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RESUMO NA LINGUA VERNACULA

Apesar do combate recorrente ao mosquito vetor da dengue, o Aedes aegypti,
mais de 80% dos estratos da cidade de Salvador-BA apresentam condigédo de alerta
ou risco de surto de dengue. Visto que as abordagens tradicionais para controle do
mosquito vetor da dengue n&o tém produzido os efeitos esperados, o presente
estudo avaliou parametros moleculares para vigilancia entomoldgica do A. aegypti
utilizando ferramentas de geotecnologia e de genética de populagbes como forma de
apoiar o trabalho de campo e agdes integradas das instancias responsaveis pelo
controle da dengue. O desenho do estudo apresentou um componente transversal,
descrevendo dados sobre a genética de populacdo de larvas de A. aegypti coletadas
em Salvador e amostras controle coletadas no ano de 2009 em Jacobina e Vitoria da
Conquista, além da cepa Rockfeller, e um longitudinal, sobre amostras de quatro
areas (Plataforma, Itapagipe, Tancredo Neves e Itapud) durante quatro ciclos do
LIRAa Salvador entre 2007 a 2009. O DNA de cada larva foi isolado pelo método
DNAzol® e genotipado por 5 marcadores SSR através da técnica de PCR e
eletroforese capilar. A distribuicdo espacial dos criadouros foi realizada utilizando-se
ortofotos pelo programa Arcview v. 9.3. Para a analise da diferenciagdo populacional
e teste de hipotese foram utilizados os programas GenePop, GenAlEx e Spade, e
para inferéncia populacional utilizamos o programa structure. Os marcadores
encontraram-se, em geral, em equilibrio de H-W e comportaram-se como
independentes. Quando utilizamos a estatistica ®pt e Rsr foi possivel discriminar
significantemente (p<0,05) popula¢des geneticamente diferenciadas de A. aegypti a
nivel de municipio, areas do municipio de Salvador e estratos pertencentes a estas
areas. O programa structure indicou K igual a 2 populagbes como ideal para
representar os dados, considerando a populagdo de Salvador uma miscigenacéo de
populacdes de A. aegypti de outras regides do estado. Os resultados do estudo
longitudinal mostraram uma diferenciacéo entre os ciclos de 2008.3 e 2009.4. As
medidas de Ne variaram consideravelmente por area e ciclo evidenciando o efeito
de gargalo de garrafa em diferentes periodos em cada area, apesar de ndo haver
correlagdo com o IIP. A partir dos resultados obtidos, concluimos que o controle
vetorial produz alteragdes sobre a estrutura populacional do A. aegypti, mas que nao
sdo efetivas. O uso do georreferenciamento e de informag¢des genéticas do vetor
poderiam contribuir para a definicdo das areas de abrangéncia das populagdes do A.
aegypti e para a tomada de decisdes a respeito do manejo do tratamento.

Palavras-chave: Aedes aegypti, microssatélites, vigilancia entomologica, marcadores
genéticos.



RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA

Despite the recurring attempts to combat the mosquito vector of dengue, Aedes
aegypti, more than 80% of the strata of the city of Salvador-BA show alert condition
or risk of an outbreak of dengue. Since traditional approaches to control the mosquito
vector of dengue have not produced the expected results, this study evaluated
molecular parameters for entomological surveillance of A. aegypti using tools of
geotechnology and population genetics as a way of supporting the fieldwork and
integrating the actions of the authorities responsible for integrated dengue control.
The design of the study had a transverse component, describing data on the
population genetics of larvae of A. aegypti collected in Salvador and control samples
collected in 2009 in Jacobina and Vitoria da Conquista, in addition to the Rockefeller
strain, and a longitudinal samples from four areas (Plataforma, Itapagipe, Tancredo
Neves and Itapua) for four cycles LIRAa of Salvador between 2007 to 2009. The
DNA of each larva was isolated by the DNAzol ® method and genotyped with five
STR (short tandem repeat) markers by PCR and capillary electrophoresis. The
spatial distribution of breeding sites was performed using ortophotos by the program
ArcView v.9.3. For the analysis of population differentiation and hypothesis testing
the programs GenePop, GenAlEx Spade were used, and for population inference the
program structure was used. The markers were usually found to be in H-W
equilibrium and behaved as independent. When we use the statistics ®pt and Rsr it
was possible to discriminate (p <0.05) genetically differentiated populations of A.
aegypti at the municipal level, between areas of Salvador and strata within these
areas. The program structure indicated K equal to 2 populations as ideal to represent
the data, considering the population of Salvador is a mixture of populations of A.
aegypti in other regions of the state. The results of the longitudinal study showed a
difference between the cycles of 2008.3 and 2009.4 Ne measures varied
considerably by area and cycle showing the effect of bottleneck in different periods in
each area, although no correlation with the |IP. Given these results we conclude that
the vector control produces changes on the population structure of A. aegypti, but are
not effective. Tthe use of georeferencing and vector’s genetic information could help
define the catchment areas of populations of A. aegypti and for making decisions
about the management of treatment.

Keywords: Aedes aegypti, microsatellites, entomological surveillance, genetic
markers.



Lista de ilustracoes

Figura 1. Série historica de incidéncias e casos notificados de dengue, Bahia,
1996 @ 2010, ..eeiiiiieie et n e e e e e annreeeas 18

Figura 2. Fémea de A. aegypti mostrando tarsos com marcagdes em forma de

listras brancas e mesonoto com desenho em forma de lira. ......ccooveeveeieiiieeeianin.. 21

Figura 3. indice de infestagdo predial (IIP%) e incidéncia da dengue por
100.000 hab. em Salvador (CCZ e DIVEP/SESAB). ....cccooeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 24

Figura 4. Areas de coleta de larvas de A. aegypti no Estado da Bahia e no

MUNICIPIO A€ SAIVAAOr. ... e 32

Figura 5. Eletroferograma dos alelos dos marcadores AAMS11 e AAMS42 de

individuos heterozigotos (A e C) e homozigotos (B e D). .....eceeeiiiiiiiiiiiiicieeee, 36

Figura 6. Locais focados por larvas de Aedes aegypti georeferenciadas em
Salvador e das areas de estudo durante o 4. LIRAa 2007, 3. LIRAa 2008, 4.
LIRAa 2009 € 5. LIRA@ 2009. ......coiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 39

Figura 7. Tendéncia da média global do indice de infestac&o predial (lIP, %)
por ciclo do LIRAa, Salvador, 2007 a 2009. ........ccoovriiiiiiiie e 40

Figura 8. Numero de larvas de A. aegypti coletas por estrato e area no
municipio de Salvador (5. LIRA@ 2009). .......coommiiiiiee e 46

Figura 9. Diferentes paradmetros de K para calculo da fungcdo de

VErOSSIMIINANCA. . .ooeeiiii e et e e e e e e e 50

Figura 10. Estrutura “bar plot” populacional baseada em cinco locus SSR de A.

aegypti. Cada linha vertical representa um individuo. Cada uma das cores



(vinho e azul) representa a frequéncia de ancestralidade de cada grupo

definido pelo programa Structure, K=2. ..........coooi e e i 51

Figura 11. Frequéncia alélica para todos os loci entre os anos de 2007 e 2009.

............................................................................................................................. 52
Figura 12. Frequéncia alélica para todos os loci em todas as areas do
MUNICIPIO A€ SaAIVAAOr. ......iiiiieeeee e 52
Quadro 1. Numero de larvas de A. aegypti analisadas por ciclo do LIRAa e
areas, Salvador — BA, 2007 @ 2009. ....coooiiiiiiieeeeeeeee 33

Quadro 2. Numero de larvas de A. aegypti analisadas por ciclo do LIRAa e
area de outros municipios do interior do estado da Bahia, 2009, e larvas da
cepa RocKfeller, 2010, ..o 34



Lista de tabelas

Tabela 1. indice de infestacéo predial (IIP, %), médio por ciclo do LIRAa e area

LYY [Tl o] o F= o b= VRO 40

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados na genotipagem dos SSR de A.
AEGYPE (AAMS). e e e e et aaaaaaaaaaa 41

Tabela 3. Frequéncia alélica dos marcadores SSR por locus em Salvador (5.
LIRAa 2009) e populagdes controles (N=244). ........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 41

Tabela 4. Sequéncias representando os alelos sequenciados. Em destaque

estdo as regides repetitivas de cada marcador SSR. ...........ccooiiiiiiiiiiiieeeeee 42

Tabela 5. Numero de alelos (Na), heterozigosidade observada (Ho), indice de
fixagdo (F) e teste de equilibrio de H-W dos marcadores SSR na populacdo de
Salvador (5. LIRAa 2009) e populagdes controles por locus. ...........ccccceeeeeeeeeeenn. 43

Tabela 6. Desequilibrio de ligagao para cada par de locus para populagédo de
Salvador (5. LIRAG 2009). ...cooeeeiiiiie et e e e e e e e e aaans 43

Tabela 7. Diferenciacdo alélica para cada par de populagdes em nivel de

municipio sobre todos os loci (método de Fisher). .......oviiiiiiiiiiiee 44

Tabela 8. Diferenciacdo genotipica para cada par de populagdes em nivel de

municipio sobre todos os /oci (método de Fisher). ... 46

Tabela 9. Diferentes medidas de diferenciagao populacional (Fsr, ®pt, Rsr e
medida D) para analise das populagdes controles e de Salvador (5. LIRAa
2009) SODIre t0AOS OS JOCH. ..ceeeeeeeeeeeeee e 45



Tabela 10. Diferenciacdo alélica para cada par de populagbes das areas
selecionadas em Salvador (5. LIRAa 2009) sobre todos os loci (método de
IS ). e a i ———— 45

Tabela 11. Diferenciacdo genotipica para cada par de populagdes das areas
selecionadas em Salvador (5. LIRAa 2009) sobre todos os loci (método de
IS ). e ———— 45

Tabela 12. Diferentes medidas de diferenciacdo populacional (Fsr, ®pt, Rsr e
medida D) para analise das quatro areas da populagédo de Salvador (5. LIRAa
2009) SODIre tOdOS OS JOCH. ..ccceeeeeeeeeeeeeee e 46

Tabela 13. Diferentes medidas de diferenciacdo populacional (Fsr, ®pt, Rsr e
medida D) para analise dos diferentes estratos das areas selecionadas na
populacao de Salvador (5. LIRAa 2009) sobre todos 0s I0Ci. . .....cccvvveveinnnaannnnn. 47

Tabela 14. Tamanho efetivo populacional (N.) para analise das populacdes
controles e de Salvador (5. LIRA@ 2009). .....ccooiiiiiiieeeeeeeeeee e 49

Tabela 15. Tamanho efetivo populacional (N,) para analise das quatro areas
da populagéao de Salvador (5. LIRA@ 2009). ....coiii e 49

Tabela 16. Diferentes medidas de diferenciagao populacional (Fsr, ®pt, Rsr e
medida D) para analise das quatro areas da populagédo de Salvador (5. LIRAa
2009) SODIre tOdOS OS JOCH. ..ccoeeeeeeeeeeeeeee e 53

Tabela 17. Tamanho efetivo populacional (Ne) das quatro areas selecionadas
da populacdo de Salvador dos ciclos 2007.4, 2008.3, 2009.4 e 2009.5 do
1 PR 53



Lista de abreviaturas e siglas

AAMS
ACE
AMOVA
CCZz
DENV
DMSO
DNA
DNAmt
dNTP
=

FAD
FD
FHD
FIOCRUZ
Fst

g.l.
GPS
H-W
He

Ho

IB

IGM

P

ITR

LI
LIRAa
LPBM
MgCl,
Na
NaOH

Microssatélite do Aedes aegypti
Agente de Combate a Endemias
Andlise de Variancia Molecular
Centro de Controle de Zoonoses
Virus da Dengue
Dimetilsulfoxido

Acido Desoxirribonucléico

DNA mitocondrial
Desorribonucleotideo trifosfatado
indice de fixagao

Febre Amarela e Dengue

Febre da dengue

Febre hemorragica da dengue
Fundagao Oswaldo Cruz
Estatistica F

Grau de liberdade

Sistema de Posicionamento Global
Hardy-Weinberg
Heterozigosidade esperada
Heterozigosidade observada
indice de Breteau

Instituto Gongalo Moniz

indice de infestacéo predial
indice por tipo de recipiente

Levantamento de indices

Levantamento de indice rapido de Aedes aegypti

Laboratdrio de Patologia e Biologia Molecular

Cloreto de magnésio
Numero de alelos efetivos
Hidroxido de sodio

Numero efetivo da populacéo



OMS
PCR
PEAa
PNCD
RAPD
SCD
SIG
SESAB
SMS
SSa
SSR

Organizagdo Mundial de Saude

Reacdo em cadeia da polimerase

Programa de Erradicagao do Aedes aegypti
Programa Nacional de Controle da Dengue
Amplificacdo Randémica de DNA Polimorfico
Sindrome de choque da dengue

Sistema de Informagao Geografica
Secretaria de Saude do Estado da Bahia
Secretaria Municipal de Saude

Salvador

Sequéncias simples repetitivas



Sumario

RESUMO NA LINGUA VERNAGCULA........c.ooeeeeee oo, 6
RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA ..., 7
1. INTRODUGAO ...ttt 15
2. REVISAO DA LITERATURA ... e e 17
0 I N o 1= o To T 1= P 17
2.2 Mosquito vetor da dengue ..o 18
2.3 Controle vetorial e levantamento de indices ...........cccoovviviiiciiiiii e, 21
2.4  Marcadores genetiCOS. .......cooiiiiiiiiiiiiie e 26
2.5 Variabilidade genética em populagdes de Aedes aegypli.........cceeeeeeeeennnnn. 29
3. OBUETIVOS ...ttt a e e e e e e aaaaas 31
3.1 ODJetiVO GEral.... .o ———— 31
3.2 ODbjetivOs €SPECITICOS ....cceeeieeeeeee e 31
4, METODOLOGIA. ...t e e e et e e e e e e e e e e e e eaeaeas 32
4.1 Local de eStUdO........ccoeiiieieee e 32
4.2 Coletade dados € amOStras ........coeeeiiiiiiiiiiiicee e 33
4.3 Georeferenciamendo das 1arvas.........cooooeuiuiiiioe i 34
4.4 Deteccdo de Marcadores SSR e desenho dos primers..............ccceeeeeeevnenn... 35
4.5 Extracao do DNA de larvas de A. aegypti e genotipagem das amostras..... 35
IS Y= Yo [ 1Y aToi=Ta o =T o (o J PR 36
4.7  ANAlISE dOS AAOS......coviiiieiie e 36
5. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeaenees 39
5.1 Georeferenciamento dos focos do A. aegypti e IIP das areas selecionadas 39
5.2 Caracteristicas dos marcadores SSR..........coooviiiiiiiiiiiiieeceee e, 40
5.3 Medidas de diferenciagao populacional...............ccooooiiiiiiiiiiiiine . 44
5.3.1 Populagdes dOS MUNICIPIOS .......ueiieiiieeeiiiceeeeeeeee e 44
5.3.2  Areas selecionadas em Salvador, 5. LIRA@ 2009 ...........cccccveveuennnn... 45
5.3.3  Estratos das areas selecionadas em Salvador, 5. LIRAa 2009........... 46

5.4 Tamanho efetivo da populagaO...........ooeeei e 49
541 Entre populacdes dos MUNICIPIOS........ccceevuieiiiiiiieeeeecee e, 49
5.4.2  Entre as areas selecionadas em Salvador, 5. LIRAa 2009 ................. 49

5.5 Inferéncia populacional ...............coooiiiiiiiiiiiiii e 50
5.6  Analises loNGItUAINGIS ......ccoeeiieeeeee e 52
5.6.1 Frequéncias al€liCas...........ccoooeuuiiiiiiiiiie e, 52
5.6.2 Medidas de diferenciagdo genética............ccccevveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 53
5.6.3 Tamanho efetivo da populagao ............cceeeevveiieeiiiiiiiiieeeceeeeeeeeee e, 53

B. DISCUSSAOQ ... e 54
7. CONSIDERAQOES FINALS oo 64

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coouoeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 66



15

1. INTRODUGAO

O Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) € um mosquito de grande
importancia epidemiologica por ser o vetor primario do virus da dengue (DENV),
febre amarela (YFV), entre outras arboviroses. A dengue é um dos principais
problemas de saude publica que ocorrem no Brasil nas ultimas décadas e é a
arbovirose de maior incidéncia no mundo, sendo endémica em todos os continentes,
exceto na Europa (LIMA, 2010). Seu espectro clinico é muito amplo, variando de
formas assintomaticas ou oligossintomaticas até formas graves e letais. Cerca de
2,5 bilhdes de pessoas encontram-se sob risco de se infectarem, particularmente em
paises tropicais onde a temperatura e a umidade favorecem a proliferagcdo do
mosquito vetor (TAUIL, 2002; WHO, 2009).

