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RESUMO

As arboviroses sao consideradas uma séria ameacga a saude publica em diversas
partes do mundo, pois muitas sdo doengas graves aos seres humanos, como a
dengue, zika e chikungunya, capazes de causar encefalites, dores persistentes nas
articulagdes, febres hemorragicas e estarem associadas a doengas neuroldgicas.
Muitas doencgas tém avangado a diferentes regides onde sua circulagdo ainda nao
havia sido previamente documentada, causando novos surtos. Um importante vetor
das arboviroses € o0 mosquito Aedes aegypti, que vem, ao longo dos anos, sendo
encontrado em regides nao apenas tropicais, além de estar completamente adaptado
ao ambiente urbano. O virus dengue € o virus zika pertencem ao género Flavivirus. O
dengue virus se distingue em quatro sorotipos: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4. O
virus chikungunya, que causa uma doenga de mesmo nome, pertence ao género
Alphavirus. No Brasil e em paises em desenvolvimento, tais doencas sao
consideradas graves problemas de saude publica e vém se tornando um enorme
desafio para os sistemas de saude. A alta demanda de testes enviados aos
laboratérios centrais e os métodos de deteccdo, por vezes laboriosos, criam um
evidente obstaculo para confirmacao de casos no pais. A Ecovec, empresa brasileira
e spin-off da Universidade Federal de Minas Gerais, com foco em saude publica e
com a intengdo de preencher a lacuna da ineficiéncia de geragao de dados para a
tomada de decisdo de gestores publicos, criou um sistema integrado de
monitoramento do Aedes, que disponibiliza indices semanais de infestagcao do vetor e
circulagao viral, direcionando ag¢des de combate ao mosquito, a fim de evitar
epidemias. O presente trabalho propds desenvolver um ensaio unico para dengue,
zika e chikungunya a partir do uso de sondas fluorogénicas para rt-PCR em tempo
real, e que fosse capaz de detectar tais virus em Aedes aegypti para implementa-lo
na rotina das analises da Ecovec. A primeira fase do estudo, desenhada para
padronizar reagOes singleplex em amostras controle, apresentou resultados
satisfatérios, com limites de deteccédo de 1 UFP nos ensaios para deteccido de DENV
e 10 UFP para os ensaios de ZIKV e CHIKV. Analises em triplicata mostraram
eficiéncia da reagao acima de 97% para todos os ensaios. Foi verificada auséncia de
reacao cruzada das sondas e iniciadores e foi possivel avaliar a especificidade dos

ensaios quando submetidas a testes utilizando-se controles de virus febre amarela e



virus mayaro. 30 amostras de campo contendo Aedes aegypti coletados em campo
foram utilizados para a fase de validagdo dos ensaios, e todas apresentaram
amplificagdo. RpL32 foi usado como controle enddégeno da reagdo. Foram montadas
3 reacgdes biplex com objetivo de detectar dois alvos em um unico ensaio. Todas as
reagdes apresentaram curvas de amplificagao nos controles positivos da reagédo, mas
nao foi possivel observar amplificagdo em amostras de campo. Conclui-se que mais
testes se fazem necessarios para permitir a detecgao de 3 alvos em uma unica reagao,
mas a padronizagéao e validagao singleplex ja possibilitou a substituicdo da técnica de
deteccao no laboratorio, anteriormente realizada por agentes intercalantes e hoje com
uso de sondas fluorogénicas, com geragao de resultados mais confiaveis e de maior

qualidade, além de diminuigdo do tempo para entrega de resultados.

Palavras-chave: Dengue, zika, chikungunya. PCR em tempo real. Aedes aegypti. Ecovec.

