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Deteccio e tipagem de virus dengue em Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) na Cidade de Manaus,
Estado do Amazonas

Detection and typing of dengue viruses in Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) in the City of Manaus, State of Amazonas
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RESUMO

0 estudo teve por objetivo a detecgdo e tipagem do virus dengue, nos vetores Aedes aegypti. Durante o periodo de dezembro de 2005 a dezembro
de 20006, foram coletados 8.984 mosquitos, em 46 bairros da Cidade de Manaus abrangendo todas as zonas geogrificas da cidade. Destes, 819 eram
Aedes aegypti (414 fémeas e 405 machos). As fémeas de Aedes aegypti foram agrupadas em pools de 1 a 10 mosquitos totalizando 138 pools,
sendo que 111 pools foram positivos para DENV 3. Porém, um pool mostrou-se positivo para dois sorotipos, DENV 1 e DENV 3. A prevaléncia de
Aedes aegypti infectados com DENV 3, na Cidade de Manaus foi de 53%. Entretanto, a prevaléncia por zona foi de 70% no Centro-oeste, 60% no Sul,
53% no Oeste, 47% no Centro-Sul, 30% no Norte e 23% na zona Leste. O monitoramento da circulagdo viral em mosquitos com o uso da técnica da
transcri¢do reversa-reacdo da polimerase em cadeia que permite o conhecimento prévio dos niveis de disseminagdo viral em determinadas dreas
contribuindo para determinar os locais para aplicar as medidas de prevengdo e controle.
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ABSTRACT

The aim of this study was to detect and type dengue viruses in the vector Aedes aegypti. Between December 2005 and December 2006, 8,984
mosquitoes were collected in 46 districts of the city of Manaus, covering all of the geographical zones of the city. Of these, 819 were Aedes aegypti
(414 females and 405 males). The females of Aedes aegypti were grouped in pools of 1 to 10 mosquitoes, thus totaling 138 pools, of which 111
pools were positive for DENV 3 and a single pool was positive for two serotypes (DENV 1 and DENV 3). The prevalence of Aedes aegypti infected with
DENV 3 in the city of Manaus was 53%. The zonal prevalence was 70% in the western central zone, 60% in the southern zone, 53% in the western
zone, 47% in the southern central zone, 30% in the northern zone and 23% in the eastern zone. Monitoring of virus circulation among mosquitoes
by means of the reverse transcription polymerase chain reaction technique enables prior knowledge of the levels of virus spread in given areas, thus
contributing towards determining the localities where prevention and control measures should be applied.

Key-words: Aedes aegypti. Dengue virus. Reverse transcription - polymerase chain reaction. Manaus. Brazil.

A dengue é considerada a arbovirose mais frequente em
todo o mundo, constituindo causa importante de morbidade e
mortalidade?!. Estima-se que 2,5 a 3,0 bilhdes de pessoas residam
em dreas onde existe transmissdo dos virus da dengue e que, a
cada ano, ocorram 50 milhdes de infeccdes com 500.000 casos de
dengue hemorragica e 12.000 mortes em todo o mundo*. Ocorre

em regides tropicais e subtropicais, predominantemente em dreas
urbanas, suburbanas e agora em 4reas rurais também®.

Os virus da dengue pertencem ao género Flavivirus, familia
Flaviridae. Apresentam propriedades antigénicas distintas que
caracterizam quatro sorotipos denominados virus dengue 1
(DENV 1), virus dengue 2 (DENV 2), virus dengue 3 (DENV 3)
e virus dengue 4 (DENV 4). Sio transmitidos aos humanos por
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espécies de mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes aegypti
o principal vetor",

0 Aedes aegypti tem hdbitos domésticos, pica durante o dia e
tem preferéncia acentuada por sangue humano?®. Este mosquito esta
adaptado a se reproduzir nos ambientes doméstico, peridoméstico
e faz sua oviposicio em depdsitos artificiais de dgua.

Na Cidade de Manaus, o Aedes aegypti foi encontrado pela
primeira vez em novembro de 1996 e em marco de 1998 ocorreu
a primeira epidemia de dengue, na qual foram detectados
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os sorotipos DENV 1 e DENV 2'3, Em 2002, foi isolado pela
primeira vez o DENV 3, a partir daf outros casos de DENV 3 foram
diagnosticados por isolamento viral'. Em 2008, foi isolado pela
primeira vez o DENV 4 em Manaus'?.

Em Manaus, a urbanizacfio precdria com a existéncia de
numerosas invasoes de terra e falta de saneamento bésico regular
associada as condicOes climaticas de temperatura alta, umidade
e indices de chuva sio fatores que favorecem a proliferacio e
dispersio do vetor da dengue®.

