos trés

DS separadamente.
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Apéndice 1: Modelo de termo de autorizacdo assinado pelo morador ou responsavel pelo
imoével para a realizagcao da pesquisa de campo.

Ministério da Saude

FIOCRUZ ichou
Fundacdo Oswaldo cruzMé&dica

Prezado M orador (a)/Responsavel pelo Imével,

Sua casa foi selecionada para participar de uma pesquisa de monitoramento do mosquito da
dengue, visando aprimorar as agdes para o controle dessa doenca. O projeto é coordenado pela
doutoranda Juliana M aria Trindade Bezerra e tem como titulo “ Monitoramento da circulagdo de Dengue
virus em mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus em Belo Horizonte, Minas Gerais’, sob as orientagdes
do Dr. Paulo Filemon Paolucci Pimenta e da Dra. Nagila Francinete Costa Secundino. Para isso, sera
instalada na sua residéncia uma armadilha para captura de mosquitos adultos. Essa armadilha € acionada
ao ser ligada em energia elétrica (127 volts). Esse servigo esta sendo coordenado pela Fiocruz Minas
Gerais — Ministério da Saude (Centro de Pesquisas René Rachou), com a participacio e colaboracdo da
Secretaria M unicipal de Saude de Belo Horizonte. Para tanto, queremos avisar-lhe que, durante o periodo
de aproximadamente 36 meses, sua residéncia sera visitada em dias uteis, semanalmente por um técnico
da Fiocruz Minas Gerais e por um agente de endemias da Secretaria Municipal de Saude, devidamente
identificados e treinados, para verificar se a armadilha instalada capturou algum mosquito. A armadilha
n&o possui substancia toxica, ndo atraira mais mosquitos para o imoével e nem ird interferir na rotina de
sua casa, hado trazendo maleficios para vocé e para os demais moradores.

Por meio deste termo, solicitamos seu consentimento para que essa atividade sgja realizada
no seu imoével, por meio de sua assinatura em duas vias, ficando uma com vocé e a segunda com o
pesquisador responsavel. Em caso de desisténcia da visitagdo do seu imével em algum momento da
pesquisa, pedimos que nos avise com antecedéncia. Estamos disponiveis para qualquer esclarecimento
pelos telefones (31) 33497735/33497736, inclusive ligagbes a cobrar.

Agradecemos a sua colaboragao e atencgéo.

Responsavel pelo imével/assinatura:
Endereco do imével:

Juliana Maria Trindade Bezerra
Doutoranda responsavel pela pesquisa/FIOCRUZ-M G

Centro de Pesquisas René Rachou — Fundagio Oswaldo Cruz, MG
Avenida Augusto de Lima, 1715, 30190-002, Belo Horizonte, MG, Brasil
Telefones: (31) 33497735/33497736
E-mails: pimenta@cpqrr.fiocruzbr nagila@cparr.fiocruzbr juliana.bezerra@cparr.fiocruz.br
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Abstract
Brazil reported the majority of the dengue cases in Americas during the last two decades,

where the occurrence of human dengue cases is exclusively attributed to the Aedes aegypti.
Nowadays, other recognized Dengue virus (DENV) vector in Asian countries, Ae. albopictus,
has been detected in more than half of the 5,565 Brazilian municipalities. Therefore, the aim

of the present study was to investigate the possibl e the presence of, and determine the infected
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field-caught adult Ae. albopictus populations in a dengue-endemic risk city of Belo Horizonte,
Minas Gerais State’ s capital, in four consecutive DENV transmission seasons. These
mosquitoes were caught in three selected districts and all Ae. albopictus females were
individually processed by real-time RT-PCR, to research the DENV presence. The first, third
and fourth seasons and Pampulha and East districts had the highest medians of field-caught
Ae. albopictus, respectively. The second season had the highest proportion of DENV-infected
field-caught females. Our study shows for the first time that DENV-infected adult Ae.
albopictus is circulating in a Brazilian dengue-endemic risk city besides the well-known
proven vector, the Ae. aegypti. Further long-term studies are necessary to better understand
therole of Ae. albopictusin DENV transmission and or its vectorial competence in endemic

cities of Brazil and other countries of the American continent.

