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Virus dengue em larvas de
Aedes aegypti e sua dinamica
de infestacao, Roraima, Brasil

Dengue virus in Aedes aegypti larvae
and infestation dynamics in Roraima,
Brazil

RESUMO

OBJETIVO: Identificar a presenca do virus dengue em formas larvais de
Aedes aegypti e relacionar a presenga do vetor com indice pluviométrico e
numero de casos de dengue.

METODOS: Dezoito domicilios foram selecionados aleatoriamente para
coleta de ovos em um bairro da cidade de Boa Vista (RR). Foram instaladas
duas ovitrampas por domicilio e removidas apds uma semana, mensalmente, de
novembro de 2006 a maio de 2007. Foram calculados o indice de positividade
de ovitrampa e o indice de densidade dos ovos. Apds eclosdo de 1.422 ovos
coletados, foram formados 44 pools de no maximo 30 larvas para teste de
presenca do virus dengue por meio de RT-PCR e hemi-nested PCR. O indice
de incidéncia de dengue no periodo foi correlacionado com a precipitacio
pluvial. A associag@o entre essas varidveis e numero de ovos coletados foi
analisada pelo coeficiente de Pearson.

RESULTADOS: Nenhum dos pools apresentou positividade para o virus
dengue, apesar do bairro ter apresentado elevados indices de incidéncia
de dengue no periodo estudado. A densidade da populagdo de Ae. aegypti
aumentou conforme a pluviosidade, mas nio apresentou correlagdo com indices
de incidéncia de casos de dengue.

CONCLUSOES: Os resultados sugerem que a transmissio transovariana
do virus em mosquitos ocorre a uma freqiiéncia muito baixa e por isso sua
persisténcia em meio urbano pode ndo depender desse fendmeno. A populagao
do mosquito aumentou no periodo de chuvas devido a formacgao de criadouros;
ando-correlagdo com o indice de incidéncia de dengue deve-se a possibilidade
desse dado ser subestimado em periodos de epidemia.

DESCRITORES: Dengue, transmissdo. Aedes. Insetos Vetores.
Entomologia. Vigilancia Epidemioldgica.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To detect the presence of dengue virus in larval forms of
Aedes aegypti and to associate vector presence with rainfall and incidence
of disease.

METHODS: Eighteen households were randomly selected for egg collection
in a neighborhood of the city of Boa Vista, Roraima, in Northern Brazil. Two
oviposition traps were installed per home, and removed after one week. This
was repeated on a monthly basis between November 2006 and May 2007.
Trap positivity rate and egg density were calculated. Following the eclosion
of 1,422 eggs, 44 pools of at least 30 larvae each were formed, which were
evaluated for presence of dengue virus using RT-PCR and hemi-nested PCR.
Dengue incidence rates in the period were correlated with rainfall rates. The
association between these two variables and the number of eggs collected was
determined using Pearson correlation.

RESULTS: None of the pools tested positive for presence of dengue virus,
despite the high incidence of dengue in the neighborhood during the studied
period. The density of Ae. aegypti increased with rainfall, but was not correlated
with incidence of dengue.

CONCLUSIONS: The results suggest that transovarial transmission of
dengue virus in mosquitoes occurs at a very low frequency, and therefore
virus persistence in urban settings may not depend on such transmission.
The mosquito population increased during the rainy season due to increased
formation of breeding sites; the lack of correlation with incidence of dengue

may be due to underestimation of incidence data during epidemics.

DESCRIPTORS: Dengue, transmission. Aedes. Insect Vectors.
Entomology. Epidemiologic Surveillance.