Atualmente, a vigilancia viroldgica para detectar o virus
dengue dentro do mosquito vetor é utilizada, e pode servir como
adverténcia para os sistemas de monitoramento de surtos de
dengue prevenindo epidemias. O uso de transcricio reversa
seguida pela reaciio em cadeia da polimerase (RT-PCR), na
vigilancia viroldgica do vetor, tem sido intensificado recentemente,
permitindo a detec¢iio de mosquitos infectados com o virus
dengue e o seu sorotipo’.

0 objetivo deste estudo é o conhecimento prévio de dreas
com circulacio de mosquitos infectados, com determinagdo do
sorotipo (DENV 1 a DENV 4), o que pode contribuir para prover
estratégias apropriadas de controle e conseqiientemente na
prevencdo de surtos e epidemias.

MATERIAL E METODOS

Coleta de vetores. Mosquitos foram coletados em 46 bairros
da Cidade de Manaus abrangendo todas as zonas geogrificas
(Leste, Norte, Sul, Oeste, Centro-oeste e Centro-Sul). A captura
foi realizada duas vezes por semana iniciando-se pela manhi e
terminando no inicio da tarde, foram utilizados tubos de aspiracio
por energia de bateria, a coleta foi realizada dentro e ao redor das
residéncias. Os mosquitos eram capturados quando em descanso e
voando. Mosquitos foram mortos por congelamento, identificados
de acordo com a espécie, agrupados por géneros, data, bairro
agrupados em pools de até 10 mosquitos e armazenados a -70°C
no mesmo dia da coleta.

0Os pools foram macerados com gral e pistilo de vidro em
tampao de salina fosfato pH 7,4 (PBS), contendo albumina
bovina. Uma aliquota do macerado foi utilizada para in6culo
em cultura de célula, outra aliquota foi utilizada para extragio
do 4cido ribonucléico (RNA) viral, o restante do macerado foi
estocado a -70°C.

Isolamento viral. Foram utilizadas células de Aedes albopictus,
clone C6/36, em meio de cultura Leibowitz - L15, suplementado com
10% de soro fetal bovino, 1% de aminodcidos ndo essenciais e 10%
de solucio de triptose fosfato, 100U/mL de penicilina e 100mg/mL
de estreptomicina. Foi utilizado como in6culo 50pL do pool de
mosquitos previamente macerados e tratados com uma solucio
de penicilina-estreptomicina. Os tubos com as culturas infectadas
foram incubados em estufa a 28°C. As culturas que apresentaram
efeito citopatico foram submetidas a RT-PCR para confirmacio do
isolamento e identificacéio do sorotipo viral.

Extracao do acido ribonucléico viral. O RNA viral foi
extraido de pool de mosquitos macerados em salina tamponada.
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0 macerado foi submetido a extracio pelo método do Trizol
LS Reagent (Invitrogen, S3o Paulo, Brasil) de acordo com as
especificagoes do fabricante.

Transcriptase reversa seguida de reacdo da polimerase
em cadeia. A reacio de amplificagdo foi realizada por meio
da combinacio da transcri¢do reversa do RNA viral com a
subseqiiente amplificaciio pela Tag polimerase. A reagio de
amplificacio continha os seguintes reagentes: 5,0pL de RNA
extraido, 50mM KCl, 20mM de Tris (pH 8.4), 1,5mM MgCl,
200pM de cada um dos quatro deoxinucleotideos trifosfatos,
5mM DTT, 20pM de cada primer (D1 e D2), 1,25U de transcriptase
reversa, 1,25U de Taq polimerase para um volume final de 50pL de
reagio. A reacfio foi incubada em termociclador por 1 horaa 42°C
para transcri¢io reversa, em seguida foi submetida a 35 ciclos
térmicos de 94°C por 30s, 55°C por 1min e 72°C por 2min.

Reacao de semi-nested de reacdo da polimerase em
cadeia. A segunda amplificacio foi realizada com 5pL do material
da primeira amplificagdo diluido 1:100 em dgua destilada estéril.
A reagdo continha todos os reagentes da primeira amplificacio,
exceto o primer D2, que foi substituido pelos primers TS1, TS2,
TS3 e TS4, o DTT e a transcriptase reversa que foram retirados
desta reacdo. A reacdo foi submetida a 20 ciclos térmicos de 94°C
por 30s, 55°C por Lmin e 72°C por 2min. Produtos da amplificacio
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em
tampdo Tris-Borato-Edta pH 8,3, com um padrio de 100 pares
de bases, corados com brometo de etidio 1% e visualizados por
meio de transiluminador de luz ultravioleta.

Os primers especificos usados no presente trabalho tém como
regido alvo a confluéncia dos genes C/prM'.

Para estimar a prevaléncia de infec¢iio dos mosquitos nas
zonas geogrificas durante o periodo do estudo foi utilizado o
software Pool Screen.