Key words: Dengue virus (DENV), field-caught Aedes albopictus, epidemic, population
distribution, infection rate.

Introduction

Dengueis atropical disease and the most important mosquito-vectored viral infection of
humans being, affecting many tropical and sub-tropical countriesin Southeast Asia, the
Pacific and the Americas. Approximately 50 million people are infected with dengue each
year and, about 500,000 of them are hospitalized with dengue hemorrhagic fever, the severe
form of the disease. In recent years, the annual average of dengue cases reported to the World
Health Organization (WHO) has increased dramatically. In 2013, countries in the Americas
reported more than 2.3 million cases of dengue, with 37,692 cases of severe dengue and 1,280
deaths, resulting in amortality rate of about 0.05% [1, 2]. Brazil reported the mgority of the
dengue cases during the last two decades with 1,452,489 cases reported in 2013 [3].
Nowadays, dengue virus (DENV) transmission has been reported in all 27 Brazilian states [4].

The focus of this study was the endemic city of Belo Horizonte, capital of Minas Gerais State,
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located in southeast Brazil with approximately 2.4 million inhabitants. In 1996, the first
dengue cases were confirmed in the southeastern administrative region of the city. In the
following years, the city has recorded thousands of autochthonous cases every year
transforming the city in a dengue-endemic risk area. The recent and worst dengue epidemicin
the city history was 2013 with 89,213 cases reported [5, 6, 7]. However, this epidemic can be
overcome this year, 2016, since until March has been reported 36,172 cases according to the

Belo Horizonte Secretary of Health [7].

Understanding the relationship between DENV and mosquito vectors is critical for
epidemiological reasons. The primary dengue vector in the Americas is the Aedes aegypti
mosquito. Nevertheless, in recent decades Ae. albopictus, the "Asian Tiger mosquito" native
to Southeast Asia, has invaded most of the Americas, from the United States to Argentina[8].
At present, the colonization of Ae. albopictus has been confirmed in 19 countries[9, 10, 11] .
Aedes albopictus is the main vector of DENV in rural and semi-urban tropical Asiaand has
caused small epidemicsin Europe. This mosquito can also transmit the Flavivirus and the
Alphavirus agents of yellow fever, West Nile, Chikungunya and Zika, [12, 13, 14, 15, 16].
Laboratory studies have shown that Ae. albopictus could be infected with more than 20 types
of arboviruses, drawing attention to its broad vector competence, although its role in natural
transmission is uncertain [17, 18]. Most relevant for our work, studies have shown that
Brazilian populations of Ae. albopictus from both urban and rural areas, are susceptible to

DENV infection in the laboratory [19, 20].

Government health authority-driven vector control programs are the only available
tools for the control of dengue disease in much of the endemic world. There are currently no
drugs or vaccines available to cure or prevent DENV infection in humans. The presence and
the density of the primary vector Ae. aegypti usually determines the necessity for vector

control actions during dengue epidemics. Oral infection experiments with the four serotypes
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have also demonstrated that Asian Ae. albopictus are more susceptible to DENV infection that
the “traditional” vector Ae. aegypti [21, 22, 18]. Even though Ae. albopictus has successfully
invaded much of the Americas, itsrolein DENV transmission is not well defined, despite
laboratory studies that have found that Ae. albopictus can be successfully infected by all
DENYV serotypes[23, 24]. In contrast to Ae.aegypti, Ae. albopictusis not considered atarget

by governmental programs for dengue vector control in American countries.

A recent study provided the first geographical distribution of Ae. albopictusin Brazil
at the municipal level with the mosquito being detected in more than half of all Brazilian
municipalities (59.0%) [11]. The highest reported HI (house index) values arein
municipalities and states located in the southeast [11]. Its presence and broad distribution in
Brazilian dengue endemic cities has never been correlated with dengue epidemics. Even so,
the discovery of DENV-infected larvae of Ae. albopictus in the Brazilian states of Minas
Gerais, Pernambuco, Ceara and Roraima, located respectively in the southeast, northeast and
west of the country, has drawn attention [25, 26, 27, 28]. Martins and collaborators bred Ae.
albopictus adults derived from field-caught larvae infected with DENV in Fortaleza city, the
capital city of the Northeast State of Ceara[29].This fact has raised the level of concern even
further since it was indicative of occurrence of natural vertical transmission of DENV in Ae.

albopictus.