O A. aegypti € um mosquito de habitos doméstico e diurno, utilizando-se
preferencialmente de depdsitos de agua limpa para deposi¢ao dos ovos, 0s quais
tém uma alta capacidade de resistir a dessecacado. Atualmente, o Unico elo
vulneravel na cadeia de transmissdo da dengue a uma medida preventiva é o vetor
que, por sua vez, tem revelado grande capacidade de adaptacdo a diferentes
situagdes ambientais desfavoraveis (TAUIL, 2002). Devido a falta de vacinas
eficazes, a principal medida de controle disponivel para a dengue depende dos
programas de controle do mosquito vetor, que sdo caros e dificeis de manter
(MARTIN et al., 2010). Os métodos mais utilizados nos ultimos vinte anos s&o: o
controle biolégico do vetor, a aplicagao de inseticidas, o uso doméstico de larvicidas
quimicos e as campanhas informativas buscando a colaboragédo da populagdo para
a eliminagcao dos focos de mosquitos; porém todas estas técnicas tém demonstrado
eficiéncia limitada (CLARO, 2004).

Apesar do combate recorrente ao mosquito, os dados do Levantamento
Rapido de indice para A. aegypti (LIRAa) demonstram uma flutuagdo do IIP ao longo
do tempo sem uma correlagédo clara com as taxas de incidéncia anual de dengue.
Em virtude da falta de agentes de combate a endemias (ACEs) suficientes para o
tratamento macigo, alguns municipios que realizam o LIRAa, como Salvador,
adotam a politica de priorizar o tratamento em areas com maior risco de surto por

dengue (IIP% > 3,9) deixando de tratar as demais areas num mesmo ciclo. Como
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consequéncia desta abordagem, o mosquito poderia proliferar-se nas areas com
intermiténcia do tratamento e ser re-introduzido nas areas previamente tratadas.

Visto que as abordagens tradicionais, para o controle do mosquito vetor da
dengue, ndo tém produzido os efeitos esperados, supde-se que o conhecimento
mais aprofundado da diversidade genética do A. aegypti e o entendimento do padrao
de dispersao deste mosquito por georreferenciamento podem demonstrar como esta
populagdo esta organizada, favorecendo o desenvolvimento de estratégias de
controle efetivo para prevencdo de epidemias da dengue (EISEN; LOZANO-
FUENTES, 2009; GORROCHOTEGUI-ESCALANTE et al., 2002).

Atualmente, marcadores microssatélites ou sequéncias simples repetitivas
(SSR) tém sido extensivamente utilizadas para o estudo de variagdo genética ou
para detectar fluxo genético de populagcdes de diferentes tipos de organismos. Os
marcadores SSR sao aparentemente neutros, codominantes e altamente
polimorficos. Aléem disso, esse tipo de marcador pode potencialmente distinguir
populag¢des que podem ter divergido entre si recentemente (LANZARO et al., 1995).
Variagbes nos marcadores SSR entre populagdes de A. aegypti ja foram utilizados
para demonstrar evidéncias de que o armazenamento de agua como habitat e a
densidade populacional humana podem afetar o nivel de diferenciacdo genética
destes vetores (HUBER et al., 2002).

Neste estudo avaliamos a utilidade do georreferenciamento e da genética de
populagdes para identificar a existéncia de estruturas populacionais do A. aegypti
em areas selecionadas na cidade de Salvador e areas administrativas pré-definidas
para o controle vetorial (estratos), bem como, para modelar a ocorréncia de
populagdes do A. aegypti isoladas geograficamente por diversos fatores, como por
exemplo, o uso recorrente de larvicidas. Deste modo, poderemos criar um sistema
de vigilancia entomoldgica molecular do A. aegypti, baseado no estudo da
variabilidade genética deste mosquito, como ferramenta de auxilio no trabalho de
campo e acao integrada das instancias responsaveis pelo controle da dengue.
Através deste sistema, o tratamento poderia ser guiado por parametros técnicos que
incluem a informagéo sobre a estruturagdo populacional do A. aegypti e sua
dispersdo no ambiente, independentemente de fronteiras politico-administrativas,
tais como, distrito sanitario, bairros, estratos ou quarteirdes, como vem sendo

empregado pelo sistema de controle atual.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 A dengue

A dengue é uma doencga infecciosa que se manifesta clinicamente sob duas
formas principais: a dengue classica, também conhecida como febre de dengue
(FD), e a forma hemorragica ou febre hemorragica de dengue (FHD), podendo
evoluir para uma forma ainda mais grave denominada sindrome de choque da
dengue (FHD/SCD). A doenga é causada pelo virus da dengue (DENV), que é
classificado em quatro sorotipos DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 (HAMMON;
RUDNICK; SATHER, 1960), e pertence ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae.
Considerada a mais importante arbovirose que afeta o0 homem, a dengue constitui
um grave problema de saude publica mundial.

Os primeiros relatos da doenga datam do final do século XVIIl, no Sudoeste
Africano e nos Estados Unidos, porém somente foi reconhecida como doencga pela
OMS no século XX. Nas Américas a dengue ocorre desde o século XIX, com
periodo de siléncio epidemiolégico no inicio do século XX, com reintrodugcdo dos
sorotipos 2 e 3 associados a formas classicas de manifestagdo da doenga na
década de 1960 (TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999).

Atualmente, aproximadamente 40% da populacdo mundial encontra-se sob
risco de se infectarem com o DENV, particularmente em paises tropicais da Asia e
da América (WHO, 2009), onde a prevaléncia da doenga é mais alta, com uma
estimativa de 50 a 100 milhdes de casos de FD e 250.000 a 500.000 casos de FHD
por ano, com taxa de letalidade de aproximadamente 5% (GUBLER, 2002).

Os casos notificados de dengue aumentaram 91% no Brasil, no ano de 2010,
sendo que os estados de Sado Paulo e Minas Gerais foram responsaveis por cerca
de 70% das notificagées. No estado da Bahia a situagdo epidemioldgica da dengue
vem oscilando desde 2008. Até novembro de 2010, foram notificados 54.615 casos
de dengue no estado, correspondendo a uma reducédo de 54,5% em relagdo ao
mesmo periodo de 2009 (120.150), que por sua vez apresentou um aumento de
144,6% em relagdo ao mesmo periodo no ano de 2008 (48.585), em todo o estado
da Bahia (Figura 1). Até a primeira semana do ano de 2011, foram notificados 409
casos de dengue na Bahia, 41,6% a menos que no mesmo periodo de 2010.

Quanto as formas graves da doenca: dengue com complicagbes, FHD e SCD,

registrou-se 2.493 casos suspeitos e confirmaram-se 1.766 casos graves e 66 Obitos
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no estado da Bahia em 2009. Com uma reducdo drastica em 2010, foram
registrados 782 casos suspeitos, com a confirmacdo de 692 casos graves, com
registro da taxa de letalidade de 4,9% (SESAB, 2009; SESAB, 2010).
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Figura 1. Série histdrica de incidéncia e casos notificados de dengue, Bahia, 1996 a 2010.

O municipio de Salvador registrou 3.454 casos suspeitos de dengue em 2008
e mais de 6.500 casos em 2009. Até a 49° semana epidemioldgica do ano de 2010,
em Salvador, houveram 7.799 casos notificados de dengue, revelando um aumento
acentuado na incidéncia da doenga ao longo dos anos e a co-circulagdo de trés
sorotipos do DENV (DEN-1, DEN-2 e DEN-3) no municipio (SESAB, 2010).

Em 2009, os sorotipos DENV1, DENV2 e DENV3 circularam simultaneamente
com predominancia expressiva do DENV2 (87%) durante os 12 meses. Em 2010,
até o més de julho, houve uma predominancia do DENV2 representando 52% dos
isolamentos virais. A partir de agosto de 2010, o DENV1 superou os demais
sorotipos em numero de isolamentos virais, representando um aumento do risco

para epidemias por esse sorotipo em 2011 (SESAB, 2010).

2.2 Mosquito vetor da dengue

A fonte de infecgdo e hospedeiro vertebrado da dengue € o homem por ser
susceptivel aos quatro sorotipos do DENV. Todavia, a persisténcia do virus na
natureza depende do mosquito vetor do género Aedes, sobretudo da espécie Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), mediante o ciclo de transmissdo homem - A.
aegypti — homem. O A. aegypti € uma espécie nativa da Africa (regido etidpica),

onde também foi descrito um ciclo silvestre envolvendo o macaco.
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O mosquito migrou para o continente americano através de navios escravos
estabelecendo-se e espalhando pelo Novo Mundo entre os séculos XVII e XVIII,
assim, em meados de 1950, quase todos os paises da América ja haviam registrado
a presenca do A. aegypti (FRANCO, 1961). Apesar de ter sido macicamente
combatido em épocas passadas, sobreviveu a erradicagdo e vem mantendo-se
presente em ecossistemas urbanos (FORATTINI, 2002).

O A. aegypti € uma espécie tipicamente sinantropica, tendo assim evoluido
por milhares de anos associado aos seres humanos, ao seu habitat e habitos
(PONTES; RUFFINO-NETTO, 1994). Por ter se tornado um mosquito urbano e
doméstico, o A. aegypti possui uma relagao estreita com o homem e o0 acompanha
em seus deslocamentos, principalmente na forma de transporte passivo (VIEIRA;
LIMA, 2006). O desenvolvimento econb6mico, a urbanizagdo e o transporte de
pessoas e mercadorias facilitam a difusdo tanto do mosquito quanto do virus, por
meio de pessoas infectadas, por todo o mundo. Contribuindo, desta forma, para o
aumento da incidéncia da dengue e disseminagao do virus, predominante em areas
urbanas e suburbanas, favoraveis ao mosquito (HUBER et al., 2004). A temperatura
impbe limites a distribuicdo de dengue no mundo, pois o A. aegypti raramente
sobrevive fora dos paralelos 45° N e 35° S. Projegbes de elevagcdo de 2°C da
temperatura global para o final do século XXI, provavelmente aumentardo a
extensdo da latitude e longitude da distribuicdo da dengue na terra (OLIVEIRA et al.,
2007). Sua distribuicdo é limitada também pela altitude de 1.000 metros, apesar de
se ter registro de sua presenca a 2.132 e 2.200 metros acima do nivel do mar, na
india e na Colémbia (FUNASA, 2001).

O A. aegypti apresenta duas fases distintas no seu ciclo de vida: uma
aquatica (ovos, larvas e pupas) e outra terrestre (mosquito adulto). No estagio larval
0 A. aegypti alimenta-se de particulas em suspensao e tem duragédo de quatro a oito
dias e a pupa tem duracdo de dois dias (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
2002).

Apods o0 acasalamento a fémea necessita de sangue para o desenvolvimento
dos ovos, realizando a hematofagia. Sua oviposi¢cdo ocorre em recipientes artificiais
e naturais contendo agua parada protegidos do sol, como tanques caixas d’agua,
cisternas, casca de cocos, bromélias e outros. Os ovos apresentam elevada
resisténcia, podendo permanecer viaveis por cerca de um ano em ambientes
desfavoraveis (FUNASA, 2001).
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Em estudos de preferéncia por sitios de oviposicdo, demonstram que as
fémeas gravidas de A. aegypti respondem a estimulos visuais, olfativos e
quimiotateis para a realizagdo da oviposi¢cdo, e demonstraram maior atragao para
oviposicdo em aguas residuais e de lagos quando estas apresentam coliformes
fecais e totais, sugerindo que na verdade a atragdo pode estar sendo exercida por
odores emanados por estes locais (NAVARRO; OLIVEIRA; BRITO, 2003). Aguas
que passaram por tratamento com cloro, como agua encanada e piscina mostraram-
se com agao repelente quanto a oviposicdo das fémeas, revelando efeito negativo
na produtividade dos sitios de oviposicdo (ALDSTADT et al.,, 2011; NAVARRO;
OLIVEIRA; BRITO, 2003)

Mesmo percorrendo distancias relativamente pequenas através de voo, cerca
de 50 a 100 metros, as fémeas podem dispersar rapidamente a procura de locais
para ovipositar quando estes ndo estdo disponiveis. Assim a atividade ovipositora
durante um unico ciclo gonotrofico pode estender-se por dias e alcangar uma area
de pelo menos 840m de didmetro e a infestacdo das casas pode ser de quase 1
Km?, partindo do foco inicial, independente de atividade humana como transporte e
comércio (HONORIO et al., 2003; REITER et al., 1995).

Todo o periodo de desenvolvimento, da eclos&o do ovo até a emergéncia do
individuo adulto tem duragcao de aproximadamente dez dias, o que pode variar
conforme condigcbes ambientais de menores temperaturas (17°C), na qual o
processo torna-se mais lento (10 — 17 dias), enquanto em temperaturas mais altas
(30°C) o desenvolvimento pode ocorrer em periodos de 6 a 8 dias (HIEN, 1975).

O adulto é de coloragdo escura, com faixas brancas nas bases dos
segmentos tarsais e um desenho em forma de lira no mesonoto e dois tufos de
escamas branco-prateadas no clipeo (Figura 2). O macho se distingue
essencialmente da fémea por possuir antenas plumosas e palpos mais longos
(FUNASA, 2001).

Sua adaptagido evolutiva a hematofagia, frequente e quase exclusiva em
humanos, e a colonizacdo de tipos infinitos de habitats, faz deste mosquito um
transmissor extremamente eficiente de patégenos ao homem. Além do DENV, o A.
aegypti também é capaz de transmitir no meio urbano outros arbovirus, tais como o
virus da febre amarela (YFV) e o virus do Nilo ocidental (WNV) (FORATTINI, 2002).
Deste modo, o controle efetivo do A. aegypti pode refletir ndo somente sobre a

dengue, mas também sobre a emergéncia de outras arboviroses.
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Figura 2. Fémea de A. aegypti mostrando tarsos com marcagbes em forma de listras brancas e
mesonoto com desenho em forma de lira. FONTE: http://t2noticiasatuais.blogspot.com/

Os mosquitos do género Aedes sao simpatricos e outro representante desse
género é o Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894), que nos dias de hoje é um
vetor de importancia secundaria no Brasil, associado a transmissao de arboviroses
semi-urbanas (SERUFO et al., 1993). O A. albopictus teve sua origem no sudeste da
Asia, onde esses mosquitos sdo responsaveis pela transmissdo endémica do DENV.
Foi introduzido no continente americano nos anos 80 do século passado, sendo que
em 1986 foi observado em trés regides do Brasil (FIGUEIREDO, 2003).

Atualmente, a unica medida de controle disponivel, da dengue, depende dos
programas de controle do mosquito vetor, que sdo caros e dificeis de manter
(MARTIN et al., 2010). Portanto, é de extrema importancia considerar os aspectos
biolégicos e as consequéncias de sua combinagcdo com fatores ambientais e
climaticos, assim como os habitos antropogénicos que favorecem a proliferacédo do
mosquito, para que se possa entender a expansao e intensificagdo da dengue, e
finalmente escolher estratégias e métodos adequados para monitorar e controlar a
populacao de A. aegypti (REGIS et al., 2009).