Multiplex



ABSTRACT

Arboviruses are considered a serious threat to public health in several parts of the
world as many of them are serious diseases to human beings, such as dengue, zika
and chikungunya. Those are capable to cause encephalitis, persistent joint pain,
hemorrhagic fevers and being linked to neurological diseases. Many diseases have
advanced to different regions where their circulation had not been previously
documented, causing new outbreaks. An important vector of arboviruses is the Aedes
aegypti, which has, over the years, been found in regions not only tropical, in addition
to being completely adapted to the urban environment. Dengue virus and Zika virus
belong to the Flavivirus genus and have four distinct antigenic types (DENV1, DENV?2,
DENV3 and DENV4). Chikungunya virus, which cause the illness of the same name,
belongs to Alphavirus genus. In Brazil and developing countries those diseases have
been considered a serious public health problem and have become a huge challenge
for health care systems. High demand for tests sent to central state laboratory and
laborious detection methods create a huge obstruction to confirm positive cases.
Ecovec is a Brazilian company and spin-off from Federal University of Minas Gerais,
focused on public healthy and has the intention to fill the inefficient gap in generate
data for decision-making by public managers. It has created and integrated monitoring
systems of Aedes that provides weekly rates of vector infestation and viral circulation,
pointing actions to combat the mosquito to avoid epidemics. The present work
proposed to develop a unique assay for dengue, zika and chikungunya using
fluorogenic probes for rt-PCR, capable to detect virus in Aedes Aegypti and implement
it in the Ecovec routine analysis. The first part of the study, designed to standardize
singleplex reactions in control samples, showed satisfactory results with detection
limits of 1 PFU in DENV assays and 10 PFU for the ZIKV and CHIKV assays. Triplicate
analyses has shown reaction efficiency above 97% for all assays. It was verified the
absence of cross-reaction of the probes and primers and it was possible to evaluate
the specificity of the assays when submitted to tests using controls of yellow fever virus
and mayaro virus. 30 field samples containing Aedes aegypti collected in the field were
used for the validation phase and all showed amplifications. RpL32 was used as an
internal control. Three biplex reactions were setup to detect two targets in a single
assay. All reactions have shown amplification curves in the positive controls, but it was

not possible to observe amplification in the field samples. It is concluded that more



tests are necessary to allow the detection of 3 targets in a single reaction but the
standardization and singleplex validation has already made it possible to replace
detection technique in our lab, which was previously performed by intercalating agents
and nowadays the use of fluorogenic probes generate more reliable and and higher

quality reducing the results delivery time.

Keywords: Dengue, zika, chikungunya. Real time PCR. Aedes aegypti. Ecovec. Multiplex.
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INTRODUGAO

As arboviroses, termo que deriva do inglés arthopod-borne viruses, sao doengas
transmitidas através da picada de um artropode infectado. Durante as ultimas
décadas, a emergéncia de alguns arbovirus alterou a percepgédo de sua importancia
na Saude Publica, gragas a letalidade e/ou a morbidade que elas causam
mundialmente (Gluber et al, 1995). A rapida dispersdo do mosquito transmissor,
juntamente a sua plasticidade, resulta em novas areas de distribuigdo dos virus,
ocasionando, assim, possiveis novos vetores e novas manifestagdes clinicas, tanto

em seres humanos quanto em animais (Cunha, 2018).

O esperado aumento da populacdo mundial, resultando na maior mobilidade de
migragdes humanas, o desordenado processo de urbanizagdo, as mudancgas
climaticas e a diminuigdo dos investimentos em infraestrutura, somados a
fragmentacdo e extingdo dos habitats para exploragdo desenfreada de recursos,
resultou na aproximagao do vetor com os seres humanos, o que contribui para o
avanco das epidemias por arbovirus, com maior destaque para aqueles transmitidos

pelos mosquitos do género Aedes (Cunha, 2018).

Com a finalidade de frear a evolugdo das doengas ocasionadas por mosquitos, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e a Organizagdo Pan Americana da Saude
(OPAS) criaram, em conjunto, o Plano de acgdo sobre entomologia e controle de
vetores, com o objetivo de fortalecer a capacidade regional e nacional de prevencéao
e controle dos principais vetores, a fim de reduzir a propagacao das doencgas.