The goal of this study was to investigate the presence and distribution of the mosquito
Ae. albopictus as well as check their infection by DENV. Aedes albopictus were collected
across four consecutive DENV transmission seasons in a Brazilian dengue-endemic risk city.
The data presented here illustrates that Ae. albopictus should be taken into account in future
studies aimed at understanding dengue transmission dynamics and in devel oping effective

strategies for dengue vector control in large urban settings.
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Materials and Methods
Study Area

This research was conducted in the Brazilian city of Belo Horizonte, capital of Minas Gerais
State, located at |atitude 19°49'01", longitude 43°57'21" and altitude 858 m above sealevel.
The city has an area of 331,400 km?, with a population of 2,375,151 inhabitants and

popul ation density of 7,167.02 inhab./km?[30]. The climate is tropical to subtropical with a
marked dry season, with temperatures ranging from 18.0°C to 23.0°C and an annual average
of 21.1°C. The DENV transmission season occurs mainly in the summer [32]. Aedes
albopictus were caught in three selected districts, which had been reported in the previous ten
years as having high mosquito densities by the City Health Department and a high
concentration of dengue cases during epidemic seasons [5, 6, 7]. Sixty collection locations
were randomly selected using the Maplnfo Professional 2009 version 10.0 (Maplnfo®, USA)

program based on the city map of selected districts.

M osquito collection

Adult female Ae. albopictus were caught during the DENV transmission seasons (October
from one year to May of the following year) in the four-year study period (2010 to 2014).
There were no collections in the dry-winter seasons (June to September) when the presence of
mosquitoes is not detectable in the city. BG-Sentinel Full VVersion®traps (Biogents AG,
Germany) were used to collect adult host-seeking mosquitoes. The BG-Sentinel trap is
considered a gold standard instrument for the detection, capture and surveillance of the Ae.
albopictus mosquito [33, 34, 35, 36] including in Asian countries where this speciesis the
natural main vector of DENV [37]. A single trap was placed at twenty peri-domestic locations

in each of the three selected districts, making atotal of 60 trap locations for the study. The 60
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traps were placed on Mondays and the mosquitoes were collected in 24 h time-intervals on
Tuesdays, Wednesdays and Thursdays of each week across the four DENV transmission
seasons of this study. On each collection day, mosquitoes were individually separated into
tubes, the collection date, species, district, and detailed trap location recorded, and specimens
stored at -70°C for subsequent molecular analyses. All individual field-caught mosquitoes
classified as Ae. albopictus were checked for their GPS-district location, quantified, visually

checked for absence of blood meal and analyzed for DENV infection.

Experimental infection

One hundred field-caught adults Ae. albopictus and Ae. aegypti both from endemic areas
were used as control of our method for DENV infection detection as well as to compare their
infection rates (IR). Briefly, the mosquitoes were infected with DENV-1via a glass-feeding
device covered with a skin of young Gallus domesticus. A mixture comprising 2/3 of blood
mouse (Musmusculus) and 1/3 of DENV infected C6/36 cell suspension was added to the
glass feeders and offered to the mosquitoes as described elsewhere [38]. One hour after
feeding, only fully engorged females were separated in cages and maintained with 10%
glucose solution ad libitum until the 14" day after experimental infection, time necessary for

completion of the extrinsic incubation period.