2.3 Controle vetorial e levantamento de indices

A vigilancia vetorial da dengue € importante para determinar onde e quando
aplicar as agdes de controle. O sistema de vigilancia entomoldgica, apto para gerar
informagdes quantitativas da densidade populacional do mosquito e ajudar a
predizer o crescimento populacional explosivo, € essencial para difundir agdes que

possam prevenir novas epidemias (REGIS et al., 2009).
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A ocorréncia de epidemias de febre amarela levou ao combate do A. aegypti a
partir de campanhas de erradicacdo em 1904. A espécie foi erradicada em 1955,
voltando a ser detectada em 1967 no estado do Para. Em 1973 ocorreu pela
segunda vez sua erradicagdo. Em 1976 foi novamente detectado em Salvador,
disseminando-se para outros estados como o Rio Grande do Norte e o Rio de
Janeiro, ndo sendo mais possivel sua eliminagdo total no pais (TAUIL, 2002). Desde
entdo nenhuma campanha foi eficaz na erradicagdo nem pdde conter seu avanco,
em areas no territério nacional. Hoje a espécie é encontrada em todos os estados
brasileiros, inclusive no Distrito Federal (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994)

Desde o inicio dos anos 70, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) esta
envolvida, de maneira bastante ativa, no desenvolvimento e na promocao de
estratégias de tratamento e controle vetorial como forma de eliminar a transmisséo
do DENV e, por conseguinte, da ocorréncia da dengue em todo o mundo. Em 1996,
0 Ministério da Saude (MS) do Brasil propés o Programa de Erradicagdo do A.
aegypti (PEAa). Este programa foi uma estratégia comum aos programas de
controle de doencgas transmitidas por vetor em todo o mundo, contudo mostrou-se
absolutamente incapaz de responder a complexidade epidemioldgica da dengue. Em
2002, o MS implantou o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), com o
objetivo de intensificar o conjunto de agdes que vinham sendo realizadas e outras a
serem implantadas. O PNCD é um sistema que fornece indices de maneira rapida e
oportuna permitindo ao gestor do programa o direcionamento das a¢des de controle
para as areas apontadas como criticas, o que permitiu melhor organizagdo do
sistema de combate a dengue, com o objetivo de reduzir o impacto da doenga no
Brasil.

Com a municipalizagao dos servigos de saude, de um modo geral a vigilancia
entomologica passou a ser de responsabilidade dos municipios através de 6rgaos
tais como os CCZs. Conforme estabelecido pelo PNCD, algumas cidades do Brasil,
capitais e municipios de regides metropolitanas, municipios com mais de 100 mil
habitantes e municipios com grande fluxo de turistas e de fronteira incluindo
Salvador, capital do Estado da Bahia, vém sendo monitoradas trimestralmente para
o Levantamento Rapido de indice para A. aegypti (LIRAa). Durante a realizacdo do
LIRAa, um grande numero de ACEs e técnicos coletam dados larvarios de forma

sistematica e periddica.
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Os dados consolidados do LIRAa produzem os indice de infestagdo predial
(IIP) e indice de Breteau (IB) e por tipo de recipiente (ITR) para A. aegypti que
auxiliam ao PNCD na avaliagdo do Programa. Os indices estimam de forma
diferente a densidade larvaria de A. aegypti e suas mensuragdes séo feitas em uma
amostra probabilistica dos imdveis existentes na area urbana dos municipios
infestados.

Os indices sao calculados da seguinte forma:
IIP - relagdo entre o numero de imdveis positivos € o numero de imdveis

pesquisados, assim: lIP= imdveis positivos | iméveis pesquisados X 100;

IB - relacdo entre o numero de recipientes (criadouros) positivos e numero de

imoveis pesquisados, assim: IB= criadouros positivos | imoveis pesquisados X 100;

[{ Rl

ITR - relagao entre 0 numero de recipientes positivos de um determinado tipo “X” e 0

numero de recipientes positivos, assim: ITR= recipientes positivos “x” | total de

recipientes positivos X 100, onde “x” = tipo de recipiente (BRASIL, 2005).

Os parametros para a analise do |IP sado classificados como condigao
satisfatoria quando o IIP ¢é inferior a 1%, situagéo de alerta quando o IIP esta entre 1
e 3,9% e situagao de risco de surto quando o IIP esta acima de 3,9% (BRASIL,
2005).

O delineamento da amostragem para cada municipio € determinado em
funcdo de sua densidade populacional e do numero de imoéveis existentes. Em
municipios de grande porte, como no caso de Salvador-Ba, € adotada amostragem
por conglomerados em dois estagios: quarteirdes e imoveis. O municipio é dividido
em estratos, cada um com o minimo de 8.100 imdveis e o maximo de 12.000
iméveis, independente dos bairros onde estdo localizados. Essa estratificacado
possibilita um maior detalhamento dos indicadores, permitindo priorizar agcdes de
controle para areas de maior risco dentro do municipio de Salvador-Ba (BRASIL,
2005).

Apesar do combate recorrente ao mosquito, dados consolidados pelo CCZ da
SMS de Salvador-BA (CCZ-SMS Salvador-BA) demonstram uma flutuagao ao longo
do tempo sem uma correlagédo clara com as taxas de incidéncia anual de dengue,
como demonstrado na Figura 3. Sendo que estes indices médios nao refletem o que
ocorrem em certas areas da cidade de Salvador, como alguns resultados do 3° ciclo
do LIRAa realizado em 2008, que revelaram IIP de até 14,5%. Teixeira e

colaboradores demonstraram que um IIP superior a 3% em Salvador ja corresponde
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a taxa de incidéncia maxima, que se torna constante. Os autores defendem que o
controle da circulacdo viral so6 € possivel quando se alcanca um nivel de infestacéo
muito proximo de zero (TEIXEIRA et al., 2003).

Em um estudo realizado em Recife, foi visto que flutuacées na densidade
populacional do mosquito sdo comuns ao longo do tempo, entretanto foi observado
também que existem areas onde a infestagdo vetorial € constantemente elevada
(REGIS et al., 2008). Este fenbmeno pode ser explicado pela existéncia de caixas
d’agua abertas, coleta irregular de lixo, intermiténcia de distribuicdo de agua, entre

outras situacdes decorrentes de agdes antropicas no ambiente.
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Figura 3. indice de infestacdo predial (IIP%) e incidéncia da dengue por 100.000 hab. em Salvador
(CCZ e DIVEP/SESAB).

No Brasil, uma atualizacdo dos resultados do LIRAa em 2010, revela que, a
maioria dos municipios do Sudeste, Centro-Oeste e Sul estdo com indices
satisfatorios. O oposto ocorre nos municipios das regides Norte e Nordeste, onde a
maioria esta em situagao de alerta (BRASIL, 2010a).

Nos municipios da regido do Nordeste, que realizaram o LIRAa em 2010,
cerca de 25% registraram indice de infestagdo predial satisfatorio, 57,8% estavam
em estado de alerta e 17,7% estavam em risco de surto, revelando uma leve
diminuicdo da quantidade de municipios em estado satisfatorio e de alerta quando
comparado ao ano de 2009, e um aumento com relagao ao risco de surto (8,7% dos
municipios em 2009) (BRASIL, 2010b).
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No estado da Bahia, em 2010, o LIRAa nacional foi realizado em 13
municipios prioritarios. Dentre eles, trés registraram indice de infestacdo predial
satisfatorio (Juazeiro, Lauro de Freitas e Vitéria da Conquista), sete municipios
estavam em situagdo de alerta (Alagoinhas, Camacari, Feira de Santana, Jequié,
Porto Seguro, Salvador e Teixeira de Freitas) e trés em situagdo de risco de surto
(Itabuna, lIhéus e Simdes Filho) (SESAB, 2011).

O municipio de Salvador vem realizando LIRAa desde 2003. Os IIP no
municipio foram crescentes até 2007 quando a Secretaria Municipal de Saude
conseguiu contratar um maior numero de ACEs e regularizar a rotina de tratamento
e eliminagdo de criadouros no municipio (Figura 3). A partir dai o [IP vem
apresentando uma tendéncia de reducado, entretanto, o IIP em 2009 foi de
aproximadamente 3%, que indica uma condicdo de alerta para dengue
(CCZ/SEVTV/PMCD, 2009). Os primeiros dados de 2010 revelam um IIP de 3,2%.
Apesar desses resultados ndo serem compativeis com a incidéncia da dengue em
Salvador nesse mesmo periodo (Figura 3), a elevada magnitude da transmissao da
dengue requer atencao especial para a regularidade das agdes de combate ao vetor,
realizadas pelos municipios.

O principal tipo de criadouro do A. aegypti no Estado da Bahia foi
representado pelos reservatérios utilizados para armazenamento de agua ao nivel
do solo, que é explicado pela intermiténcia na distribuicdo de agua nos municipios e
a necessidade da populagdo em armazenar agua. Este tipo de criadouro possui
grande capacidade de producao de larvas de A. aegypti, que pode manter o risco de
epidemias em 2011 (SESAB, 2011).

Assim, a situagao epidemiolégica da dengue vem piorando pela deterioragéo
do sistema de saude e dos programas de controle do mosquito na maioria dos
paises endémicos. Concomitantemente, o crescimento da populagdo humana e os
desequilibrios por ela causados, por exemplo, o acumulo de lixo produzido nas
cidades, vem suprindo o mosquito vetor de condi¢des ideais para sua proliferacao,
particularmente nos meses chuvosos do ano (CLARO, 2004). Contudo o controle do
vetor ainda € uma estratégia possivel, todavia novas abordagens devem ser

desenvolvidas.
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2.4 Marcadores genéticos

Nos ultimos anos, ampliou-se a expectativa de que estratégias baseadas na
genética de populagbes do A. aegypti e georreferenciamento possam apoiar os
programas de combate ao A. aegypti (EISEN; LOZANO-FUENTES, 2009). Atraves
da analise de marcadores genéticos € possivel identificar sub-populagdes do A.
aegypti no espago urbano e avaliar a estabilidade genética destas sub-populagdes
(OLIVEIRA; ARAGAO, 1995). Conforme os resultados obtidos, seria possivel
rastrear minuciosamente os padrdes de migracdo destas sub-populagcbes na area,
sua adaptacao ecoldgica, o efeito do tratamento sobre a diversidade genética, os
indices de infestacdo, a fertilidade e os niveis de resisténcia aos inseticidas
aplicados. Estas caracteristicas podem revelar como a pressao seletiva sobre o
mosquito pode influenciar na transmissdo do DENV e no surgimento de casos novos
da doenga (OCAMPO; WESSON, 2004). Em ultima anadlise, podem-se associar 0s
padrées da doenga a uma maior capacidade de transmissdo do virus pelo A.
aegypti. Portanto, a analise molecular do A. aegypti € extremamente util para testar
hipéteses sobre a ecologia do vetor, a epidemiologia da doenga e sobre as medidas
de controle vetorial adotados atualmente.

Existe um elevado numero de marcadores genéticos que vem sendo
utilizados para estudos de genética de populagbes. Entre eles, destacam-se as
isoenzimas (FRAGA, 2003), os polimorfismos localizados em DNA mitocondrial
(DNAmt) (HERRERA et al., 2006), o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(AYRES et al., 2003) e as SSR (sequéncias simples repetitivas) (CHAMBERS et al.,
2007) . A analise destes marcadores tem facilitado tais estudos, porque permitem,
em um curto espago de tempo, analisar um numero praticamente ilimitado de
marcas de evolugao neutra que podem caracterizar populagdes e individuos em uma
area geografica. A escolha do tipo de marcador a ser utilizado depende de varios
fatores como a tecnologia disponivel, o custo, a confiabilidade e o numero de
informagdes geradas.

Um dos trabalhos pioneiros com uso de marcadores isoenzimaticos em
mosquitos foi realizado em Liverpool (TOWNSON, 1969). O uso de marcadores
isoenzimaticos também foi importante na caracterizagdo e diferenciacdo genética
entre duas subespécies: A. aegypti formosus e A. aegypti aegypti (POWELL,;
TABACHNICK; ARNOLD, 1980; SCOTT; MCCLELLAND, 1975; TABACHNICK;
POWELL, 1978; WALLIS; TABACHNICK, 1990; WALLIS; TABACHNICK; POWELL,



27

1983). Apesar da grande quantidade de marcadores existentes atualmente, os
marcadores isoenzimaticos ainda sao utilizados para inferir variabilidade genética de
populagdes de mosquito, entre eles o A. aegypti (FRAGA, 2003). Paupy e
colaboradores (2000) revelou que as duas populagdes das ilhas Tahiti e Moorea na
Polinésia Francesa encontram-se estruturadas geneticamente e que tal estruturagao
esta ligada diretamente a densidade populacional humana e as caracteristicas
ecologicas da espécie (PAUPY et al., 2000). Porém, quando a investigagdo requer
uma cobertura mais ampla do genoma, as isoenzimas apresentam limitagdes quanto
ao numero total de locus que podem ser detectados no genoma e ao numero de
alelos por locus, isto é, o nivel de polimorfismo genético detectavel ou poder
discriminatério de cada locus (CASTIGLIONE, 2003)

O DNA mitocondrial (DNAmt) tem sido extensivamente utilizado como
marcador molecular em estudos de genética de populagdes, tais como fluxo génico,
tamanho efetivo da populagdo e historia evolutiva entre individuos, espécies e
populagdes devido a caracteristicas peculiares como a heranga uniparental
(materna), auséncia de recombinagao genética e as altas taxas evolutivas quando
comparado com o genoma nuclear, assim como, a facilidade em isola-lo, ao grande
numero de copias por células, seu tamanho pequeno, sua organizagado simples
(MEYER, 1993; VIANA, 2005). Diversos autores tém realizado estudos de genética
de populagdes para A. aegypti utilizando o DNAmt e observaram uma significante
diferenciagao entre as populagdes e fortes evidéncias para um isolamento genético
correlacionando com a distancia geografica entre as populagcdes (HERRERA et al.,
2006). De qualquer forma, o padrdo de heranga ndo mendeliano deste marcador
reduz seu valor informativo e a localizagao extra-cromossomal impede seu uso como
marcador molecular para estudos de linhagem (RODRIGUES et al., 2002).

Outro marcador muito utilizado é o RAPD, que na verdade, € basicamente
uma variagdo do protocolo da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), onde o
padrao de bandas produzido determina uma espécie de impressao digital do DNA do
organismo (“DNA fingerprinting”). Dentre os diversos trabalhos que utilizaram o
RAPD em populagbes de A. aegypti, destaca-se um extensivo estudo que avaliou a
diversidade genética de populacbes de A aegypti de cinco estados brasileiros. Os
loci analisados revelaram elevado polimorfismo e diferenciagdes genéticas entre as
populacdes deste vetor no Brasil (AYRES et al., 2003). Pelo fato do método nao

requerer nenhum alvo especifico, tornou-se popular em varios estudos, sobretudo
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quando pouca ou nenhuma informagdo genética sobre o organismo estudado é
conhecida. Neste método, a qualidade do DNA ¢€é fundamental para a
reprodutibilidade dos resultados. Amostras de DNA degradadas ou quebras
cromossémicas podem determinar variagdes indesejaveis no método. Além disso, o
poder discriminatorio do RAPD é menor que o de outros marcadores, tais como, os
marcadores SSR. Diferentes padrdes de variabilidade entre as classes de
marcadores moleculares refletem um balancgo entre o indice mutacional dos genes e
0s processos populacionais como fluxo genético.

Os marcadores SSR, também chamados de Sequence Tagged Microsatellites
(STMS) ou Single Sequence Length Polymorphisms (SSLP), sdo sequéncias
genbmicas caracterizadas por um numero variavel de curtas repeticdes
nucleotidicas (2-6 nucleotideos cada), em tandem, os quais s&o amplamente
distribuidos no genoma ou segmentos especificos de DNA que podem ou né&o
representar um gene, onde as sequéncias podem diferir em numeros repetidos entre
diferentes individuos e tem sido uma ferramenta efetiva para a detecgdo de
estruturas genéticas em escalas de espaco limitado (LOUGHEED et al., 2000). Sua
taxa de mutacdo elevada varia de 10-° a 10-? por geracdo, sendo assim, mais
significante do que a taxa de substituicdo de bases (SCHLOTTERER, 2000). Apesar
de suas altas taxas evolutivas,estas sequéncias sdo conservadas em suas regides
flanqueadoras e podem persistir por um longo periodo sem modificagdes. A taxa de
mutacdo € muito mais frequente em regides de DNA repetitivo, do que em outras
regides, isso explica o fato dos marcadores SSR serem tdo polimorficos.