RESULTADOS

Vetores. Foram coletados 8.984. Destes, 819 foram Aedes
aegypti (414 fémeas e 405 machos). Somente as fémeas foram
analisadas; estas foram agrupadas em pools de 1 a 10 mosquitos/
pools de acordo com a espécie, sexo, local e data de coleta
totalizando 138 pools.

Isolamento viral. Todos os 138 pools foram inoculados
em cultura de célula C6/36 para isolamento viral, sendo ques 12
apresentaram suspeita de efeito citopitico e destes, 11 tiveram o
isolamento de DENV3 confirmados por RT-PCR.

Transcriptase reversa seguida de reacdo da polimerase
em cadeia. Um total de 414 espécimes de Aedes aegypti perfazendo
138 pools foram testados pela técnica de RT-PCR. Dentre as
amostras analisadas, foram identificados 111 pools positivos, sendo
que todos foram positivos para DENV 3. Apenas um poo! foi positivo
tanto para DENV 2 como para DENV 3 (Tabela 1).

Na Figura 1, pode-se observar as amostras de DNA
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo 1%; a banda de 290 pares de bases
corresponde a0 DENV 3.
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TABEIA 1
Resultados da transcriptase reversa - reacio da polimerase em cadeia dos pools de mosquitos.
Pools Total de Pools
processados mosquitos positivos Prevaléncia %

Espécie (n%) n°pools n’ % (Ic) DEN1  DEN2 DEN3  DEN4

Aedes aegypti 138 414 111 80 53% 0 1 111 0
(41,2-65,0)

Aedes albopictus 5 7 3 60 50% 3
(62,3-96,0)

Total 143 421 114 1 114

DEN 1: virus dengue tipo 1, DEN 2: virus dengue tipo 2, DEN 3: virus dengue tipo 3, DEN 4: virus dengue tipo 4. IC: indice de confianca.

400pb—
300pb—
200pb—

100pb—

FIGURA 1

Produto da transcri¢do reversa - reacdo da polimerase em cadeia em gel de agarose a 1,5%. Canal 1: peso
molecular 100 pb. Canal 2:DENV 2 e DENV3. Canais 3, 4, 7: DENV 3. Canais 5 e 0: negativos. Canal 8: controle

positivo DENV 3. Canal 9: controle negativo.

Mosquitos Aedes aeypti foram coletados de todas as zonas
da Cidade de Manaus e em todas elas também foram encontrados
mosquitos infectados. A prevaléncia de mosquitos Aedes aegypti
infectados com DENV 3 na Cidade de Manaus foi de 53%, sendo
maior nas zonas Centro-oeste (70%), Sul (60%) e Oeste (53%), e
menor nas zonas Norte (30%) e Leste com (23%) (Tabela 2).

TABELA 2
Prevaléncia de mosquitos Aedes aegypti infectados por zona geogrifica da Cidade
de Manaus, AM.

Aedes aegypti Prevaléncia
Zona de coleta pools positivos total % IC
Norte 17 23 30,0 23,5-062,7
Sul 28 31 60,0 47,0-92,6
Leste 13 21 23,0 14,2 — 45,1
Oeste 12 15 53,0 32,3 - 86,0
Centro-Oeste 18 20 70,0 46,0 —96,0
Centro-Sul 23 28 47,0 32,4—754
Total 111 138

IC: indice de confianca.

DISCUSSAO

A transcricdo reversa - reagdo da polimerase em cadeia
tem sido utilizada no diagndstico de diversas doencas e, nos
tiltimos anos, revolucionou o diagndstico de doencas infecciosas
demonstrando ser bastante ttil no diagnéstico da dengue. F uma
técnica ripida simples e eficiente na identificagfio e caracterizagio
de arbovirus em investigacGes epidemioldgicas, permite a
deteccio em uma infinidade de amostras (soro, tecidos de
casos fatais, cultura de células, larvas de mosquitos e pools de
mosquitos adultos)’ .

0 presente estudo analisou 138 amostras de Aedes aegypti
pela técnica de RT-PCR, para identificagdo dos sorotipos do virus
dengue circulantes na Cidade de Manaus durante o periodo de
dezembro de 2005 a dezembro de 2006. Foi encontrada uma
prevaléncia de 53% para o sorotipo 3 do virus dengue em Manaus.
Esse elevado percentual de infecgio pelo DENV 3 demonstrou uma
importante circulacdo desse sorotipo na cidade em populagdes
naturais de mosquitos adultos no periodo de estudo.
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Em Manaus, Pinheiro e cols® analisaram 374 mosquitos
Aedes aegypti, no ano de 2003; para deteccio de virus dengue,
encontraram 18% de positividade para DENV 3. Observou-se,
entdo, um aumento significante nesta positividade, uma vez que
o presente estudo realizado entre 2005 e 2006 encontrou uma
positividade de 80% para este mesmo sorotipo.