Detection of DENV by real-time RT-PCR (qPCR)

All field-caught mosquitoes were carefully re-checked under a stereoscope to confirm the
species identification and the absence of blood meal. RNA extraction and DENV detection by

real-time RT-PCR were conducted as previously reported [38]. In brief, whole bodies of field-
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caught mosquitoes were macerated individually in 1.5 mL conical tubesin 200 ul PBS. After
centrifugation, 140 pl of the supernatant was processed for RNA extraction using the
QIAamp® Virad RNA Mini Kit (Qiagen®, Venlo, Limburgo) according to the manufacturer's
instructions. DENV detection was performed by real-time RT-PCR in an ABI Prism 7500
Fast Real Time PCR machine using the Power SY BR® Green RNA-to-C1™ 1-Step system
(Applied Biosystems, California, USA) as described in details elsewhere [38]. The 3’ non-
coding region primers, B1-forward (5 -AGGACY AGAGGTTAGAGGAGA-3') and B2-
reverse (5-CGYTCTGTGCCTGGAWTGAT-3), used in this study were designed based on
the study of Leparc-Goffart et al. (2009) [39] with minor modifications. All analyses were
performed in duplicate and in parallel with standardized samples (to provide standard curves),
positive controls and negative controls. Results indicative of DENV presence in each
mosquito were obtained as previously described [38] using a standard curve and analyzing the
melting curve for specificity of the amplified products (melting point ~78.6°C) and C+ of 35,
according to rigorous criteriafrom literature for The Minimum Information for Publication of

Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) [40].

I nfection Rate and Evaluation of Relative Abundance

Theinfection rate (IR) was calculated as the proportion (percentage) of mosquitoes in which
DENV was detected by gRT-PCR and it was related to the total quantity of specimens caught
in each DENV transmission season and/or each district. The relative abundance (RA) of Ae.
albopictus was calculated by comparing the number of field-caught Ae. albopictus in distinct
districts.In contrast, the RA of DENV-infected Ae. albopictus was cal culated by comparing

the quantity of infected and non-infected mosquitoes [38].
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Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was used to evaluate whether the data were normally distributed. The
asymptotic Pearson’s Chi-square test and the Kruskal-Wallis test were used to compare
percentages and medians, respectively. In all tests, the significance level to reject the null
hypothesis was 5%. The database of this study was prepared using Microsoft Excel 2007
software and data anal yzes were performed using the statistical package GraphPad Prism

version 5.3 (LaJolla, CA, USA).

Results

Thefield-caught Ae.albopictus relative abundance (RA) by DENV transmission season

and by districts.

Field-caught Ae. albopictus mosquitoes collected during the four-year study period
totaled the amount of 511 female individuals. The field-caught Ae. albopictus quantity and
percentage across the DENV transmission seasons were extremely variable: 22.8% (n = 117)
in thefirst season, 8.6% (n = 44) in the second season, 39.1% (n = 199) in the third season
and 29.5% (n = 151) in the fourth season. There was difference in the medians of field-caught
females among the seasons (p < 0.0001): the first, the third and the fourth had the highest

medians when compared to the second (p < 0.0001, to each comparison) (Table 1).

The field-caught Ae. albopictus RA varied by district: 234 (45.9%) in Pampulha; 99
(19.3%) in the North; and 178 (34.8%) in the East. There was difference in the medians of
field-caught females among the districts (p < 0.0001) since Pampulha (p < 0.0001) and East

(p < 0,05) had the highest medians when compared to the North (Table 1).
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Table 1. Thefield-caught Aedes albopictus relative abundance (RA) by seasons and districts.

Collection Season District
N (%)
Pampulha* North East* All districts
he 67 (57.3) 22 (18.8) 28 (23.9) 117 (100.0)
2" 17 (38.7) 13 (29.5) 14 (31.8) 44 (100.0)
3 89 (44.8) 49 (24.6) 61 (30.6) 199 (100.0)
4" 61 (40.5) 15 (9.9) 75 (49.6) 151 (100.0)
Total 234 (45.9) 99 (19.3) 178 (34.8) 511 (100.0)

N (%), number and percentage of field-caught Ae. albopictus. *p < 0.0001.

Thefield-caught Ae.albopictusinfection rate (IR) by DENV transmission season and by

districts.

Across the consecutive DENV transmission seasons the IR was 15.4% corresponding
the amount of 79 DENV-infected females of the 511 field-caught Ae. albopictus. However,
there was a significant difference in the proportions of field-caught DENV-infected Ae.
albopictus when assessed season-by-season. The second season had the highest proportion
with 84% field-caught infected Ae. albopictus when compared the four-transmission seasons
(p < 0.05) (Table 2). There was no significant difference among the proportions of infected

Ae. albopictus (IR) when comparing the collection districts (p = 0.98) (Table 2).
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Table 2. Thefield-caught Aedes albopictus infection rate (IR) by seasons and districts.