Com o advento da tecnologia da PCR, essa propriedade de DNA
microssatélite foi convertida em marcador genético altamente versatil, onde as
regides contendo sequéncias simples repetidas sdo amplificadas individualmente por
meio da PCR, utilizando-se um par de primers especificos complementares as
sequéncias unicas que flanqueiam os marcadores SSR (CHAMBERS et al., 2007).

Quanto a sua estrutura molecular, os marcadores SSR podem ser: perfeitos
ou puros, quando ndo apresentam interrupcdo em sua sequéncia de repeticdo (ex.:
TATATATATA); interrompidos, quando possuem um par de bases ou uma pequena
sequéncia interrompendo a série de repeticdo (ex.: TATATACGTCTATATATA);
compostos, quando apresentam duas sequéncias de repeticdes distintas lado a lado
(ex.: TATATATAGAGAGAGA).
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Uma preocupagao interessante da analise genética € se as conclusdes
derivadas de uma unica classe de marcadores moleculares realmente representam
0 padréao de variagao de um genoma (LOUGHEED et al., 2000). Neste caso, os SSR
apresentam caracteristicas peculiares, tais como carater polialélico e co-dominantes,
promovendo maior quantidade de informagao genética por locus. Sao neutros em
relagado a efeitos fenotipicos, com minimo ou nulo efeito epistatico ou pleiotrépico,
possuem alta frequéncia e distribuicdo aleatéria no genoma, atributos que o tornam
marcador de DNA com o mais elevado conteudo de informacédo de polimorfismo
entre os marcadores descritos previamente, além de ser o mais completo para
cobertura de qualquer genoma eucariotico (CHAMBERS et al., 2007; TAUTZ; RENZ,
1984).

2.5 \Variabilidade genética em populacées de Aedes aegypti

A variabilidade genética € um fenémeno biologico que ocorre naturalmente
entre as populagbes e tem levado especialistas a desenvolver métodos para
quantificar e explicar essa variabilidade em relacédo a sua origem, manutencao e
importancia para a evolugao (HARTL, 1981). A variagao genética entre e dentro das
populagcdes de uma espécie é mantida por mutacdo, deriva genética (ganho ou
perda aleatoria de variabilidade genética nas populagdes), selecado (variagdo na
adaptabilidade de tragos herdados), migracéo (importagdo ou exportagédo de genes
entre as populagdes) e pelo sistema de reprodugéo da espécie.

Os indices de heterozigosidade e polimorfismo estimam a diversidade
genética presentes nas populag¢des naturais, enquanto que a diferenciagdo genética
existente entre as populacdes pode ser medida pela estatistica de F desenvolvida
por Wright (1951) e suas derivagbes ®pt, Rste a pela medida de D de Jost (JOST,
2008), mostrando como a diversidade genética esta distribuida dentro das
populagdes. A determinagédo destas medidas a partir de resultados de genotipagem
em marcadores SSR tém sido muito utilizadas entre populacbes de insetos e
mosquitos vetores de doengas humanas e os fatores que controlam a estrutura
genética dessas populagcbes (ANTONIO-NKONDJIO et al.,, 2008; GERTSCH,;
PAMILO; VARVIO, 1995; ZHENG et al., 1996).

Alguns estudos com marcadores SSR tém sido realizados em populacdes de
A. aegypti, na tentativa de conhecer melhor a dindmica e estrutura genética de suas

populacdes e entender os mecanismos envolvidos na capacidade vetorial dessa
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espécie (BROWN et al.,, 2011; CHAMBERS et al., 2007; DA COSTA-RIBEIRO;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FAILLOUX, 2006). Diversos trabalhos tém demonstrado
que o genoma do A. aegypti € bem preenchido por marcadores SSR, adequados
para genotipagem e esbogo de estratégias eficientes para identificacéo, além de
evidéncias de diferenciacdo populacional, mesmo entre distancias geograficas
relativamente curtas tanto no Haiti, quanto em Bouaké na africa (LOVIN et al., 2009;
RAVEL et al., 2002). Aqui no Brasil, tivemos algumas evidéncias da diferenciagao
populacional genética do A. aegypti envolvendo marcadores SSR no Rio de Janeiro,
na Amazoénia brasileira, Recife e no Parana (DA COSTA-RIBEIRO; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA; FAILLOUX, 2006; FANTINATTI, 2009; LIMA, 2007; LIMA, 2010).

As estimativas sobre o movimento das popula¢gdes de mosquito fornecem
informagdes sobre a capacidade de dispersdo do vetor, permitindo a previsdo do
movimento de populagdes infectadas ou na dispersdo dos genes de resisténcia a
inseticidas quimicos (MOUSSON et al., 2002). Varios estudos tém examinado a
variabilidade genética presentes em diferentes populagdes relacionando-as com a
competéncia vetorial do A. aegypti de varias regides geograficas para arbovirus e
outros patdégenos (LAMBRECHTS, 2011). O entendimento do processo evolutivo
que introduz e mantém a variabilidade genética de populag¢des naturais de mosquito,
especialmente com relagdo a definicdo da competéncia vetorial, pode ajudar na
prevencgao da transmisséo de arboviroses (CHAPMAN et al., 1999).

Conhecer as diferengcas entre as populagdes fornece subsidios para o
controle do vetor, uma vez que cada populacdo pode ser tratada de maneira
independente. Tendo em vista a grande importédncia do género Aedes e facil
movimentagado por meio de transporte humano, torna-se imprescindivel o estudo do
perfil genético de individuos da espécie A. aegypti, principalmente, em decorréncia
das epidemias de dengue e as dificuldades de controle, tornando-se necessarios
estudos relacionados ao ciclo de vida e informagdes genético-molecular do referido
vetor (LIMA, 2010).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar parametros moleculares para a vigilancia entomoldgica do A. aegypti como
ferramenta de auxilio no trabalho de campo e agdo integrada das instancias

responsaveis pelo controle da dengue a partir de estratégias inovadoras.

3.2 Objetivos especificos

e Apropriar informagdes e materiais do LIRAa e montar um sistema de
georreferenciamento dos niveis de infestagao vetorial em Salvador-BA;

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos marcadores e analisar a
estruturagdo populacional do A. aegypti em Salvador;

e Determinar associagdo das sub-populagbes do A. aegypti com variaveis
administrativas e ecologicas de interesse;

e Acompanhar longitudinalmente as sub-populagdes do A. aegypti buscando
compreender os componentes dindmicos da ecologia do mosquito,

epidemiologia da dengue e controle vetorial.
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4. METODOLOGIA
4.1 Local de estudo

Este estudo foi realizado em Salvador no periodo entre 2007 e 2009 e contou
com amostras controles de Jacobina e Vitéria da Conquista, coletadas em 2009,
(Figura 4), bem como, amostras da cepa Rockfeller, (originaria dos Estados Unidos
e cedida pelo Centers of Disease Control de Porto Rico), que foram fornecidos pelo
Laboratdério da Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) de Marilia-SP
em 2010. Em Salvador, estudamos quatro areas de conveniéncia selecionadas
como descritas a seguir (Figura 4).

B Arcal
O Arca?2
B Arca3
O Arca4

Vitaria da
Conguista

Figura 4. Areas de coleta de larvas de A. aegypti no Estado da Bahia e no municipio de Salvador.

Entre as areas selecionadas para o estudo em Salvador-Ba, duas foram
selecionadas por estarem contiguas (areas 1 e 2), enquanto que as outras duas
foram selecionadas por estarem afastadas das areas 1 e 2 e entre si (areas 3 e 4).
Abaixo segue uma breve caracterizagao de cada area:

e Area 1 - Plataforma: compreende os estratos 224, 296, 297 e 298 do LIRAa
Salvador (SSa) e correspondem as areas dos bairros de Plataforma, Lobato, Sdo
Jo&do do Cabrito, Boa Vista do Lobato, Boa Vista de Sdo Caetano e Alto do
Cabrito. Nesta regido existe um importante corredor de trafego de veiculos
limitado a leste pela falha geoldgica de Salvador que divide a cidade alta e a
cidade baixa e a oeste pela baia de Todos os Santos.

e Area 2 — Itapagipe: compreende os estratos 218, 219, 220 e 221 do LIRAa SSa e

correspondem as areas dos bairros da regido da Peninsula de Itapagipe
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(Uruguai, Ribeira, Mares, etc). E uma regi&o de topografia plana, sem obstaculos
naturais e edificacbes de até 4 pavimentos e esta limitado a leste pela falha
geoldgica de Salvador e a oeste pela baia de Todos os Santos.

e Area 3 — Tancredo Neves: compreende os estratos 272, 273, 274, 275, 276 e
277 do LIRAa SSa e correspondem as areas dos bairros de Tancredo neves,
Engomadeira, Arenoso, Novo Horizonte, Sdo Gongalo do Retiro, Arraial do
Retiro, Estrada das Barreiras, Cabula VI e Narandiba. Todos estes localizados no
miolo central da cidade. Esta area dista de 9 Km das areas 1 e 2 e é separada
pela falha geoldgica de Salvador e inumeras areas densamente povoadas.

e Area 4 - Itapua: compreende os estratos 263, 264, 265, 266 e 267 do LIRAa SSa
e correspondem as areas dos bairros de Itapua, Alto do Coqueirinho, Nova
Brasilia e Bairro da Paz. Esta area localiza-se ao Norte da costa Atlantica da
cidade, fora da baia de Todos os Santos. Esta area dista de aproximadamente 9
Km da area 3 e é separada pela Avenida Paralela e por a reserva natural do
Parque de Pituagu que conta com um lago e vegetagao, além inumeras areas

densamente povoadas.

4.2 Coleta de dados e amostras

Foram incluidas neste estudo 641 larvas de A. aegypti, sendo 512 larvas
coletadas longitudinalmente nas quatro diferentes areas de Salvador durante a
realizacdo do 4. LIRAa 2007, 3. LIRAa 2008, 4. LIRAa 2009 e 5. LIRAa 2009 (quadro
1). Obtivemos 68 larvas controles no ano de 2009, provenientes dos municipios de
Jacobina (JAC) e Vitéria da Conquista (VC), localizados no interior do estado da
Bahia e 44 larvas da cepa Rockfeller (ROCK), em 2010 (quadro 2).

Area N. de larvas de A. aegypti por ciclo do LIRAa (periodo) Total
2007.4 2008.3 2009.4 2009.5
(272 31/08) | (20 a24/10) | (10 a14/08) | (19 a23/10)
1 34 29 29 26 118
2 16 42 28 31 117
3 32 36 36 42 146
4 35 34 29 33 131
Total 117 141 122 132 512

Quadro 1. Numero de larvas de A. aegypti analisadas por ciclo do LIRAa e area, Salvador-BA, 2007

a 2009.
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Controles N. de larvas de A.
aeqgypti
Jacobina (JAC) 36
Vitéria da Conquista (VC) 32
Rockfeller (ROCK) 44
Total 112

Quadro 2. Numero de larvas de A. aegypti analisadas por ciclo do LIRAa e area de outros municipios
do interior do estado da Bahia, 2009, e larvas da cepa Rockfeller, 2010.

As amostras de SSa, bem como, as amostras de JAC e VC foram coletadas
pelos ACEs dos Centros de Controle de Zoonoses dos respectivos municipios
seguindo-se a metodologia para o LIRAa. Resumidamente, foram realizadas visitas
intra e peri-domiciliares em busca de larvas de A. aegypti. Conforme o numero de
larvas encontradas em cada criadouro, um numero maximo de 10 larvas foi coletado
e preservado em “tubitos” de vidro contendo alcool etilico 70%, e encaminhadas
para identificagdo da espécie ao microscopio Optico segundo Coénsoli e Oliveira,
1994.

Uma larva de A. aegypti de cada tubito foi separada e congelada
individualmente em freezer -70°C no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular
do IGM-FIOCRUZ/BA até a analise do DNA. Dados sobre a localizagao das larvas
foram registrados a partir de formularios que acompanham cada tubito, chamados
de Febre Amarela e Dengue 2 (FAD2).

4.3 Georeferenciamendo das larvas

Para visualizar e mapear os padrdes espaciais e longitudinais dos focos de
larvas do A. aegypti, utilizamos o sistema de informacédo geografica (SIG) do
software Arcview versdes 3.2 e 9.1 (ESRI, 1999). Para automatizar este processo,
inicialmente, georreferenciamos as larvas no ponto médio da rua onde foram
encontradas, conforme a localizagdo contida no formulario FAD2. Posteriormente,
realizamos visitas de campo com auxilio de um navegador GPS e ortofotos
impressas em alta definicdo para localizar as casas focadas nas ruas e atualizamos

o0 banco de dados no Arcview.
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4.4 Deteccdo de Marcadores SSR e desenho dos primers

Sequéncias de marcadores SSR de A. aegypti foram pesquisadas no
Genbank utilizando-se o programa RepeatMasker (SMIT; HUBLEY; GREEN, 1996-
2010), que identifica padrdes repetitivos em sequéncia de DNA. Os primers foram
deduzidos das sequéncias flanqueadoras de cada microssatélite utilizando o
programa PRIMER3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000) e os seguintes parametros:
comprimento do primer de 18-27 nt, teor de porcentagem de 50% para as bases G e
C e uma temperatura de anelamento ideal de 60°C, com amplitude entre 45°C e
63°C. Quando possivel, os primers foram desenhados para produzir fragmentos
amplificados entre 150 e 300 pares de base (pb) (MELO, 2009).

Além dos marcadores SSR pesquisados, avaliamos outros marcadores
previamente publicados na literatura (CHAMBERS et al., 2007). Estes potenciais
SSR foram validados por amplificagdo de amostras individuais de DNA de A. aegypti

extraido de larvas da colbénia de Salvador, mantida no insetario da FIOCRUZ/BA.

4.5 Extracdo do DNA de larvas de A. aegypti e genotipagem das amostras

Para a validacdo dos marcadores SSR, bem como, para analise das amostras
do estudo, o DNA de cada larva foi isolado utilizando-se o método DNAzol®
(Invitrogen, EUA) com ligeiras modificagbes. Cada larva de A. aegypti foi macerada
em nitrogénio liquido em um tubo de 1,5 ml e foram adicionados 250yl do reagente
DNAzol. O homogeneizado foi centrifugado por 10min. a 12.000 rpm a 4°C para
sedimentacao dos debris celulares. A fase sobrenadante viscosa foi transferida para
um tubo novo contendo 125 ul de alcool P.A. A amostra foi misturada por inversao
do tubo por alguns segundos e foi mantida no gelo por 5 min. O DNA foi precipitado
do lisado/homogeneizado por centrifugagdo por 10min. a 12.000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi removido do tubo por inversdo, tomando-se cuidado para nao
perder o precipitado. O precipitado foi lavado pelo menos uma vez em 1 ml de etanol
75%. Durante a lavagem, o precipitado foi suspenso por inversdo do tubo algumas
vezes. Finalmente, a amostra foi centrifugada por 10min. a 12.000 rpom a 4°C, o
sobrenadante alcodlico foi removido por inversdo do tubo e o precipitado contendo o
DNA foi solubilizado/hidratado em 30 ul de NaOH 8mM. A concentracdo final do
DNA de cada amostra foi quantificada no espectrofotometro Nanodrop-1000
(Nanodrop, EUA).
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As amostras de DNA foram mantidas a -20°C até a genotipagem dos loci por
PCR. O volume final da PCR foi de 25 ul contendo cerca de 50 ng/ul do DNA, 0,5
mM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs, 1X do tamp&o da enzima, 5,0 % de DMSO,
1-1.5 mM de MgCl, e 1,5 U de enzima Taq DNA polimerase (Platinium Taq,
Invitrogen, EUA). Os primers diretos foram marcados com diferentes cromogenos
fluorescentes em sua regido 5’-terminal (IRD 800, Li-Cor Inc., Lincoln, Holanda) para
permitir a analise em sequenciador automatizado ABI3100 (Applied Biosystems;

EUA) por eletroforese capilar (Figura 5).
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Figura 5. Eletroferograma dos alelos dos marcadores AAMS11 e AAMS42 de individuos
heterozigotos (A e C) e homozigotos (B e D).