INTRODUCAO

A primeira epidemia de dengue no Brasil com confir-
magcao laboratorial ocorreu em Boa Vista (RR) entre
1981-1982, na ocasido foram isolados os sorotipos 1
e 4. A partir de 1982 foi desencadeada uma campanha
intensiva de combate ao vetor, erradicando-o € nao se
reportando epidemia até 1999. Desde entdo os indices
de incidéncia estiveram entre os maiores do Pais, com
circulacdo dos sorotipos 2, 1 e 3, o que caracteriza o
estado como hiperendémico, uma condicao critica para
a ocorréncia de febre hemorragica do dengue/sindrome
do choque do dengue (FHD/SCD).* Roraima faz fron-
teira com Guiana (a nordeste) e Venezuela (a noroeste),
sendo considerado uma possivel porta de entrada para
novos sorotipos e genotipos de dengue no Brasil. De
acordo com dados da Organizacdo Pan-Americana de
Saude, atualmente circulam os quatro sorotipos de
dengue na Venezuela, por onde pode ocorrer a rein-
trodugdo do sorotipo 4.

Na auséncia de reservatorios silvestres, uma questio
que se apresenta ¢ como o virus dengue persiste na
natureza em periodos interepidémicos, quando existem

poucos individuos infectados ¢ a densidade popula-
cional do vetor € baixa. Sugere-se que a transmissao
transovariana do virus em mosquitos contribua para sua
persisténcia,'® uma vez que os ovos podem resistir no
ambiente em condigdes adversas por mais de um ano.
Embora esse fendmeno tenha sido relatado tanto em
laboratério quanto em campo, sua importancia para a
persisténcia do virus na natureza nao foi completamente
estabelecida.'®

A detecgdo e sorotipagem do virus do dengue por
transcricdo reversa seguida por reagdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR), em amostras clinicas e
mosquitos vetores vem se mostrando uma poderosa
ferramenta na vigilancia de epidemias."!*!” A presenga
de virus em mosquitos coletados em campo permite
sua deteccdo de seis a oito semanas antes do inicio
da epidemia.’’

O presente estudo teve por objetivo identificar a pre-
senga do virus dengue em larvas de Aedes aegypti e
relacionar a presenca do vetor com indice pluviométrico
e nimero de casos de dengue no periodo estudado.



988

METODOS

Boa Vista, capital de Roraima, esta localizada no He-
misfério Norte (02°49°11”N, 60°40°24”W). O bairro
Mecejana foi o escolhido por ter apresentado elevado
indice de incidéncia de dengue e indice de infestagao
predial (percentual de imoveis positivos para Ae. ae-
gypti) no primeiro semestre de 2006, de acordo com
dados da Secretaria de Satde do Estado de Roraima e
do Municipio de Boa Vista.?

Ovitrampas (armadilhas de oviposi¢ao) foram instala-
das mensalmente de novembro de 2006 a maio de 2007,
visando a abranger estacdo seca (dezembro de 2006 a
margo de 2007) e chuvosa (novembro de 2006 ¢ abril a
maio de 2007). Sabe-se que o didmetro aproximado de
v6o do Ae. aegypti em meio urbano é de 800 m ao redor
do criadouro onde nasceu.'? Dezoito casas distribuidas
pelo bairro foram selecionadas aleatoriamente, de forma
a distarem entre si em média 360 m, ndo ultrapassando
mais do que 600 m (entre os pontos vizinhos), cobrindo
toda a extensao do bairro.

Para inferir sobre a infestacdo vetorial, foram calcula-
dos dois indices relativos ao ovo: o indice de positivi-
dade de ovitrampa (IPO), definido como porcentagem
de armadilhas positivas; e o indice de densidade dos
ovos (IDO), sendo o numero médio de ovos por arma-
dilha positiva. O IPO traduz a distribuigdo espacial da
infestagdo em uma localidade, enquanto o IDO indica
os periodos de maior ou menor reproducdo de fémeas
de mosquitos.

A taxa minima de infec¢do (TMI) foi definida pela
presenca do virus dengue em pools de larvas, calculada
como niimero de testes positivos dividido pelo niimero
total de larvas e multiplicado por 1.000.

Os ovos de mosquitos foram contados nas palhetas e
postos para eclosio. As larvas foram criadas até o quarto
estadio e identificadas segundo a chave dicotdmica de
Consoli & Lourengo-de-Oliveira.? Em seguida foram
lavadas por duas vezes em agua deionizada e separadas
de acordo com o0 més e local de coleta em pools de no
maximo 30 individuos e congeladas ainda vivas a -
20°C. Dos 1.422 ovos coletados, 767 (60,7%) chegaram
ao terceiro e quarto estadio larval e foram separadas em
44 pools (1.172 larvas).

