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1. Introducéo

O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus espécie Dengue virus (DENV) e
possui quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (ICTV 2013); causa a principal arbovirose
— do inglés arbovirus (virus transmitidos por artrépodes) — em nivel mundial e séo da maior importancia
para o nosso pais (Fonseca, 2010), e seu principal vetor € o mosquito Aedes aegypti, mosquito este
antropofilico, tendo sua atividade diurna, e esse se desenvolve em areas tropicais e subtropicais.

Em uma escala global, aproximadamente 2,5 bilhdes de individuos em cerca de 100 paises estdo
expostos ao risco de contrair a infec¢do. Estima-se que ocorram anualmente cerca de 100 milhdes de
casos de dengue classico e mais de 500 mil casos de Febre Hemorragica do Dengue/Sindrome de
Choque do Dengue (DHF/DSS), com letalidade de até 10% (Halstead 2007).

A dengue cléssica apresenta-se geralmente com febre, dor de cabeca, no corpo, nas articulagfes e por
trds dos olhos, podendo afetar criangas e adultos, mas raramente mata. A dengue hemorragica é a forma
mais severa da doenca, pois além dos sintomas citados, € possivel ocorrer sangramento, ocasionalmente
choque e consequéncias como a morte (Portal da saude).

A transmissdo ndo ocorre de pessoa para pessoa, seu principal vetor é o mosquito Aedes aegypti. Apds
um periodo de 10 a 14 dias, contados do momento do momento em que a fémea do mosquito faz a
ingurgitagdo do sangue virémico, esta pode transportar o virus durante todo seu ciclo de vida e passa a
transmitir estes patégenos. Também, ocorre transmissdo vertical, por via transovariana, na qual o
artrépode passa virus a sua progénie (Diallo et al. 2005).

A fémea faz a oviposicdo em recipientes com agua, ao sairem dos ovos, as larvas vivem na agua por
cerca de uma semana, transformando-se entdo em mosquitos adultos, sendo que do ovo até a fase
adulta, o mosquito leva cerca de 10 dias (Nuttall et al. 1994).

Os casos de dengue s6 comecaram a ser notificados no estado do Amazonas a partir de 1998, tendo a
primeira epidemia ocorrida no mesmo ano, causada pelos sorotipos DENV-1 e DENV-2. Estas epidemias
foram restritas a Manaus, pois, aproximadamente 50 % da populag&o do estado se concentram na capital
(Bastos 2004). Ainda de acordo com o mesmo autor, a co-circulagdo de dois sorotipos da segunda
epidemia mostrou que sucessivas infec¢des sao responsaveis pelo aparecimento das formas clinicas
mais severas da doenca, e foram entéo registrados os primeiros casos de febre hemorragica do dengue
no municipio de Manaus.

Em 2002 foi isolado o DENV 3 de um paciente procedente da Bahia, a partir dai, outros casos de DENV 3
foram diagnosticados por isolamento viral. O sorotipo DENV 4 foi isolado pela primeira vez de casos
autéctones em Manaus no ano de 2008 (Figueiredo, 2008).

Hoje, os quatro sorotipos do virus dengue (DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV 4), co-circulam na cidade
de Manaus.

Atualmente, a vigilancia virolégica do mosquito vetor € utilizada, e pode servir como adverténcia para 0s
sistemas de monitoramento de surtos de dengue, prevenindo epidemias (Chow et al. 1998; Samuel e
Tyagi 2006). No ano de 2013 no estado do Amazonas, de acordo com boletim do Ministério da Saude,
foram registrados 3.008 casos de dengue em margo e 784 casos em abril, sendo o estado onde houve
maior ocorréncia da doenca na Regido Norte.

O Principal objetivo do trabalho foi identificar o virus da dengue em mosquitos Aedes aegypti capturados
em bairros da cidade de Manaus por um periodo de 10 meses, entre agosto de 2012 a maio de 2013 e
determinar os sorotipos de dengue virus (DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV 4), que estejam em
circulacdo nos vetores positivados.

2. Material e Métodos

Foi realizado um estudo longitudinal com duragéo de 12 meses para identificagdo do virus Dengue direto
de vetores Aedes aegypti em circulagdo ao longo do municipio de Manaus. Este projeto faz parte de um
projeto maior, o PRONEX, que é um estudo do dengue nas Regides Norte e Sudeste do Brasil, com vista
a criacdo de uma rede interdisciplinar de pesquisa basica e aplicada, tendo como instituicdo mantenedora
a USP de Ribeiréo Preto.

Este trabalho foi realizado em colaboragéo com o laboratério de Entomologia da Fundagao Oswaldo Cruz,
Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD, FIOCRUZ Amazénia), pela equipe do Dr. Sérgio Luz.