4.6 Sequenciamento

As amostras de individuos homozigotos para cada alelo foram sequenciadas
para confirmar a natureza do marcador SSR e a especificidade das reagdes de
amplificagdo. O sequenciamento foi realizado num sequenciador automatizado
ABI3100 (Applied Biosystems; EUA) por eletroforese capilar na plataforma de
sequenciamento do Centro de pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM — FIOCRUZ).

4.7 Andlise dos dados
A analise dos dados de IIP foi realizada utilizando-se o teste de X? (qui-
quadrado) para avaliar as propor¢des de imoveis infestados entre as areas e ciclos

estudados. O teste de X? de tendéncia foi utilizado para avaliar a tendéncia do IIP
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entre os anos de 2007 e 2009. Estas analises foram realizadas através do software
estatistico Epilnfo versao 3.5.1.

As frequéncias alélicas, genotipicas, heterozigosidade observadas (Ho) e
indice de fixagdo (F) por locus e por populagdo foram calculados através do
programa GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2006). Alelos com frequéncia < 0,05 ou
5% foram considerados raros. As frequéncias genotipicas observadas foram
comparadas com as propor¢des esperadas em equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)
pelo teste HWE disponivel no programa GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2006).

Os dados da populacdo SSa 09.5 foram utilizados para avaliar a independéncia
entre todos os pares de loci através do teste de desequilibrio de ligagao disponivel
no programa via Web GENEPOP, opcéo 2, subopg¢ao 1, usando a estatistica da
razdo de log-verossimilhaga (log likelihood ratio statistic) (RAYMOND; ROUSETT,
1995; ROUSSET, 2008), bem como, para a analise da diferenciagdo populacional
em nivel de municipios, areas selecionadas em Salvador e em um nivel menor de
agregacao correspondente aos estratos trabalhados pelo CCZ (estudo transversal).
A comparacgao entre estratos foi realizada apenas entre aqueles cujo numero de
larvas representantes foi igual ou superior a 10. Os pares de populagdes foram
comparados através das frequéncias alélicas e genotipicas pelo programa via Web
GENEPOP, opcao 3, subopgado 2 e 4, respectivamente (RAYMOND; ROUSETT,
1995; ROUSSET, 2008). Os valores de p foram computados pelo algoritmo da
Cadeia de Markov utilizando-se os seguintes parametros: 1.000 dememorizagdes,
100 batches e 1.000 permutagdes. A estatistica F de Wright (Fs7) e suas derivagdes
®pt, Rst foram estimadas pelo método AMOVA, com 99 permutacdes, disponivel no
programa GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2006), e a medida D de Jost (JOST,
2008) pelo programa SPADE (CHAO et al., 2008). Medidas de diferenciagéo
inferiores a 0,05 indicaram pequena diferenciacdo, entre 0,05 e 0,15 moderada,
entre 0,15 e 0,25 grande, e superiores a 0,25 muito grandes (Wright 1951; Wright
1965). Para testar significancia nas comparag¢des da diferenciagdo entre pares de
populagdes utilizamos métodos, tais como o teste exato de Fisher e testes de
permutacdo aleatoria, quando disponiveis nos respectivos programas. O calculo do
tamanho efetivo das populagdes (Ne) que evidencia o efeito de “gargalo de garrafa”
foi obtido a partir do método indireto baseado no desequilibrio de ligagéao

implementado no software Ne-Estimator setup (OVENDEN et al., 2007).
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Para avaliar padrées hierarquicos de estruturagdo populacional e testar a
possibilidade de designar individuos para suas populagdes de origem (inferéncia
populacional), utilizamos o método Bayesiano de agrupamento implementado no
programa structure versao 2.3.1 (FALUSH; STEPHENS, 2007; FALUSH,;
STEPHENS; PRITCHARD, 2003; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).
Resumidamente, utilizamos o modelo de miscigenagao (admixture model), com os
valores padrdoes descritos no manual do programa, mas avaliando diferentes
parametros de corrida: “comprimento do aquecimento” (10.000 e 100.000) e
repeticdes (10.000, 100.00 e 500.000). Para estimar o numero de populagdes K
testamos cada valor de K (1, 2, 3,..., 6) em triplicata. O valor de K mais provavel foi
definido a partir do valor médio maximo da fungcdo de verossimilhanga L(K) e
também pelo método de AK descrito em outra publicagdo (EVANNO; REGNAUT;
GOUDET, 2005).

Para avaliar a diferenciagado genética longitudinal entre as areas selecionadas
de Salvador, utilizamos as frequéncias alélicas dos marcadores, as medidas de
diferenciagado populacional e o calculo do tamanho efetivo das populagdes (Ne). O

alelo de menor frequéncia nao raro foi tomado como referéncia.
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5. RESULTADOS
5.1 Georeferenciamento dos focos do A. aegypti e lIP das areas

selecionadas

Todos os locais com focos, ou seja, que continham criadouros positivos para
larvas de A. aegypti, em Salvador, durante o periodo de 2007 a 2009, foram
georeferenciadas (Figura 6). A Figura 6 apresenta os locais com focos de larvas de
A. aegypti identificados durante a realizacdo do LIRAa em Salvador nos ciclos
2007.4, 2008.3, 2009.4 e 2009.5 e destaca as areas selecionadas para o estudo.

O Arcal
O Arca?2
@ Arcz 3
O Arcad

Figura 6. Locais com focos de larvas de Aedes aegypti georeferenciadas em Salvador e das areas de
estudo durante o 4. LIRAa 2007, 3. LIRAa 2008, 4. LIRAa 2009 e 5. LIRAa 2009.

A média global do IIP nas areas em todo o periodo foi de 3,7%, sendo
significativamente maior apenas na area 1, cujo IIP foi igual a 5,5%, quando

comparado com as demais areas (p < 0,05) (Tabela 1). O IIP médio por ciclo
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apresentou uma tendéncia de redugéo nas areas 1, 3 e 4 (p < 0,05; X? de tendéncia),
que nao foi observado na area 2. Em termos globais, pode-se verificar uma

tendéncia de reducéao do IIP médio por ciclo (Figura 7).

Tabela 1. indice de infestagao predial (IIP, %), médio por ciclo do LIRAa e area selecionada.

IIP médio por ciclo (periodo) e por area (%) Média global X? tendéncia
Area 2007.4 2008.3 2009.4 2009.5 IIP (%) por Valor de p
(27 2 31/08) (20 a24/10) (10a14/08) (19 a23/10) area
1 7.7 9,9 2,2 2,5 5,5 *
2 4,0 4.1 2,7 3,5 3,6 ns
3 5,3 29 1,8 3,2 3,3 *
4 4.4 3,6 2,0 2,2 3,1 *
Média global *
IIP (%) por 53 4,7 21 29 3,7
ciclo

*P < 0,05 no teste de X* (qui-quadrado). * P < 0,05 no teste de X* de tendéncia.
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Figura 7. Tendéncia da média global do indice de infestacédo predial (IIP, %) por ciclo do LIRAa,
Salvador, 2007 a 2009.

Quando comparamos a homogeneidade do |[IP em cada area, estratificando os
dados por estratos do LIRAa, observamos que o |IP médio variou significativamente
entre 0,9% e 7,7% nas areas 1, 3 e 4, enquanto na area 2 o I[P médio permaneceu

em torno de sua média, 3,6%.

5.2 Caracteristicas dos marcadores SSR

De um total de 45 potenciais marcadores SSR testados, apenas cinco
apresentaram-se como /ocus unico e foram polimorficos nas populagdes de A.
aegypti selecionadas, quatro marcadores SSR novos AAMS11, AAMS20, AAMS31 e
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AAMS42 e um HO8 publicado previamente (CHAMBERS et al., 2007). As

caracteristicas dos marcadores SSR, sequéncia e temperatura de anelamento dos

primers estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados na genotipagem dos SSR de A. aegypti

(AAMS).
Locus  Repetigao (n.) PRIMERS (5'-3") seporado T cc)  No.deacesso
(Marcacgao) petic ) r()pb) a (Genbank)
AAMS11 CAT (6) AAC AAC GTC CTC CAC AAC AC 175 55 cr937894a
(VIC) TTT GGA GGT CCC TGA GGATC
AAMS20 CAT (6) GAA CAT CGC CAT CAAGC 192 48 ay432600.1
(PET) GAG ATC TAC CGA AGC GC
AAMS31 CTT (9) TGC TTGGAC TCTTCCGTCTT 217 55 aage02025228.1
(VIC) CAT TCC AAC CGT GTC AAG TG
AAMS42 AAT (6) AAG TGC TTC CGC GAG TGT AT 160 63 aage02020717.1
(6FAM) GAG TGG AAC GAG GGT CATTT
HO8 TCG (11) AAA AAC CAC GAT CAC CGA AG 201 60 du169903.1
(NED) CAT TTT CAG TGT GAT CGC GT

Os loci AAMS11, AAMS31 e AAMS42 apresentaram trés alelos e os loci

AAMS20 e HO8 apresentaram quatro alelos, totalizando 17 alelos (média de 3,4 por

locus). Destes, dois alelos (195 e 204) foram considerados raros devido a frequéncia

genética menor do que 5% na populagcdo de SSa 09.5 e populagdes controles.

Nenhum alelo privado foi encontrado nestas populagdes (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia alélica dos marcadores SSR por Jocus em Salvador (5. LIRAa 2009) e
populagdes controles (N=244).

Frequéncia (%)

Alelo AAMS11 AAMS20 AAMS31

NI

243 240 239

228

AAMS42 HO8

238

155
158
161
169
175
178
189
190
192
195
198
201
204
214
217

0,305
0,638
0,058
0,385
0,144
0,494
0,010
0,110

0,452
0,404

0,057
0,706
0,237

0,355
0,126
0,513
0,006

* O numero de amostras (N) variou conforme disponibilidade de material para genotipagem.
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Através do sequenciamento podemos confirmar a amplificagdo de alguns
alelos dos loci AAMS11, AAMS20, AAMS31 e HO8. Os polimorfismos representaram
inser¢cdes e delegcdes de trés unidades repetitivas para os diferentes alelos como
esperado. Os alelos do marcador AAMS42 nao foram confirmados devido a

problemas nos primers adquirido para sequenciamento (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncias representando os alelos sequenciados. Em destaque estdo as regides
repetitivas de cada marcador SSR.

Locus Alelo Rep Sequéncia

AAMS11 178 N&o sequenciadot
175 (TCA); CAGGACAAGATCATCATCATCATCATCATIN CAAGAT
169 (TCA)s CAGGACAAGATCATCATCATCATCA----ECCTCAAGAT

AAMS20 198 N&o sequenciadot
195 N&o sequenciadot
192 (CAT)s ACATCACCACCATCATCATCATCATGAAGAAGAGC
189 (CAT)s ACATCACCACCATCATCATCATCATGAAGAAGAGC

AAMS31 217 (CTT)g GAACTTCGCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTINCACTACA
214 (CTT)s GAACTTCGCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTFGTCACTACA
190 N&o sequenciadot

AAMS42 161 N&o sequenciadot
158 N&o sequenciadot
155 N&o sequenciadot

HO08 204 N&o sequenciadot

201 (TCG); GGAAGCCTTCTCGTCGTCGTCGTCGCTARIEGTGGTG
198 (TCG)s GGAAGCCTTCTCGTCGTCGTCGTCGTARGTCTGGTG
195 (TCG)s GGAAGCCTTCTCGTCGTCGTCGTCG---AACTCTGGTG

T O alelo nao foi sequenciado pela falta de individuos homozigotos nas populagbes de estudadas, em
amostras com baixa qualidade e devido a problemas metodoldgicos.

As analises revelaram que os /oci utilizados apresentaram numero médio de
alelos variando entre 2,8 e 3,8. A heterozigosidade média observada variou entre
0,3893 a 0,6895 e, na maioria das populagdes, as frequéncias genotipicas nao
apresentaram desvio significante do equilibrio de H-W, exceto para os loci AAMS11
na populacado de SSa 09.5 e Rockfeller, AAMS20 na populacédo de Jacobina e Vitoria
da Conquista e, por fim, AAMS42 na populagdo SSa 09.5, devido ao excesso de
heterozigosidade como indicado pelo indice de fixag&do (F) positivo. Os loci AAMS31
e HO8 encontram-se em conformidades com as propor¢cdes de H-W em todas as
populacdes (Tabela 5).
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Tabela 5. Numero de alelos (Na), heterozigosidade observada (Ho), indice de fixagdo (F) e teste de
equilibrio de H-W dos marcadores SSR na populagdo de Salvador (5. LIRAa 2009) e populacdes
controles por locus.

Localidade e ciclo

Locus ~ CorameN9S T55200.5  JAC VC ROCK  Médias por loci
9 (N=132) (N=36)  (N=32) (N=44)
AAMS11 N¥ 131 36 32 44 60,8
Na 3 2 3 3 2,8
Ho 0,389 0,417 0,500 0,364 0,4175
F 0,169 0,134 0,056 0,095 0,091
H-W ol ns ns * -
AAMS20 N# 129 35 32 44 60,0
Na 4 2 4 2 3,0
Ho 0,512 0,143 0,531 0,386 0,393
F 0,033 0,461 0,211 -0,239 0,093
H-W ns ** * ns -
AAMS31 N¥ 128 36 32 43 59,8
Na 3 3 3 3 3,0
Ho 0,672 0,694 0,625 0,767 0,6895
F -0,113 -0,101 -0,091 -0,215 -0,104
H-W ns ns ns ns -
AAMS42 N# 125 36 25 42 57,0
Na 3 2 3 3 2,8
Ho 0,336 0,417 0,280 0,524 0,3893
F 0,218 -0,008 0,086 -0,007 0,058
H-W el ns ns ns -
HO8 N* 126 36 32 44 59,5
Na 4 4 4 3 3,8
Ho 0,556 0,694 0,563 0,545 0,5895
F 0,045 -0,135 0,009 0,024 -0,011
H-W ns ns ns ns -

SSa 09.5 = Salvador (5. LIRAa 2009), JAC = Jacobina, VC = Vitéria da Conquista, ROCK = amostras
controles da cepa Rockfeller. * O numero de amostras (N) variou conforme disponibilidade de
material para genotipagem. Significancia para o teste de equilibrio de H-W: * P<0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001, ns = n&o significante.

O teste de desequilibrio de ligagdo para todos os pares de loci na populagao

de SSa 09.5 néo revelou ligagcéo génica entre eles (Tabela 6).

Tabela 6. Desequilibrio de ligagdo para cada par de locus para populagdo de Salvador (5. LIRAa

2009).

Pares de loci X? g.l. Valor de p
AAMS11 AAMS20 6.352997 8 ns
AAMS11 AAMS31 6.254438 8 ns
AAMS20 AAMS31 6.801978 8 ns
AAMS11 AAMS42 6.082792 8 ns
AAMS20 AAMS42 3.930945 8 ns
AAMS31 AAMS42 3.077587 8 ns
AAMS11 HO08 2.901375 8 ns
AAMS20 HO08 8.258425 8 ns
AAMS31 HO08 3.109206 8 ns
AAMS42 HO08 3.953928 8 ns

g.l. = grau de liberdade. ns = n&o significante.
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5.3 Medidas de diferenciagcdao populacional
As medidas de diferenciagdo populacional (frequéncia alélica, frequéncia

genotipica, Fsr, ®pt, Rst, medida D) foram aplicadas para cada par de populag¢des

sobre todos os loci em nivel de municipio, areas e estratos em SSa 09.5.