Os pools de larvas foram macerados com micropistilo,
areia autoclavada e 1 ml de meio L-15 em microtubo de
1,5 ml e posteriormente centrifugados a 8000 g por 10
min. O sobrenadante foi submetido a extracdo de RNA
e testado para a presenga do virus dengue por RT-PCR
e hemi-nested PCR. De igual forma, a cada extragdo de
RNA de amostras teste, foi também realizada extragdo
de controle positivo (sobrenadante de cultura de células
infectadas com virus dengue). Para se certificar que
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ndo ha inibicdo de compostos organicos das larvas
em reagdes moleculares, dez larvas de Ae. aegypti em
quarto estadio, obtidas a partir de ovos coletados em
ovitrampas, foram maceradas com micropistilo, areia
autoclavada e 330 pl do sobrenadante de cultura de
células infectadas com dengue e submetido a0 mesmo
procedimento do grupo teste. Abanda de 511 pb apare-
ceu apds 0 PCR e, ap6s o hemi-nested PCR foi possivel
visualizar a banda de 119 pb, caracteristica de dengue
2. Além disso, para cada grupo de amostra foi também
utilizado um controle padréo de amplicon de VDEN-2
diluido 1:100 na PCR e hemi-nested PCR. A extragdo de
RNA foi realizada com o reagente TRIzol®, de acordo
com as recomendagdes do fabricante.

A RT-PCR e hemi-nested PCR foram executadas utili-
zando-se os primers descritos por Lanciotti et al.” Na
transcricao reversa foi utilizado o primer D2 e na PCR
os primers D1 e D2 que amplificam um fragmento de
511 pb, localizado na confluéncia entre o gene C e prM.
A hemi-nested PCR foi realizada com o primer D1 em
conjunto com os primers TS1, TS2, TS3 e D4, os quais
amplificam fragmentos de 482 pb, 119 pb, 290 pb e 392
pb, que caracterizam os sorotipos 1, 2, 3 e 4 do virus
dengue, respectivamente.

O indice de incidéncia de dengue (niimero de casos
por 100.000 habitantes) de casos notificados e con-
firmados (por sorologia) da cidade foram calculados
de acordo com os dados fornecidos pela Secretaria de
Saude do Estado e Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). O indice de precipitagdo pluvial
mensal da cidade foi fornecido pelo Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET). A associac¢do entre essas
variaveis e namero de ovos coletados foi analisada
pelo coeficiente de Pearson (p), utilizando esta fungao
em planilha eletronica.

RESULTADOS

Os 1.422 ovos coletados apresentaram distribuicao
de freqiiéncia diferente em cada periodo. A Tabela 1
apresenta os valores mensais para o [PO e o IDO.

Os coeficientes de correlagdo entre as variaveis testadas
constam da Tabela 2. A maior correlaggo obtida foi entre
indice de incidéncia de casos notificados e confirmados
(+0,98), o que era esperado, uma vez que eles devem se
comportar da mesma forma por se tratar de um mesmo
tipo de dado. O numero de ovos apresentou correlagao
positiva de +0,91 com o indice pluviométrico, sugerin-
do que o aumento das chuvas tenha contribuido para
o aumento da populagdo de Ae. aegypti. Apesar de ter
apresentado baixa correlagdo, o nimero de ovos € pre-
cipitagdo apresentaram correlagdo negativa (em torno
de -0,57) com os indices de incidéncia de dengue.

2 Coordenagao de Entomologia e Setor de Epidemiologia da Secretaria de Sadde do Estado de Roraima. Dados nao publicados.



Rev Satde Publica 2008;42(6):986-91

Tabela 1. indice de positividade da ovitrampa e indice de
densidade de ovos de Ae. aegypti. Boa Vista, RR, novembro
de 2006 a maio de 2007.