Collection Season District

Pampulha North East All districts

IF/CF (IR%) IF/CF (IR%) IF/CF (IR%) IF/CF (IR%)

1 14/67 (20.8) 9/22 (40.9) 3/28 (10.7) 26/117 (22.2)
2 15/17 (88.2) 11/13 (84.6) 11/14 (78.5) 37/44 (84.0)
<l 3/89 (3.3) 4/49 (8.1) 4/61 (6.5) 11/199 (5.5)
4t 1161 (1.6) 0/15 (0.0) 4175 (5.3) 5/151 (3.3)

Total 33/234 (141)  24/99(242)  22/1178(12.3)  79/511(15.4)

IF, DENV-infected females, CF, collected females; IR, infection rate (proportion of |F of the CF, multiplied by
100.0%). *p < 0.05.

Comparativeinfection rate (IR) of the field-caught specimens of Ae.albopictus and Ae.

aegypti experimentally infected with DENV.

Comparative analysis showed similarities in the characteristics related to experimental DENV
infections of field-caught specimens of Ae. albopictus and Ae. aegypti. The infection rates
(IR) of the Ae. aegypti was 85.7% while the Ae. albopictus was 80% with no significant
differences (p = 0,541) (Graphic 1). Theinfection profiles were also very similar between the
groups of the two species of mosquitoes. The median numbers of DENV viral copies of Ae.
aegypti was 2689,7 (ranged from 114,1 to 118908,5) and in relation to Ae. albopictis the

median was 1910,497 (ranged from 259,7 to 94105,1) (Graphic 2).
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Currently, Ae. albopictus has been detected in different Brazilian municipalities [11].

Aedes albopictus has gradually occupied positions in the urban environment of the large

cities, as already established by the Ae. aegypti [43]. Nevertheless, the occurrence of human

dengue cases is exclusively attributed to the Ae. aegypti and the exact role of Ae. albopictus in

the DENV transmission is not already defined. In order to observe the distribution and

possible DENV infection of field-caught Ae. albopictus, we selected three districts
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(Pampulha, North and East), which historically had the highest epidemiological impact of
dengue epidemics in the city of Belo Horizonte. During four consecutive DENV transmission
seasons, 48,862 (45.6%) of the total of citywide human dengue cases (n = 106,961) were
identified in these districts [41] where we make our collections of Ae. albopictus. These three
evaluated districts are situated in urban areas of Belo Horizonte, characterized by high human
population density and vast human-built features (houses, commercial buildings, hospitals,

schools, paved roads, bridges and municipal parks).

In our investigation, the mgor quantity of Ae. albopictus collected in all of the three
districts evaluated, occurred in traps installed near green areas during the four collection
seasons (data not described in this article). Actually, most of the specimens were collected in
the Pampulha district during the third season. The Pampulhadistrict has one of the largest
green aress of the capital, corresponding to 300,000 m?, where is situated a large ecological
park [30, 31]. It is already known that Ae. albopictus is preferentially found in transitional
urban-suburban areas that are closer to parks and woodlands [44]. It is noteworthy that during
the fieldwork, independently of the districts evaluated, in the first and in the second seasons,
Ae. albopictus specimens were detected only in afew traps. Conversely, this situation was
completely changed in the third and fourth seasons, when 199 and 151 mosquitoes were
captured in the traps, respectively. The difference in the amounts of Ae. albopictus verified
among districts and seasons is probably occasioned by environmental factors such as space

organization associated to climatic variables and it needs further investigation.