5.3.1 Populagdes dos municipios

A diferenciacdo populacional avaliada pela frequéncia alélica (Tabela 7) e
genotipica (Tabela 8) para cada par de populagdes em nivel de municipio sobre
todos os loci revelaram diferengas significantes (p < 0,05) entre todos os pares de

populagdes.

Tabela 7. Diferenciagdo alélica para cada par de populagdes em nivel de municipio sobre todos os
loci (método de Fisher).

Populagao SSa 09.5 JAC VC ROCK
(N=132) (N=36) (N=32) (N=44)
Ssa - *% *k% *k%
JAC - *kk *kk
VC - *k%
ROCK -

SSa 09.5 = Salvador (5. LIRAa 2009), JAC = Jacobina, VC = Vitéria da Conquista, ROCK = amostras
controles da cepa Rockfeller. ** P<0,01, *** P<0,001.

Tabela 8. Diferenciagdo genotipica para cada par de populagdes em nivel de municipio sobre todos
os loci (método de Fisher).

Populagao SSa 09.5 JAC VC ROCK
(N=132) (N=36) (N=32) (N=44)
Ssa - *% *k% *k%
JAC - *k% *k%
VC - *kk
ROCK -

SSa 09.5 = Salvador (5. LIRAa 2009), JAC = Jacobina, VC = Vitéria da Conquista, ROCK = amostras
controles da cepa Rockfeller. ** P<0,01, *** P<0,001.

Também foi possivel identificar diferenciacdo populacional entre todas as
populagdes em nivel de municipio quando comparadas pelo Fsr e suas derivacdes,
exceto para o Rsr. De acordo com a classificagdo de Wright, as medidas de
diferenciacao Fsr e ®pt entre os municipios da Bahia foram pequenas a moderadas,
enquanto as medidas de diferenciagdo pelos mesmos estimadores entre os
municipios da Bahia e Rockfeller foram moderadas a muito grandes. A populagéo de
A. aegypti de SSa 09.5 e Jacobina (JAC) apresentaram medidas de diferenciagao

menores que as observadas em relagdo a populagédo de Vitéria da Conquista (VC),
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que pode demonstrar uma maior distdncia genética entre estas populagdes (Tabela
9).

Tabela 9. Diferentes medidas de diferenciagdo populacional (Fsr, ®pt, Rsr € medida D) para analise
das populagées controles e de Salvador (5. LIRAa 2009) sobre todos os /oci.

Populagdo Populagéo Fsr® ®pt ® Rsr? Medida D °

1 2 Valor p Valor p Valor p Valor p
SSa09.5 JAC 0,014 * 0,025 * 0,002 ns 0,017 nd
SSA09.5 VC 0,033 * 0,056 * 0,061 * 0,044 nd
JAC VC 0,068 * 0,116 * 0,173 * 0,073 nd
SSA09.5 ROCK 0,131 * 0,214 * 0,000 ns 0,151 nd
JAC ROCK 0,218 * 0,355 * 0,100 ns 0,213 nd
VC ROCK 0,153 * 0,252 * 0,089 * 0194 nd

SSa 09.5 = Salvador, JAC = Jacobina, VC = Vitéria da Conquista, ROCK = amostras controles da
cepa Rockfeller.

Medidas de diferenciagdo moderadas, grandes e muito grandes foram sublinhadas.

@ Para o teste estatistico foram utilizadas 99 permutacées, porém os resultados ndo diferiram em
simulagdes com 999 e 9.999 permutagdes. * P<0,05, ns = n&o significante.

® Para o teste estatistico foram utilizadas 200 replicas. nd = nao determinado.

5.3.2 Areas selecionadas em Salvador (5. LIRAa 2009)

A diferenciagdo populacional avaliada pela frequéncia alélica (Tabela 10) e
genotipica (Tabela 11) para cada par de popula¢des das areas selecionadas sobre
todos os loci revelaram diferengas significantes (p < 0,05) apenas entre as areas

1(Plataforma) e 4 (ltapud) e as areas 2 (Itapagipe) e 4 (ltapua).

Tabela 10. Diferenciagédo alélica para cada par de populagdes das areas selecionadas em Salvador
(5. LIRAa 2009) sobre todos os loci (método de Fisher).

Populacéo Area 1 Area 2 Area 3 Area 4
SSa 095 (N=26) (N=31) (N=42) (N=33)
Area 1 - ns ns w
Area 2 - ns **
Area 3 - ns
Area 4 -

** P<0,01, ns = n&o significante.

Tabela 11. Diferenciagdo genotipica para cada par de populagdes das areas selecionadas em
Salvador (5. LIRAa 2009) sobre todos os loci (método de Fisher).

Populacéo Area 1 Area 2 Area 3 Area 4
SSa 09.5 (N=26) (N=31) (N=42) (N=33)
Area 1 - ns ns *
Area 2 - ns *
Area 3 - ns
Area 4 -

* P<0,05, ns = ndo significante.
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A diferenciagdo populacional medida pelo Fsr e suas derivagao (®pt, Rsr,
medida D) apresentaram resultados variaveis, e apesar de significantes, a maioria
das medidas de diferenciagao populacional foi pequena. Contudo, foram capazes de
diferenciar a area 2 (ltapagipe) das areas 1, 3 e 4 (Plataforma, Tancredo Neves e
Itapud), com diferenciacbes moderadas evidenciadas apenas pelo Rsr. Observaram-
se também diferengas pequenas a moderadas entre as areas 1 e 4 (Plataforma,
Itapud), e diferengas pequenas entre as areas 3 e 4 (Tancredo Neves e Itapua).
Todavia, as medidas ndo foram capazes de identificar diferengas entre as areas 1 e

3 (Plataforma e Tancredo Neves) (Tabela 12).

Tabela 12. Diferentes medidas de diferenciagédo populacional (Fsy, ®pt, Rsr € medida D) para analise
das quatro areas da populagao de Salvador (5. LIRAa 2009) sobre todos os /oci.

Populagdo Populagéo Fsr® Ppt ® Rsr? Medida D °

1 2 Valor p Valor p Valor p Valor p
Area 1 Area 2 0,020 * 0,032 0,05 0,097 * 0,012 nd
Area 1 Area 3 0,000 ns 0,000 ns 0,000 ns 0,002 nd
Area 1 Area 4 0,033 * 0,060 * 0,000 ns 0,038 nd
Area 2 Area 3 0,017 * 0,029 0,05 0,109 * 0,006 nd
Area 2 Area 4 0,031 * 0,049 * 0,079 * 0,033 nd
Area 3 Area 4 0,013 * 0,025 ns 0,000 ns 0,019 nd

Area 1 = Plataforma, Area 2 = Itapagipe, Area 3 = Tancredo Neves, Area 4 = Itapua.

Medidas de diferenciagcdo moderadas foram sublinhadas.

@ Para o teste estatistico foram utilizadas 99 permutagées, porém os resultados nédo diferiram em
simulagdes com 999 e 9.999 permutagdes. * P < 0,05, ns = nao significante.

® Para o teste estatistico foram utilizadas 200 replicas. nd = ndo determinado.

5.3.3 Estratos das areas selecionadas em Salvador (5. LIRAa 2009)

Conforme o critério adotado para andlise em nivel de estratos (numero de
larvas representadas = 10), apenas dois estratos de cada area foram analisados
(Figura 8).

AN
{ o
Areas Estratos N° de
larvas
1 297 10
1 298 12
2 219 10
2 220 13
3 273 10
3 276 19
B Areal
0 Area2 4 266 n
B Arca3 4 267 13
Area 4

Figura 8. Numero de larvas de A. aegypti coletas por estrato e area no municipio de Salvador (5.
LIRAa 2009).
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A diferenciagcao populacional avaliada pela frequéncia alélica e genotipica,
para cada par de populacdes em nivel de estratos das areas selecionadas em SSa
09.5, sobre todos os loci, nao revelou diferengas significantes (p < 0,05) (resultados
nao apresentados). A diferenciagao populacional medida pelo Fsr e suas derivagbes
(®pt, Rsr, medida D) apresentaram resultados variaveis, com diferenciagbes de

pequenas a muito grandes, principalmente, pela medida do Rsr(Tabela 13).

Tabela 13. Diferentes medidas de diferenciagdo populacional (Fsr, ®pt, Rst e medida D) para
analise dos diferentes estratos das areas selecionadas na populagdo de Salvador (5. LIRAa 2009)
sobre todos os /oci.

Populacdo Populagdo Fsr? ®pt ? Rsr? Medida D °

1 2 Valor p Valor p Valor p Valor p

0,000 ns 0,000 ns 0,082 ns 0,000 nd
219 0,023 ns 0,036 ns 0,165 * 0,015 nd
219 0,024 ns 0,041 ns 0,192 * 0,015 nd
220 0,005 ns 0,007 ns 0,064 ns 0,005 nd
220 0,003 ns 0,005 ns 0,079 ns 0,004 nd
219 220 0,000 ns 0,000 ns 0,000 ns 0,034 nd
0,000 ns 0,000 ns 0,100 * 0,008 nd
0,000 ns 0,000 ns 0,000 ns 0,006 nd
0,017 ns 0,030 ns 0,161 * 0,042 nd
0,000 ns 0,000 ns 0,058 * 0,010 nd
0,000 ns 0,000 ns 0,089 ns 0,002 nd
0,000 ns 0,000 ns 0,000 ns 0,000 nd
0,033 ns 0,060 ns 0,283 * 0,016 nd
0,022 ns 0,039 ns 0,131 * 0,010 nd
0,000 ns 0,000 ns 0,000 ns 0,001 nd
266 0,003 ns 0,005 ns 0,012 ns 0,019 nd
266 0,005 ns 0,010 ns 0,027 ns 0,016 nd

219 266 0,026 ns 0,043 ns 0,183 * 0,041 nd
220 266 0,028 ns 0,045 ns 0,071 * 0,042 nd

266 0,000 ns 0,000 ns 0,018 ns 0,000 nd
266 0,000 ns 0,000 ns 0,037 ns 0,005 nd
267 0,014 ns 0,024 ns 0,000 ns 0,025 nd
267 0,012 ns 0,023 ns 0,000 ns 0,020 nd

219 267 0,031 ns 0052 ns 008 ns 0064 nd
220 267 0,019 ns 0,031 ns 0,031 ns 0,033 nd
- 267 0000 ns 0,000 ns 0000 ns 0000 nd
267 0,002 ns 0,006 ns 0,021 ns 0,010 nd

266 267 0,000 ns 0,000 ns 0002 ns 0002 nd

Medidas de diferenciagdo moderadas foram sublinhadas. Rosa — area 1 (Plataforma); Amarelo — area
2 (Itapagipe); Azul — area 3 (Tancredo Neves); Laranja — area 4 (ltapua).

@ Para o teste estatistico foram utilizadas 99 permutacbes, porém os resultados ndo diferiram em
simulagbdes com 999 e 9.999 permutagdes. * P<0,05, ns = n&o significante.

® Para o teste estatistico foram utilizadas 200 replicas. nd = ndao determinado.
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Entre estratos contiguos de uma mesma area (representados por cores
iguais), apenas na area 1 encontramos diferenciagdo populacional moderada. Nas
demais areas, os estratos contiguos nao apresentaram diferenciagéo populacional
significativa (Tabela 13).

Entre estratos afastados geograficamente, o Rst demonstrou diferenciagcéo de
moderada a muito grande entre todos os estratos das areas 1 (297 € 298)e 2 (210 e
220). Apenas a populagdo do estrato 297 apresenta diferenciagdo moderada,
quando comparadas com as populagdes dos estratos da area 3 (273 e 276). Os
estratos da area 2 (219 e 220) também diferenciaram dos estratos das areas 3 e 4
(Tabela 13). No entanto, ndo foi demonstrada diferenciacdo em nivel de estrato
entre as areas 1 (297 e 298), 3 (273 e 276) e 4 (266 e 267).
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5.4 Tamanho efetivo da populacao

5.4.1 Entre popula¢des dos municipios
Houve uma grande diferenca do Ne entre a populagcdo de Salvador e as

populagdes controle. A populacdo de SSa 09.5 apresentou resultados para Ne
infinito, indicando uma grande variabilidade genética, enquanto as populagdes
controle demonstraram valores de Ne mais baixos. O menor valor de Ne foi

encontrado na populacao controle de Rockfeller (Tabela 14).

Tabela 14. Tamanho efetivo populacional (Ne) para analise das populagdes controles e de Salvador
(5. LIRAa 2009).

Populagao IC 95%
Municipios
SSa 09.5 0 0
JAC 30,7 11,7 -921,2
VIC 15,2 8,4 — 34,1
ROCK 11,8 6,8 —21,8

IC 95% = intervalo de confianga 95%. <« = infinito.

5.4.2 Entre as areas selecionadas em Salvador, 5. LIRAa 2009
O Ne foi computado também para as areas de SSa 09.5. Apesar de Salvador
ter apresentado um Ne infinito, a area 2 apresentou Ne igual a 30,3 que pode

significar o efeito de gargalo de garrafa nesta area (Tabela 15).

Tabela15. Tamanho efetivo populacional (Ne) para andlise das quatro areas da populagdo de
Salvador (5. LIRAa 2009).

Populagao | . IC 95%
Municipios
Area 1 o0 o0
Area 2 30,3 11,0 - o
Area 3 o0 w0
Area 4 o0 o

IC 95% = intervalo de confianga. « = infinito.
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5.5 Inferéncia populacional

Analises preliminares foram realizadas no programa structure para testar as
condigdes de corrida utilizando-se os dados em nivel de municipios.

Em nivel de municipios, encontramos K=3 sempre que utilizamos numero de
repeticdes igual a 10.000 e K=2 quando utilizamos numero de repeticbes maiores,
independentemente do comprimento de aquecimento escolhido (Figura 9).

L(K)
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Comprimento do aguecimento

Figura 9. Diferentes parametros de K para calculo da fungao de verossimilhanca.

Tomando-se os dados de maior esforco computacional, em que o parametro
para o comprimento de aquecimento foi de 100.000 e para o numero de repeticdes
foi de 500.000, O L(K) foi maximo quando K=2. A estrutura populacional de cada
populacdo foi tragada em um grafico de barras (“bar-plot”) revelando as quatro
localidades identificadas dentro de um grande agrupamento, com combinacao entre
os cluster vinho e o cluster azul, observando-se uma grande representacdo no
cluster vinho para as localidades de SSa 09.5, Jacobina e Vitoria da Conquista
(Figura 10).
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Figura 10. Estrutura “bar plot” populacional baseada em cinco locus SSR de A. aegypti. Cada linha
vertical representa um individuo. Cada uma das cores (vinho e azul) representa a frequéncia de
ancestralidade de cada grupo definido pelo programa structure, K=2.
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5.6 Analises longitudinais

A estabilidade populacional de A. aegypti ao longo tempo (2007-2009) foi
analisada para a populacdo de Salvador como um todo e para as populagdes das
areas selecionadas.

5.6.1 Frequéncias alélicas
As frequéncias alélicas na populagao global de Salvador por locus revelaram
uma estabilidade populacional entre o periodo de 2007 e 2009 (Figura 11).

Populagio de Salvador
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Figura 11. Frequéncia alélica para todos os /oci entre os anos de 2007 e 2009.
* O alelo de menor frequéncia nao raro foi tomado como referéncia.

O mesmo ndo ocorreu em relacdo as frequéncias alélicas por area
selecionada de Salvador e por locus (Figura 12).
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Figura 12. Frequéncia alélica para todos os loci em todas as areas do municipio de Salvador
* O alelo de menor frequéncia nao raro foi tomado como referéncia.
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5.6.2 Medidas de diferenciagao genética

As medidas de diferenciagdo na populagédo global de Salvador evidenciaram
uma estabilidade entre o periodo de 2007 e 2009. Apesar da significancia estatistica
encontrada entre os ciclos de 2008.3 e 2009.4, as medidas de diferenciagdo foram
pequenas (Tabela 16). O mesmo foi observado quando analisamos os dados das

areas selecionadas de Salvador (dados nao apresentados).