N.° de armadilhas N.° de

Més positivas/instaladas IPO ovos IDO
Nov 14/18 77,78 276 19,7
Dez 3/18 16,67 56 18,7
Jan 0/18 0,00 0 0,0
Fev 3/18 16,67 57 19,0
Mar 4/18 22,22 283 70,8
Abr 5/18 27,78 189 37,8
Mai 10/18 55,56 561 56,1

IPO= indice de positividade da ovitrampa
IDO= indice de densidade dos ovos

Tabela 2. Coeficientes de correlagdo entre precipitagdo
pluvial, nimero de ovos de Ae. aegypti e casos de dengue.
Boa Vista, RR, novembro de 2006 a maio de 2007.

Variavel N° de ovos 1IN |[@
Precipitagao (mm) +0,91 -0,55 -0,58
Quantidade de ovos - -0,57 -0,57
1IN - - +0,98

IIN= indice de incidéncia de casos de dengue notificados
IIC= indice de incidéncia de casos de dengue confirmados

A Figura 1 apresenta um grafico de dispersdo entre
nimero de ovos e indice pluviométrico, mostrando
sua correlagdo positiva. Os graficos das Figuras 2 ¢ 3
ilustram a correlagdo do numero de ovos, precipitagdo
e indice de incidéncia de dengue, segundo més.

Nenhum dos pools apresentou positividade para o virus
dengue, portanto ndo foi detectada sua transmissdo
transovariana em Ae. aegypti.

500 - p=+0,91
450 - .
400 -

350 1 R2 =0,7868

Precipitagao (mm)

0 200 400 600

Nudmero de ovos

Figura 1. Correlagao positiva (p) entre nimero de ovos de
Ae. aegypti e precipitagdo pluvial. Boa Vista, RR, novembro
de 2006 a maio de 2007.
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DISCUSSAO

A transmissdo transovariana do virus dengue em
mosquitos ocorre em laboratorio e natureza. Rosen
et al’® observaram maior taxa de transmissdo vertical
em Ae. albopictus em comparagdo com Ae. aegypti,
tendo sido detectada a transmissdo do sorotipo 1 por
esta espécie. Em outros trabalhos, a transmissao tran-
sovariana dos sorotipos 2, 3 e 4 também foi detectada
em Ae. aegypti.>’ Segundo Joshi et al,’ a transmissdo
transovariana permite ao virus dengue persistir em ge-
racdes sucessivas de mosquitos, a taxas de 5% a 26%
em laboratorio, embora na natureza ndo deva ocorrer
taxa maior que 20%.

No presente estudo, apesar da escolha de um bairro
com elevados indices de incidéncia de dengue e alta
infestagdo de Ae. aegypti, ndo se obteve positividade
para o virus em nenhum dos pools de larvas testados.
Esses resultados sdo compativeis com o de outros
trabalhos de campo, como o realizado por Chow et
al,! que ndo detectou o virus dengue em 53 pools de
larvas (de 1 a 10 individuos) coletados em visita do-
miciliar. Pinheiro et al,'' em estudo realizado na cidade
de Manaus, ndo encontraram o virus dengue em 1.142
larvas coletadas por visita domiciliar, mas obtiveram
uma TMI de 16 %o para mosquitos adultos. Fouque et
al® encontraram TMI de 0,36%o (1 mosquito infectado
por 2.755 testados) em mosquitos criados a partir de
ovos coletados por ovitrampas; ¢ Khin & Than’ ob-
tiveram taxa de 0,48%o (1:2.067) em larvas coletadas
em campo. Kow et al® detectaram taxa de 0,133%o ao
isolar virus dengue de machos adultos de Ae. aegypti
coletados em campo. Esses resultados sugerem que a
transmissdo transovariana do virus dengue em Ae. ae-
gypti parece ocorrer em uma freqiiéncia muito baixa na
natureza e sua importancia na persisténcia do virus em
meio urbano pode ndo ser muito grande. Outras fontes
de introdug¢ao do virus, como o fluxo interestadual e
internacional de pessoas, contribuiram mais para sua
persisténcia no ambiente.