Os espécimes coletados foram identificados, fazendo uso de chave de identificagdo (Forattini 2002).
Foram agrupados em nimero de até 10 animais por microtubo (pool) e, em seguida, estocados a -70°C.
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Os pools foram macerados e tiveram seu genoma viral extraido de acordo com o método Axy Prep Body
Fluid Viral DNA/RNA Miniprepkit (Axygen, USA), seguindo instru¢des do fabricante.

Uma vez extraido, o RNA viral foi submetido a uma RT-PCR (Transcricdo Reversa seguida de Reag&o em
cadeia da polimerase) convencional, para deteccdo do género Flavivirus, seguida de uma Multiplex-
Nested-PCR para identificagdo de espécie de DENV, ambos baseados no tamanho dos amplicons,
(Bronzoni et al. 2005).

Para a detec¢do do produto amplificado, foi feita EGA (Eletroforese em Gel de Agarose), na concentracao
de 1,8%, utilizando o tampéo TBE a 1X, com voltagem de 100V. Apo6s a eletroforese, o gel foi corado com
brometo de etidio, a visualizagéo de bandas foi feita em um transluminador de luz ultravioleta (Sambrook
et al. 2000) e fotografado com camera digital.

3. Resultados e Discusséao

Durante o periodo de agosto de 2012 a maio de 2013 foram coletados 722 mosquitos ao longo dos
bairros do municipio de Manaus, sendo 547 fémeas de A. aegypti, e 161 a outros géneros de culicideos
(Grafico 1).
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Grafico 1: Quantitativo de espécimes coletados no periodo de agosto de 2012 a junho
de 2013, no municipio de Manaus.

As fémeas coletadas, depois de organizadas geraram 87 pools, que foram processados pela técnica de
RT-PCR. Dentre as amostras analisadas, seis pools foram positivos, sendo trés para o sorotipo DENV-2,
um para o sorotipo DENV-3 e dois para o sorotipo DENV-4 (Foto 1), gerando uma positividade de 7%
(Gréfico 2).
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Grafico 2: Frequéncia do virus dengue em fémeas de A. aegypti.
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Foto 1: Foto de Gel de Agarose corado com brometo de etidio mostrando os amplicons oriundos de
Multiplex-NESTED-PCR. Canais 1 ao 4: amostras. Canais 2 e 3, amplicon na altura de ~222pb indicando
positividade para DENV-4, de acordo com o protocolo de Bronzoni (et al., 2005). Canais 5 e 6: C+
(DENV-2); Canal 7: C- (H20).

As arboviroses estdo amplamente distribuidas no Brasil e estdo frequentemente associadas a surtos ou
epidemias em seres humanos, representando um sério problema de saude publica, com implicagbes
econdmicas e sociais (Rosa et al. 1998).

No presente trabalho foi detectada a presenca de trés dos quatro sorotipos do virus da dengue (DENV-2,
DENV-3 e DENV-4) circulando na populagdo de mosquitos Aedes aegypti.

Considerando o homem como o principal hospedeiro do ciclo de transmissédo urbano do virus dengue, a
deteccao de trés dos quatro sorotipos (DENV 2, DENV 3 e DENV 4) é um indicativo preocupante, pois, a
presenca de positividade e detec¢@o de mais de um tipo circulante do virus deve servir de alerta, pois a
febre hemorragica do dengue (DHF) ocorre principalmente apds epidemias de febre do dengue, seguindo
de introducédo de um sorotipo diferente ao anterior (Halstead 1997).

A investigacdo das taxas de infeccdo em mosquitos fornece informacdes sobre os sorotipos circulantes
em determinadas localidades, antes que a doenca esteja sendo transmitida em niveis mais elevados,
possibilitando a implementacdo de medidas preventivas e evitando epidemias. De acordo com Samuel e
Tyagi (2006), mosquitos infectados podem ser detectados até seis semanas antes do comeco de surtos.

4. Concluséo

De acordo com os dados obtidos, pode-se chegar as seguintes conclusées:

O diagnostico da infecgdo vetorial dos mosquitos Aedes aegypti com a técnica de RT-PCR revelaram a
presenca de mosquitos desta espécie infectados com trés dos quatro sorotipos do virus da dengue
(DENV-2, DENV-3 e DENV-4).

A nao deteccédo do sorotipo DENV 1, néo significa que ele ndo esteja circulando no municipio de Manaus,
devido a quantidade de amostras ser relativamente pequena, sendo necessario tanto um maior tempo de
pesquisa quanto uma quantia mais significante de amostras.
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