Tabela16. Diferentes medidas de diferenciagao populacional (Fst, ®pt, Rst € medida D) para analise
das quatro areas da populagao de Salvador (5. LIRAa 2009) sobre todos os loci.
Populagdo Populacéo Fsr® ®pt ® Rsr?® Medida D °
1 2 Valor p Valor p Valor p Valor p
2007 .4 2008.3 0,000 ns 0,000 ns 0,014 * 0,001 nd
2008.3 2009.4 0,006 * 0,011 * 0,021 * 0,007 nd
2009.4 2009.5 0,000 ns 0,000 ns 0,003 ns 0,000 nd
Medidas de diferenciacdo moderadas foram sublinhadas.
@ Para o teste estatistico foram utilizadas 99 permutagées, porém os resultados nédo diferiram em
simulagdes com 999 e 9.999 permutagdes. * P<0,05, ns = n&o significante.
® Para o teste estatistico foram utilizadas 200 replicas. nd = nao determinado.

5.6.3 Tamanho efetivo da populacao

As medidas de Ne variaram consideravelmente por area e ciclo evidenciando
o efeito de gargalo de garrafa em diferentes periodos em cada area, apesar de néo
haver correlagcdo com o IIP (dados nao apresentados). O Ne foi menor nos ciclos
2008.3 na area 1, nos ciclos 2008.3 e 2009.4 na area 3 e nos ciclos 2007.4 e 2009.4
na area 4. O Ne apresentou um tendéncia de crescimento na area 2, porém

manteve-se inferior ao das demais areas no ultimo ciclo, 2009.5 (Tabela 17).

Tabela 17. Tamanho efetivo populacional (Ne) das quatro areas selecionadas da populagdo de
Salvador dos ciclos 2007.4, 2008.3, 2009.4 e 2009.5 do LIRAa.

Ciclo 2007.4 2008.3 2009.4 2009.5
Populagbes Ne IC 95% Ne IC 95% Ne IC 95% Ne IC 95%
Area 1 354,8 22 - 69,9 17 - o0 o0 o0 o0
Area 2 2 1,2-3,2 19,8 9,1-64,7 21,5 83-19294 (30,3 11,0-=

Area 3 o0 oo 13,7 7,8-27,3 13,0 6,9 — 28,7 oo oo
Area 4 10,4 6,2-19,6 o0 85,9 - = 23,8 10,3-149,5 oo oo
Total 59,8 31,8-147,9 | 300,9 81,8 - 100 42,4-772,2 0 ©

IC 95% = intervalo de confianga. « = infinito
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6. DISCUSSAO

A importancia da vigilancia entomoldgica e do uso de novas abordagens para
o0 controle operacional do vetor transmissor da dengue, o A. aegypti, tem sido
destacada recentemente (EISEN; LOZANO-FUENTES, 2009). Sobretudo, devido
aos resultados do combate ao A. aegypti demonstrarem-se ineficientes com surtos
de dengue cada vez maiores nas principais capitais do pais. Neste trabalho,
propomos a utilizacdo de georeferenciamento e genética de populagdes para
mapear as populagées do A. aegypti como forma de apoiar as agdes locais.
Segundo Regis e cols. (2009), para a vigilancia do A. aegypti € importante
determinar quando e onde aplicar as agdes de controle (REGIS et al., 2009).

Durante o trabalho de campo, os dados sobre a localizagdo dos domicilios
com foco por A. aegypti sdo anotados pelos ACEs no FAD2. Entretanto, pela
auséncia de temas para georefenciamento em nivel de domicilio disponiveis, foram
utilizados dados do logradouro e ruas. Num estudo descritivo, esta abordagem pode
ser util para apresentar os dados mais gerais em nivel de Municipio. Entretanto, para
estudos analiticos que visam comparar a distribuicdo dos focos e dados
administrativos, demograficos e ecoldgicos de interesse, esta metodologia n&o seria
recomendada pela perda de precisdo da distribuicdo dos pontos. Em alguns
municipios, os ACEs ja dispdéem de GPS, porém esta iniciativa é incipiente e nao
atende a todos os trabalhos realizados. No municipio de Salvador-BA, o GPS foi
utilizado para georeferenciar os imoveis em que foi feita a cobertura com telas dos
tanques das casas, mas o numero de aparelhos nao permitiria acompanhar o LIRAa,
por exemplo. Alternativamente, os ACEs poderiam portar consigo mapas com
imagens aéreas dos logradouros, marcar os pontos nos mapas e trazer os dados
para o georeferenciamento posterior. Em nosso estudo, retornamos nos logradouros
utilizando carro com navegador GPS e marcamos todos os pontos nos mapas para
assegurar o georeferenciamento em nivel de casa, rua, quarteirao e estrado.

Outro problema enfrentado foi a falta de tema para georeferenciamento em
nivel de estrato disponivel. Os estratos e quarteirdes utilizados para a realizagéo do
LIRAa em Salvador sdo demarcados por croquis feitos a mé&o. Estes croquis
poderiam ser georeferenciados, porém falta tecnologia e pessoal no municipio para
executar esta tarefa. Além disso, os estratos ndo correspondem a outras divisdes

politico-administrativas, tais como, zona de informagéao, setores censitarios, bairros e
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distritos sanitarios que permitam o cruzamento com outras bases de dados. A
prépria divisdo dos bairros em Salvador ndo é clara. Finalmente, a definicdo de
estrato é dependente do numero de domicilios e sua demarcagéo pode mudar com o
passar do tempo. Deste modo, os dados coletados sobre um estrato ndo podem ser
comparados longitudinalmente com precisdo. Para a utilizagdo do
georeferenciamento como apoio ao sistema de vigilancia entomoldgica seria
necessaria a construcao de temas de quarteirbes, estratos e bairros e sua constante
atualizagdo. Finalmente, seria importante a compatibilizagdo destas bases com
outras contendo informacgdes relevantes para as questbes de saude, tais como
bases demograficas e ambientais.

A fim de avaliar parametros moleculares para a vigilancia entomolégica do A.
aegypti selecionamos quatro areas da cidade de Salvador com caracteristicas
peculiares: duas areas adjacentes (area 1 e 2) interligadas por um importante
corredor de trafego de veiculos e 2 areas afastadas mais de 9 Km das anteriores e
entre si (areas 3 e 4), além de estarem separada por obstaculos naturais. Apds a
coleta de dados no 4. ciclo de 2007, tivemos uma interrupgao na obtencao de larvas
nos primeiros ciclos de 2008. Isto impossibilitou acompanhar de forma continua os
resultados do LIRAa e avaliar o efeito da sazonalidade sobre as populagbes do A.
aegypti. Como ja se sabe, a densidade da populagao de A. aegypti varia ao longo do
tempo, devido provavelmente a disponibilidade dos criadouros no ambiente em cada
epoca (SERPA et al.,, 2006). Entretanto, alguns estudos tém relatado uma
sazonalidade na distribuicdo do A. aegypti, com maior dispersao nos meses quentes
do verao e uma acentuada redugao do tamanho absoluto da populagao ao longo dos
demais meses, apesar de estar presente durante todo o ano (HUBER; LOAN, 2002;
SERPA et al., 2006).

Um dos aspectos que foi avaliado inicialmente em nosso estudo foi a
espacializagcdo dos domicilios com foco de A. aegypti e a analise do IIP nas
respectivas areas. Para permitir a comparagéao longitudinal do IIP, utilizamos os
dados de 4. ciclo de 2007 e de outros ciclos no mesmo periodo do ano, ou seja, no
fim do inverno inicio da primavera. O IIP médio nas areas 2, 3 e 4 foram superiores
a 1,0% e inferiores a 3,9%, que indica situacao de alerta e a area 1 apresentou IIP
acima de 3,9% que indica risco de surto. Esta classificagdo segue a preconizada
pelo MS e parametros do LIRAa. O IIP médio por ciclo (periodo) e por area (%)

demonstrou uma tendéncia de reducdo ao longo do tempo nas areas 1, 3 e 4,
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enquanto foi constante na area 2. Isto demonstra que as agdes conjuntas
promovidas dentro do Programa Municipal de Controle da Dengue (PMCD) tem
auxiliado na reducéao do IIP, porém o problema permanece longe de ser resolvido.
Dados sobre incidéncia de dengue demonstram uma dissociagao entre a redugéo do
IIP e a ocorréncia da doenca no municipio. Em parte, isto € decorrente da
complexidade da doenga no espago urbano, tais como, transicdo demografica, tipo
de habitagdes inadequadas, auséncia de saneamento basico, intermiténcia da
distribuicdo de agua. Além disso, a falta de politicas continuas que causam a
interrupcdo do tratamento e eliminagdo dos criadouros, tais como, falta ACEs e
paralisacdes por questdes trabalhistas.

Um estudo similar, realizado aqui no Brasil no estado de Minas Gerais,
demonstra a estabilidade do IIP ao longo do tempo, porém com resultados também
elevados, indicando a necessidade de novas abordagens, mudangas politicas com
relacdo a saude e adogao de novas estratégias, afim de que os recursos disponiveis
sejam melhores direcionados objetivando a otimizagao dos resultados pretendidos
(VIEIRA; LIMA, 2006). Além disso, propde a participagdo da comunidade como
forma de prevenir o aparecimento de criadouros, uma vez que 0S mesmos Sao
encontrados no domicilio ou seu entorno.

Através da andlise de marcadores genéticos é possivel identificar sub-
populacgdes do A. aegypti no espago urbano e avaliar a estabilidade genética destas
sub-populagdes, suas areas de abrangéncia ou suas “fronteiras” (OLIVEIRA;
ARAGAO, 1995). A média de alelos em cada populagdo indica a variabilidade
genética das populagdes estudadas.

Em nosso estudo, a andlise dos marcadores em amostras de 2009
demonstrou que os mesmos alelos ocorreram nas diferentes populagdes presumidas
(municipios, areas e estratos). Devido a natureza dos marcadores SSR,
esperavamos um numero bem maior de alelos por locus e, eventualmente, a
ocorréncia de alelos exclusivos. Houve um menor numero de alelos nos loci SSR na
populacdo de A. aegypti de Salvador e populagdes controle quando comparados a
populagdes de outros continentes (HUBER; LOAN, 2002; LOVIN et al., 2009; RAVEL
et al.,, 2002). Contudo, o numero de alelos foi semelhante ao de um trabalho
realizado no Rio de Janeiro (DA COSTA-RIBEIRO; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,;
FAILLOUX, 2006). Esta baixa riqueza alélica pode estar relacionada com o

tratamento macico e recorrente do A. aegypti na cidade de Salvador, decorrente do
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efeito de gargalo de garrafa e deriva genética nesta populagdo. Alguns autores tém
relatado a baixa riqueza alélica de marcadores SSR para A. aegypti quando
comparadas com de outros culicideos (FAGERBERG; FULTON; BLACK, 2001;
RAVEL et al., 2002).

Para a maioria das populagbes, as frequéncias genotipicas de cada loci
encontraram-se em equilibrio de H-W, ndo demonstrando haver presenca de forcas
evolutivas que alterem as frequéncias alélicas nas areas estudadas. As excegdes
para os loci AAMS11, AAMS20 e AAMS42, em algumas populagdes, foram
causadas devido a um déficit de heterozigotos. Isto pode ser devido a alguns
fatores, tais como, neutralidade dos marcadores, endogamia e a existéncia de
subdivisdes dentro da populagao o que levaria ao efeito Wahlund, que é o resultado
de cruzamento entre individuos de populagdes isoladas (DA COSTA-RIBEIRO;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FAILLOUX, 2006; MCMANUS et al., 2011). Apesar de
marcadores SSR normalmente representarem marcadores neutros, a falta de dados
gendmicos do A. aegypti ndo excluem a possibilidade de alguns de nossos
marcadores sofrem selegcédo. Para garantir a independéncia das amostras de campo
e evitar o efeito da endogamia, apenas uma larva de cada criadouro foi coletada. O
mesmo nao poderia ser aplicado para a cepa referéncia ROCK. Em relac&o ao efeito
Wahlund, isto era esperado na populagdo de Salvador uma vez que representamos
esta populagédo pela unido de quatro areas distintas separadas geograficamente e
diferenciadas geneticamente.

O genoma do A. aegypti € constituido por trés cromossomos e apesar dos
esfor¢cos para o seu sequenciamento, nao foi possivel mapearmos fisicamente os
marcadores escolhidos. Como trabalhamos com cinco marcadores, certamente
alguns deles devem ser sinténicos. Entretanto, todos os marcadores SSR validados
comportarem-se como nao-ligados, pois nenhum dos marcadores apresentaram-se
em desequilibrio de ligagdo (ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002). Alguns
autores tém relatado que os SSR s&o sub-representados no genoma do A. aegypti e
0Ss que existem estdo, muitas vezes, proximos uns dos outros (CHAMBERS et al.,
2007). Deste modo, antecipamos a dificuldade em encontrar novos marcadores com
as mesmas caracteristicas dos marcadores validados. A independéncia dos
marcadores é uma condicdo necessaria para utilizarmos as medidas de
diferenciagao genéticas (FALUSH; STEPHENS, 2007; FALUSH; STEPHENS;
PRITCHARD, 2003; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).
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Neste estudo comparamos diversas medidas de diferenciacdo genética a fim
de verificar sua utilidade em identificar estruturacdo populacional em niveis de
municipios e unidades administrativas menores (diferenciacdo alélica, genotipica,
Fst, ®pt, Rst € medida D). Através do AMOVA foi possivel corrigir alguns viéses
para o calculo do Fste phiPT (®pt) para marcadores polialélicos, uma vez que estes
estimadores tradicionalmente sao aplicados para avaliar marcadores de locus
bialélico (HEDRICK, 2005). O Rsr corresponde a um estimador especifico para
marcadores SSR, que assume o modelo de mutacio stepwise para todos os locos e
nao apresenta restricbes quanto ao numero de alelos (SLATKIN, 1995). A medida de
D apresenta como desvantagem a analise de marcadores em unico locus, pois a
teoria para analise de dados multilocus ainda encontra-se em desenvolvimento
(JOST, 2008; RYMAN; LEIMAR, 2009). Todavia, a medida de D inclui na analise a
distingdo de alelos exclusivos que nédo € considerada pelos demais estimadores.
Estas diferencas tedricas podem ser importantes para a escolha de cada estimador
na pratica.

Os resultados em nivel de municipio demonstram diferenciacées
populacionais significativas entre a populagdo de SSa 09.5 e as populagdes controle
em todas as medidas de diferenciagdo genética demonstrando que elas podem
produzir resultados equivalentes, sobretudo entre as populagbes de municipios da
Bahia a cepa referéncia ROCK. Interessantemente, a diferenciacao populacional
entre Salvador e Jacobina, e Salvador e Vitéria da Conquista, localizadas a cerca de
340 Km e 520 Km de Salvador, respectivamente, foram menores que a
diferenciagao populacional entre Jacobina e Vitoria da Conquista distantes entre si
cerca de 590 de Km. Isto demonstra a importancia da distancia geografica como
uma barreira fisica para a troca génica, mas também pode decorrer do fluxo de
pessoas e veiculos que é mais intenso entre a capital e as cidades do interior, que
entre estes municipios entre si. Os resultados do AMOVA, evidenciados
principalmente pelas medidas de Fsr e phiPT (®pt), indicam diferenciagbes
populagdes pequenas a grandes entre os municipios e diferenciagdes populagdes
pequenas a muito grandes entre os municipios e a cepa laboratorial ROCK. Medidas
de diferenciacdo populacional grande podem ser resultado do efeito fundador
durante eventos de recolonizagao, do tempo entre estes eventos e um restrito fluxo
génico apos a recolonizagao (JULIO et al., 2009; SOLIANI et al., 2010). As medidas
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pelo Fsr e phiPT (®pt) ndo foram maiores que as obtidas pela medida D,
demonstrando que estes estimadores podem ser utilizados alternativamente.