Em contrapartida, estudos realizados com mosquitos
fémeas adultas coletadas em campo obtém taxa mini-
ma de infecgdo elevada, como 8,52 %o detectado por
Lourengo-de-Oliveira et al,'® 16%o por Urdaneta et al,!”
que coletou adultos de casas de pessoas com dengue e
de casas vizinhas e de 57,6 %o por Chow et al.! Assim,
a pesquisa de virus dengue em larvas de Ae. aegypti ndo
¢ 0 método mais adequado na predi¢do de epidemias,
uma vez que sua taxa de infecgdo ¢ baixa em relagdo
ao uso de fémeas adultas. Isso se deve ao fato de as
fémeas, ao realizarem repasto sangiiineo, terem muito
mais chances de se infectar com o virus dengue, ndo
se limitando a transmissdo transovariana.

A coleta de ovos por ovitrampas ¢ um método pratico
para monitoramento da populagdo do vetor, forne-
cendo alta positividade mesmo quando sua densidade
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Figura 2. Nimero de ovos de Ae. aegypti e indice de precipitacdo pluvial. Boa Vista, RR, novembro de 2006 a maio de
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Figura 3. Ndmero de ovos de Ae. aegypti e incide de incidéncia de casos notificados e confirmados de dengue. Boa Vista, RR,
novembro de 2006 a maio de 2007.

populacional na regido ¢ baixa.!* A transmissdo tran- metereoldgicas, apresentando padrio de distribuigdo
sovariana do virus dengue em Aedes aegypti ndo foi distinto a cada ano. A despeito do que ocorre no
detectada no bairro Mecejana, mesmo este sendo um restante do Brasil, onde a maioria dos casos ocorre
bairro com altos indices de incidéncia de dengue e em periodo chuvoso, em Boa Vista, picos de casos
infestagdo pelo vetor, sugerindo que ela possa ocorrer de dengue ocorrem tanto em periodo chuvoso quanto
a uma taxa muito baixa. Maior quantidade de ovos seco. Os resultados do presente estudo confirmam tal
precisam ser coletados para pode calcular sua taxa comportamento contraditorio de correlagdo negativa
minima de infec¢do. Também por esse motivo, a para indice pluviométrico e indice de incidéncia de
pesquisa do virus em larvas nao € tdo eficiente como dengue. E possivel que isso tenha ocorrido pelo fato
ferramenta de vigilancia epidemioldgica quanto o de a notificacdo de casos ndo ser realizada adequada-
uso de adultos, comprovadamente eficaz na predigdo mente em periodos epidémicos. Para proximos estudos,
de epidemias. No entanto, o uso de ovitrampas se sugere-se que sejam feitas amostragens de casos de
confirmou como ferramenta para monitoramento da dengue nos postos de saude em vez de utilizar dados
populagéo do vetor. de notifica¢des do governo.

Rosa-Freitas et al,'* em um estudo sobre distribuigdo Em conclusdo, a populagdo de Ae. aegypti aumentou
temporal e espacial de notificacdes de dengue em no periodo de chuvas provavelmente por causa do acu-
Boa Vista entre 1999 e 2001, ndo encontraram corre- mulo de dgua em reservatorios naturais e/ou artificiais,

lagdo entre o numero de casos notificados e variaveis proporcionando aumento de criadouros para eclosao
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de ovos. Nao se observou relagdo entre aumento na
populacao do vetor e indice de incidéncia de dengue,
fato ja observado em estudos anteriores na cidade de
Boa Vista, que pode ter sido gerado pela redugao na no-
tificacdo de casos de dengue nos periodos de epidemia
pelos profissionais da saude. A transmissdo transova-
riana do virus em mosquito mostrou-se ocorrer a uma
freqiiéncia muito baixa e ¢ provavel que este ndo seja
um fator decisivo na persisténcia do dengue em meio
urbano, uma vez que nesse ambiente a existéncia de
hospedeiro infectado ¢ muito mais freqiiente.
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