Across the consecutive DENV transmission seasons it was detected the presence of
field-caught DENV-infected Ae. albopictus in al districts. Although there was no difference
among the proportions of field-caught DENV-infected Ae. albopictus when comparing the
collection districts, we found a significant difference when they were evaluated season-by-

season. The second season was marked by the highest frequency of DENV-infected Ae.
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albopictus, which achieved the IR value of 84.0%. Conversely, it is interesting to note that the
largest number of dengue human cases in the city occurred in the four season when there was
thelowest IR (3.3%) of DENV-infected Ae. albopictus [8]. Further investigation should be
developed in order to better understand the relationship between DENV-infected Ae.
albopictus and human dengue cases including considering the presence of DENV-infected
Ae.aegypti, the traditional main vector. In general during epidemic episodes in other
countries, compared with Ae. aegypti, Ae. albopictus is considered |ess effective as a dengue
vector [8], although this species is recognized as the main DENV vector in Japan and Taiwan
[47] and in Macao and Hawaii [48]. However, it isimportant to consider our experimental
DENYV infection findings showing similar high IRs suggestive of equal vector competence of

field-caught Ae. albopictus and Ae. aegypti.

In conclusion, our study shows for the first time that DENV-infected adult Ae.
albopictus is circulating in a Brazilian dengue-endemic risk city besides the well-known
proven vector, the Ae. aegypti. Based on the findings described above, Ae. albopictus
mosquito deserves vigilance as a DENV vector that can increase its importance due to its
adaptation and colonization of new endemic areas. It is also crucial to keep in mind that this
mosquito can become a bridge between wild and urban cycles of yellow fever and other
arboviruses in Brazil, considering its ability to be in wild, rural, suburban and urban
environments [8, 9, 45]. Additionally, Ae. albopictus has been also associated with
Chikungunya and Zika arboviruses in Central Africaand Italy [49, 50]. Further long-term
studies are necessary to better understand the role of Ae. albopictusin DENV transmission
and other arboviruses in endemic-risk cities of Brazil and other countries of the American

continent.
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Anexo 1. Dados complementares a0 artigo cientifico apresentado na Tese de Doutorado.

Estes dados referem-se a0 trabalho desenvolvido pela doutoranda Barbara Aparecida
Chaves, da Universidade do Estado do Amazonas, Fundacdo de Medicina Tropical. Abaixo,
descricdo resumida da pesquisa realizada, com respectivos objetivo, métodos, resultados, e

referéncias descritos no artigo cientifico (Apéndice 2).

1 Objetivo

Verificar a taxa de infeccio de Ae. aegypti e Ae. albopictus de uma mesma regido
parao Denguevirus 1 (DENV-1).

2 Mé&odos
2.1 Manutencao dos mosquitos

Foram feitas coletas de ovos de Ae. aegypti e Ae.albopictus utilizando armadilhas de
oviposicao (ovitrampas) em um mesmo local, no municipio de Manaus, Estado do Amazonas.
A armadilha para coletar ovos para o Ae. aegypti foi colocada em um ambiente mais
antropizado e para coletar a segunda espécie, as armadilhas foram instaladas proximas da
vegetacdo. Estes ovos foram cultivados em laboratério até que as espécies chegassem a fase
adulta, com temperatura controlada entre 26 e 28°C. Os adultos foram mantidos em gaiolas e

alimentados com soluggo de glicose a 10% e alimentago sanguinea em camundongos.

3 Céulasevirus
3.1 Culturadecéulas

Células de linhagem continua de larvas de Ae. albopictus foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Claudio Antonio Bonjardim (ICB/UFMG). Estas células foram cultivadas em meio
Leibowitz-15 (L-15), contendo 20[ g/ml de gentamicina, 5[ g/ml de anfotericina B, 200U/ml
de penicilina e 10% de soro fetal bovino (SFB) e permaneceram a 28°C em B.O.D., para

passagens do virus. Para os repiques das células, o sobrenadante foi desprezado e as células
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foram lavadas duas vezes com PBS 1X (tampdo fosfato salina). Utilizou-se tripsina para
desprendé-las da monocamada. Ap6s soltas e homogenei zadas acrescentou-se sobre as células

repicadas um novo meio L15.

3.2Virus

A cepavira utilizada para os experimentos de infeccéo dos mosquitos foi a DENV-
1/SPH, isolada a partir de soro de um paciente com dengue em S3o José do Rio Preto, Sao
Paulo, em 2011. As amostras foram gentilmente cedidas pela Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto. Os virus foram multiplicados em células C6/36 de Ae. albopictus em estufa
a25°C emantidos em freezer a-70°C.