Em que pese a reducédo do tamanho amostral, ndo foi possivel interpretar os
resultados através da diferenciagcdo alélica e genotipica em nivel das areas da
populacdo SSa 09.5. As medidas de diferenciacdo foram menores e os testes
estatisticos foram menos significativos que aqueles obtidos em nivel de municipios,
mas os resultados demonstraram estruturacdo da populacédo da area 2 em relagao
as demais areas. Este resultado foi confirmado com a analise em nivel dos estratos
que sera discutido a seguir. A area 2 corresponde a uma area plana situada na Baia
de Todos os Santos e limita a leste pela falha que divide a cidade de Salvador em
cidade “Baixa” e cidade “Alta”. A diferenciagdo populacional em relagao as outras
areas pode estar relacionada com a intensidade do tratamento para o controle
vetorial ocorrido nas areas, a existéncia de obstaculos naturais (relevos, zonas de
vegetacdo densa ou lagoas) e demograficos (densidade populacional humana e a
quantidade de reservatorios de agua) que favorecem a diferenciagdo populacional
do A. aegypti como relatado em estudos na Argentina e na Tailandia (JULIO et al.,
2009; MOUSSON et al., 2002).

Semelhante ao que foi observado em relagdo as analises das areas de
populacdo SSa 09.5, as analise das frequéncias alélicas e genotipicas nao
permitiram evidenciar diferenciagcdo populacional a nivel dos estratos. Entretanto,
algumas medidas de diferenciagdo em nivel de estrato foram até maiores que
aquelas calculadas para as areas, notadamente o Rsr, tanto em estratos néo
contiguos como em estratos contiguos de uma das areas. As analises em nivel de
estrato revelaram diferenciagdo moderada a grande entre alguns estratos néo
contiguos, sobretudo, entre os estratos da area 2 e das demais areas. Este
resultado confirma o que foi encontrado em nivel das areas de populagdo SSa 09.5.
Por outro lado, a analise de outros pares de estratos ndo contiguos ndo apresentou
qualquer diferenciacdo entre si. Isto indica que em nivel de estratos ou areas
menores, como quarteirdo ou ruas, talvez seja necessario um maior numero de
marcadores para aumentar o poder discriminatorio da analise. De qualquer forma,
diversos fatores extrinsecos poderiam impedir o isolamento por distdncia das
populacdes de A. aegypti, como por exemplo, o transporte humano de larvas, ovos

ou o proprio mosquito adulto através das rotas comerciais. Assim, pode transformar
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populagbes  distantes  geograficamente, em geneticamente similares
(GORROCHOTEGUI-ESCALANTE et al., 2002).

Alguns estratos contiguos nao apresentaram qualquer diferenciagéao
populacional (estratos das areas 2, 3 e 4). Esse resultado tem implicagbes diretas
sobre o controle do vetor devido a possibilidade de areas n&o tratadas poderem
recolonizar as areas tratadas. Em Salvador, o tratamento é realizado ciclicamente
em cada estrato de maneira diferenciada de acordo com os resultados de cada
LIRAa dando prioridade as areas com o |IP mais elevados sem considerar a area de
abrangéncia das sub-populagdes do A. aegypti. Considerando que 0 mosquito néo
respeita fronteiras politico-administrativas, a metodologia padrdo adotada nao deve
ser a mais adequada e isso poderia justificar o insucesso no controle vetorial no
municipio como um todo. Por outro lado, os estratos contiguos da area 1
apresentaram diferenciagcdo populacional moderada. Neste caso, seria interessante
avaliarmos se o tratamento destes estratos poderia ser realizado de forma
independente. A partir dos dados obtidos, seria importante definir as areas de
abrangéncia das sub-populagcdes do A. aegypti independentemente dos estratos
para auxiliar na tomada de decisGes a respeito do manejo do tratamento. Na
auséncia de dados moleculares, outras estratégias devem ser tentadas. Por
exemplo, o tratamento poderia ocorrer nos estratos com risco de surto da doencga e
todos os seus circunvizinhos. Ampliando-se a abrangéncia da area tratada
poderiamos bloquear a livre circulacdo do mosquito vetor de um estrato critico
tratado para um estrato ndo tratados no mesmo periodo.

Foram obtidas também algumas estimativas indiretas sobre N, a partir de
dados dos marcadores SSR. Esta estatistica permite identificar o numero de
individuos necessarios para reconstruir a diversidade genética da populacéao total e
mostra-se extremamente util para descrever niveis esperados de diversidade
genética e na avaliagdo dos efeitos de fatores diferentes na eficiéncia da selecao.
Contudo, certos aspectos da variabilidade genética, como redugcado causada por
efeito gargalo ou limpeza seletiva podem estar associados a diversas variantes na
distribuicao da frequéncia ndo podendo ser descritas por uma simples reducao do N,
(CHARLESWORTH, 2009)

No presente estudo, as estimativas de Ne em geral tiveram amplo intervalo de
confianca, com valores que variaram de 11,8 a infinito, para as analises entre

municipios. O menor valor foi evidenciado para linhagem Rockfeller, como esperado
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por ser uma populagéo laboratorial e possuir um alto coeficiente de endogamia que
resulta numa menor diversidade genética que as populagdes de campo. Em termos
praticos para o controle vetorial, o Ne mais baixo pode representar o sucesso no
controle do A. aegypti uma vez que esta medida relaciona-se como o tamanho
absoluto da populacdo. As populagdes de A. aegypti de Jacobina e Vitdria da
Conquista também apresentaram Ne relativamente baixo quando comparado com
Salvador. O maior valor do Ne na populacdo de Salvador pode ser explicado pelo
insucesso no controle vetorial devido a maior complexidade do espago urbano deste
municipio, maior numero e tipo de criadouros, maior densidade populacional
humana, intermiténcia na distribuicdo de agua e a necessidade da comunidade em
armazenar agua, tratamento descontinuo e irregular por parte dos o6rgaos
responsaveis pelo controle da dengue, entre outros.

Quando os dados do Ne, foram analisados em nivel de areas de SSa 09.5,
apenas a area 2 (ltapagipe) apresentou resultados mais baixos evidenciando que a
populacdo de A. aegypti nesta area tem uma menor diversidade genética. Talvez
essa populacdo de A. aegypti possa estar sendo mantida por um menor numero de
mosquitos que as demais areas. O controle vetorial nesta area parece ser mais
regular (vide Tabela 1), com IIP constante e mais baixo que a area 1, por exemplo.
O tratamento macigo e sucessivo pode produzir um evento evolucionario importante,
o “efeito de gargalo de garrafa” que em Uultima analise pode produzir um efeito
fundador com repercussao sobre a redu¢ao na diversidade genética dos A. aegypti.
Num estudo realizado no México, foi possivel evidenciar que a diferenciacao
populacional do A. aegypti e Ne mais baixo na regido nordeste do pais foi decorrente
de questdes climaticas, por esta regidao ser mais arida do que as outras regides do
pacifico (GORROCHOTEGUI-ESCALANTE et al., 2002).

Para complementar os dados populacionais, foi realizada a analise Bayesiana
implementada no programa structure, o qual faz inferéncia populacional a partir da
frequéncia de ancestralidade dos individuos. A andlise indicou K igual a 2
populagdes como ideal para representar os dados, resultado que possivelmente nao
se aplica a estas populacdes. As larvas da cepa Rockfeller e Jacobina apresentam-
se fortemente agrupadas em um “grupo ancestral’, enquanto as populag¢des de
Salvador e Vitéria da Conquista apresentaram frequéncia de ancestralidade
intermediaria entre estas duas. De certo modo, foi observada neste estudo uma

menor diferenciagdo populacional entre as populagbes de A. aegypti de Salvador e
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Jacobina e Salvador e Vitéria da Conquista e uma maior diferenciagdo populacional
entre as populagdes de A. aegypti de Jacobina e Vitdria da Conquista. Deste modo,
a populagao de Salvador pode ser considerada uma miscigenagao de populagdes de
A. aegypti de outras regides do estado. Isso pode estar relacionado com préprio
fluxo de veiculos, bens e mercadorias entre as cidades do interior e a capital
auxiliando na disseminagao de ovos do inseto. Outro estudo realizado aqui no Brasil
revela que o programa structure conseguiu inferir populagdes geneticamente
diferenciadas com certa deteccdo de mistura entre as populagdes de A. aegypti da
Amazobnia brasileira (LIMA, 2010). Apesar de outros estudos n&o conseguirem
demonstrar a utilidade do programa structure para inferéncia populacional de A.
aegypti, um trabalho na Asia/Oceania demonstrou resultados onde populacdes de A.
aegypti procedentes da Tailandia e Vietna revelam maior variagdo genética do que a
populacdo da Australia. No entanto, as amostras da Australia mostraram uma
mistura de duas populagdes, evidenciando a relacdo de parentesco entre essas
populacdes (ENDERSBY et al., 2009). Paupy e cols., analisando populagdes de A.
aegypti oriundas de Camardes, encontraram trés grupos misturados, pois, nao
conseguiram detectar um agrupamento claro nas populagdes. Contudo, os
resultados sugerem duas linhagens distintas, coexistindo dentro de uma mesma
populagdo, o que seria indicativo de uma plasticidade ecolégica do mosquito vetor
na regiao norte de Camardes, permitindo colonizagdo em areas silvestres (PAUPY
et al., 2008). Outro estudo envolvendo amostras A. aegypti obtidas de 24 paises,
incluindo amostras silvestres e urbanas da Africa, demonstrou ser possivel inferir as
populagcdes do A. aegypti entre as populagbes africanas e nao africanas (K=2),
agrupar razoavelmente as amostras africanas (K=4) e diferenciar doze (K=12)
grupos pantropicais conforme o pais de origem dos mosquitos (BROWN et al.,
2011).

A avaliagdo temporal dos dados possibilitou identificar diferenciagéo
populacional de A. aegypti longitudinalmente no municipio de Salvador. Os
resultados a partir das frequéncias alélicas e das medidas de diferenciagao
populacional foram similares, sendo que ambas foram capazes de demonstrar
diferenciacdo entre os ciclos de 2008.3 e 2009.4. Os dados -coletados
corresponderam aos meses de agosto e outubro de cada ano, portanto nao refletem
diferengas associadas com a sazonalidade. Todavia, Hemme e cols., num trabalho

realizado na India, também demonstraram diferenca temporal na populacdo de A.
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aegypti entre 2006 e 2007, e essa diferenca pbde ser associada ao sucesso no
controle vetorial, mas também a flutuagbes sazonais da populagéo do proprio vetor
(HEMME et al., 2010). A diferenciagdo populacional através das estagdes pode ser
decorrente de mudangas na densidade do mosquito, viabilidade dos sitios de
oviposicbes e o tipo de ambiente (DA COSTA-RIBEIRO; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA; FAILLOUX, 2006; HUBER; LOAN, 2002; PAUPY et al., 2003). Sem a
ocorréncia de qualquer forca evolucionaria ndo seria esperada qualquer
diferenciagao entre os ciclos.

Com relagao a avaliagao longitudinal do Ne para a populagao de A. aegypti de
Salvador, demonstrou efeito de gargalo de garrafa em diferentes periodos em cada
area. Medidas de Ne decrescentes indicam uma retragdo da populagdo que pode
estar relacionado com o sucesso no controle vetorial. Por outro lado, medidas de Ne
flutuantes ou crescentes indicam ineficacia no controle vetorial da area, apesar de
nao haver correlagdo com o IIP (dados ndo apresentados).

Finalmente, diversos fatores podem determinar a viabilidade de sitios de
oviposicédo e a distribuicdo e dispersdo do A. aegypti no meio urbano, tais como,
fatores demograficos (densidade populacional humana, condigbes habitacionais,
fluxo de veiculos, acesso das pessoas a agua tratada), topograficos, vegetacéo,
clima, entre outros. A importancia de cada um destes fatores ainda ndo esta muito
bem esclarecida, embora alguns trabalhos demonstrem que a presenca de edificios,
por exemplo, ndo sdo impeditivos para a dispersao do A. aegypti (REITER et al.,
1995). Outros estudos mostram que as caracteristicas das paisagens urbanas como
uma grande avenida ou uma rodovia pode constituir-se numa barreira capaz de
afetar a estrutura populacional do mosquito (HEMME et al., 2010). A partir dos
resultados obtidos, concluimos que o controle vetorial produz alteracbes sobre a
estrutura populacional do A. aegypti, mas que nao sao efetivas. O uso do
georeferenciamento e de informagdes genéticas do vetor poderiam contribuir com
informacgdes valiosas sobre a definigdo das areas de abrangéncia das populag¢des do
A. aegypti no espago urbano, uma vez que o mosquito n&o respeita fronteiras
politico-administrativas, e para a tomada de decisbes a respeito do manejo do

tratamento.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

A dengue é uma doenga endémica no Brasil e as medidas de vigilancia e
controle nao tém sido eficazes. A cada ano existe a expectativa de novos surtos com
uma magnitude cada vez maior. Na auséncia de uma vacina eficaz, o controle
vetorial tem sido utilizado como uma das principais medidas para o controle da
dengue.

Este trabalho demonstrou que o IIP em Salvador tem estado elevado (média >
3%). Apesar de apresentar uma tendéncia de redugédo no periodo estudado, entre
2007 e 2009, houve uma clara dissociagao com a taxa de incidéncia da doencga que
aumentou no mesmo periodo.

Os cinco marcadores moleculares SSR utilizados foram polimérficos, com alta
heterozigosidade, demonstraram ser neutros e independentes, além disso,
demonstraram-se capaz de analisar a variabilidade e diferenciacdo genética das
populacdes de A. aegypti de Salvador e outros municipios, areas contendo bairros e
estratos.

As diferenciagdes populacionais foram melhor determinadas pelas medida de
diferenciagao ®pt e Fst entre populacdes pertencentes a localidades com distancias
geograficas de aproximadamente 300-500 Km (municipios), ja a medida de Rsr foi
mais eficiente em determinar estruturas populacionais entre populagdes de
distdncias menores areas e “micro-areas”, com cerca de 1 Km de distancia
(estratos). Talvez essa diferenga tenha ocorrido devido a baixa quantidade de
amostras disponiveis para as analises deste trabalho.

A partir dos resultados obtidos pelo programa structure, foi possivel observar
dois clusters divergentes, fortemente agrupados em um grupo ancestral,
representado pela cepa Rockfeller e as populagbes dos municipios do estado da
Bahia.

E necessario um novo enfoque com relagéo aos programas de controle vetorial,
que pode ser mais bem direcionado e, portanto mais eficiente, se o sistema de
controle do A. aegypti levar em consideracdo n&o apenas os limites de divisdes
politicas da cidade de Salvador, mas também as caracteristicas ambientais e
ecolégicas, como a biologia do mosquito vetor, o fluxo génico entre populagdes de
areas diferentes, a existéncia de bolsdes de isolamento, o padrao de dispersdo do

mosquito, redugao e reposi¢ao de populagdes do A. aegypti. Outras particularidades
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devem ser testadas num estudo futuro, como associagdes entre fatores
antropogénicos, epidemiologicos e fatores de competéncia e infectividade vetorial,
para o desenvolvimento de estratégias de controles mais efetivos.

Além destes, existem outros problemas relacionados ao proprio hospedeiro,
como habitagdes com infra-estruturas inadequadas, auséncia de saneamento
basico, intermiténcia de agua, falta de equipe permanente em campo e auséncia de
politicas continuas. Nesse ponto, devemos nos atentar para aspectos culturais da
populagdo, pois por ser uma doenga complexa, ou seja, dependente de diversos
fatores, & necessario enfatizar que a diminuigdo do numero de casos da dengue
depende da agao de todos.

Concluimos que o uso do georreferenciamento e de informagbes genéticas do
vetor podem contribuir substancialmente para a definicdo das areas de abrangéncia
das populagdes do A. aegypti no espago urbano, uma vez que 0 mosquito nao
respeita fronteiras politico-administrativas. O tratamento intermitente de estratos tem
permitido que o A. aegypti repovoe as mesmas areas previamente tratadas sem

alteracao significativa de sua estrutura populacional.
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