De fato, segundo o Ministério da Satide em atividades de
monitoramento da circulagio viral por meio de sorologia
demonstrou a predominancia deste sorotipo em todas as regides
do pais nos anos de 2006%, 2007% e 2008%. Figueiredo" em
estudo soroldgico realizado durante o periodo de 2005 a 2007,
na Cidade de Manaus, verificou 57,5% de positividade para
DENV 3.

Aalta (53%) prevaléncia de mosquitos infectados refletiu-se
no aumento do niimero de casos de dengue nos anos subsequentes
a0 estudo. Em 2007, Manaus registrou 2.731 casos de dengue, e
entre janeiro e abril de 2008, foram notificados 4.537 casos de
dengue, caracterizando uma epidemia na cidade.

A ocorréncia de mosquitos infectados foi observada em grande
parte dos bairros que compdem as diferentes zonas da cidade
de forma heterogénea. A prevaléncia de infec¢iio nos mosquitos,
a0 longo do periodo estudado, foi de 23% na zona Leste, 70%
na zona Centro-oeste, 60% na Sul e 53% na zona Oeste. Estudos
soroldgicos obtiveram distribuicio semelhante. Bastos® observou
que a distribuicdo dos casos de dengue era menor na zona Leste
(9%) e maior na zona Sul (25%) e Figueiredo' observou uma
maior positividade de casos de dengue nas zonas Centro-oeste,
Sul e Oeste. Os dados destes estudos corroboram os resultados
deste trabalho, uma vez que as zonas com maior prevaléncia de
mosquitos infectados, sdo as zonas com mais casos de dengue
notificados.

A prevaléncia de mosquitos infectados foi maior nas zonas
cujas populacdes possuem nivel socioecondmico mais elevado e os
bairros apresentam melhor infraestrutura. Resultados semelhantes
foram encontrados em inquéritos soro-epidemioldgicos nas
Cidades de Fortaleza, CE*® e Sdo Luis, MA*, onde foi observada
uma maior soroprevaléncia de dengue na populagiio com maior
renda. Tais achados podem ser explicados em fungdo do hdbito
das pessoas mais favorecidas em cultivar plantas aquaticas e o
uso de materiais descartdveis. O uso excessivo de enlatados sem
cuidado no seu descarte, também, poderia ser um fator que
contribuiria para esta situaciio, uma vez que estes objetos tendem
atornar-se criadouros de mosquitos®” .

Considerando o homem como principal hospedeiro no ciclo
de transmissdo urbano do virus dengue, a detec¢io apenas do
DENV 3 mostra que a maior parte da populacio de Manaus estd
imune a0s virus DENV 1 e DENV 2. Uma vez que estes sorotipos
circularam na cidade, em anos anteriores, e parte da populacio se
infectou com esses sorotipos produzindo anticorpos contra estes
tipos infectantes. Com a introdug@io do DENV 3, a populagdo se
encontrava susceptivel a este sorotipo, o que pode ter facilitado
a sua dispersdo e a maior facilidade de detectd-lo, tanto em
mosquitos como em humanos.

0 conhecimento dos sorotipos circulantes numa localidade é
fundamental, pois se sabe que alguns virus causam manifestacoes
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clinicas mais severas, fato observado mais comumente em locais
com circulacio simultdnea de diferentes sorotipos?. Segundo
Passos e cols'®, individuos acometidos pelo DENV 3 apresentam
sintomatologia mais grave, apresentando chance 6,07 vezes maior
de apresentar choque em relacio aos individuos infectados com
DENV 2, sugerindo maior viruléncia deste sorotipo. Este fato
nos permite concluir que a populagio de Manaus poderia vir a
apresentar um maior nimero de casos graves da doenga, uma vez
que todos os mosquitos infectados o estavam pelo DENV 3.

A investigacio das taxas de infeccio em mosquitos fornece
informacGes sobre os sorotipos circulantes em determinadas
localidades, antes que a doenca esteja sendo transmitida em
niveis mais elevados, possibilitando a implementago de medidas
preventivas evitando epidemias. Os mosquitos infectados podem
ser detectados seis semanas antes do comego de surtos?'.

0 monitoramento da circulagdo viral em vetores, com a
técnica de RT-PCR, apresenta-se como alternativa, permitindo
identificar com antecedéncia e confiabilidade os niveis de
disseminacio do virus, e se faz extremamente necessirio na
Cidade de Manaus devido a introducio do novo sorotipo DENV
4, ajudando a determinar os locais para aplicar as politicas
publicas de controle.
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