A titulacdo viral foi calculada pelo método TCID50 (REED; MUENCH, 1938). Para
a redlizacao deste procedimento células C6/36 foram cultivadas em placas de 96 pogos com
meio L15 e SFB a 1%, sendo implantadas 2,5 x 105 células/pogo.

3.3. Infeccdo de M osquitos

Amostras de 300 fémeas de cada espécie, da geracdo F2 tiveram a alimentacao
acucarada suspensa 24 horas antes da alimentacio sanguinea infectante por membrana Foi
utilizado alimentador artificial revestido com membrana animal dissecada da pele de Gallus
domesticus (um dia de idade). Para alimentacdo dos mosquitos foi usado sangue de
camundongo previamente inativado adicionado a 1/3 do volume fina de suspencéo viral,
depositado dentro do alimentador, e este permaneceu aquecido com agua circulante vinda de
um banho-maria a40°C. As fémeas ingurgitadas foram separadas e alimentados com glicose a
10% até o 14° dia apds a ingestao do sangue infectado por DENV-1, tempo necessario para o
virus completar seu ciclo de vida no mosquito e chegar até a glandula salivar (SALAZAR et
a., 2007) .

3.4 Extracdo de RNA Viral
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Os mosquitos Ae. aegypti € Ae. albopictus foram macerados em tubos conicos de 1,5
mL DNAse/RNAse free, com auxilio de pistilo plastico e macerador Pellet Pestle® Motor
(Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri), em 200 yL de Tampao Salina Fosfato (Phosphate
Buffered Saline — PBS). Ap6s centrifugacdo por 15 segundos a 8.000 rpm, 140 pL do
sobrenadante foram processados para extracdo do RNA viral com a utilizaggo do QlAamp®
Viral RNA mini Kit (Qiagen®, Venlo, Limburgo) de acordo com as orientacdes do fabricante.
Logo apds a extragdo, as amostras com RNA extraido, foram acondicionados em freezer a -

70°C, para analises moleculares posteriores.

3.5RT-PCR em Tempo Real
Para realizaco da RT-PCR em Tempo Real foi utilizado o kit Power SYBR® Green

RNA-to-Ct™ 1-Step (Applied Biosystems®, Califérnia, Estados Unidos). Os iniciadores
usados para todos os DENV foram:

¢) Primer Forward: 5-AGGACYAGAGGTTAGAGGAGA-3;

d) Primer Reverse: 5-CGY TCTGTGCCTGGAWTGAT-3'.
Esses iniciadores foram desenhados a partir de sequéncias completas dos quatro sorotipos de
DENV, de sequéncias parciais do capsideo e da regido 3' ndo-codificadora de DENV4,
isoladas em diferentes areas geograficas do mundo, de acordo com Leparc-Goffart et al.
(2009).

3.6 Andlise estatistica

O Teste de Qui-quadrado de Pearson foi utilizado para comparar as porcentagens das
taxas de infecgdo entre os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus. O nivel de significancia
adotado para se regjeitar a hipétese de nulidade foi de 5%. O banco de dados deste estudo foi
preparado usando o software Microsoft Excel 2007 e as andlises de dados foram realizadas
com o pacote estatistico GraphPad Prism versdo 5.3 (LaJolla, CA , EUA).

4 Resultados

A andlise comparativa mostrou semelhangas nas caracteristicas relacionadas com as
infecgbes experimentais de espécimes pelo DENV-1, capturados em campo, de Ae. aegypti
Ae. albopictus. A taxa de infeccdo do Ae . aegypti foi de 85,7 %, enquanto para o Ae.
albopictus foi de 80%, sem diferencgas significativas (p = 0,541). O numero medio de cdpias
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virais de cDNA de DENV de Aec . aegypti foi 2689,7, variando de 114,1 a 118908,5. Em
relacdo ao Ae. albopictis numero meédio foi de 1910,497, variando de 259,7 a 94105,1 . Os
perfis de infeccdo também foram muito semelhantes entre os grupos das duas espécies de

mosquitos.
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