(Organizagao Pan Americana de Saude, 2018)

Ha décadas, a dengue constitui um enorme desafio de saude publica no Brasil e no
mundo, agravado por sua expansao geografica, aumento do numero e magnitude de
epidemias, além de suas manifestagdes clinicas graves levando a milhares de 6bitos
anualmente. A este desafio, que por si so justificaria o empenho de recurso e esforgos
globais na tentativa de controle de vetores, sobreveio a emergéncia recente de duas
outras arboviroses de particular importancia: a zika e a febre chikungunya. Sua
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introducdo e disseminagao pelas Américas levou-as a alcangarem uma escala

epidémica inédita (Ministério da Saude, 2019).

A febre chikungunya teve sua importancia para a saude publica determinada em
meados dos anos 2000, quando foram constatadas diversas epidemias na Asia e em
ilhas do Oceano indico. Observou-se que as manifestacdes reumatoldgicas
associadas a enfermidade ocasionam nos acometidos pela doenga uma drastica
reducao na qualidade de vida e esta diretamente ligada a diminuigao da produtividade
nas populacdes afetadas. No Brasil, os primeiros casos autéctones foram descritos
em 2014, com ampla disseminagao pelo territério nacional (Cunha, 2018; Ministério
da Saude, 2021).

O ano de 2015 ratificou um surto de microcefalia em recém-nascidos no Brasil, e, a
partir dai, surgiram hipdteses da associagdo entre a infeccdo por virus zika em
mulheres gravidas e malformagdes graves, que foram posteriormente reforcadas por
estudos epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais. No ano seguinte, em 2016, a

Organizagao Mundial da Saude declarou a zika como uma emergéncia em saude.

S6 no ano de 2022, ao longo das primeiras 24 semanas epidemiolégicas, o Brasil
registrou 1.172.882 casos provaveis de dengue. Quando comparado com 0 mesmo
periodo de 2021, os dados mostram aumento de mais de 195%. O Ministério da Saude
ja confirmou 585 6ébitos por dengue, sendo 491 por critério laboratorial e 94 por critério
clinico epidemiolégico. O boletim epidemioldgico disponibilizado pela Secretaria de
Vigilancia em Saude mostra que ocorreram 122.075 casos provaveis de chikungunya
no ano atual, que significa aumento de quase 94% em relagdo ao ano anterior. Ja
foram confirmados 23 6bitos e outros 50 seguem em investigacdo. Com relacédo aos
dados de zika, ocorreram 5.699 casos provaveis até a semana epidemioldgica 21 de
2022. Até o momento, ainda nao foram identificados obitos por zika no pais (Ministério
da Saude, 2022).

O pico de transmissao de arboviroses no pais acontece nas primeiras 26 semanas
epidemioldgicas do ano, de janeiro a junho, devido as melhores condi¢des de clima e
pluviosidade para reprodugao do vetor. Os esforgos para o periodo estao dedicados

na eliminacado de possiveis criadouros, na intensificagcao de alertas a populacéo e na
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organizacgao dos servigos de saude. As agdes de preparagao para o periodo seguinte
sdo intensificadas durante os meses de novembro e dezembro, para evitar o aumento

expressivo de casos e obitos. (Ministério da Saude, 2020).

1 DENGUE

1.1 Histoérico e epidemiologia

As primeiras epidemias de dengue caracterizadas foram descritas em 1779-1780 na
Asia, Africa e América do Norte. A disseminacéo pelos tropicos pode ser claramente
justificada pelos progressos de navegacao de longo curso e comércio maritimo
ocorridos em meados do século 18. A partir dai, a doenca se tornou endémica em
paises tropicais. Os picos de infecgao se repetiam de tempos em tempos, a medida
em que o numero de habitantes sem imunidade aumentava, resultado em epidemias

de maiores proporgdes (Chaturverdi et al, 2006).

A disseminacgao do virus da dengue com casos de dengue grave nos grandes centros
urbanos se justificou a partir da aglomeracao de milhdes de habitantes em moradias
precarias, com insuficiente abastecimento de agua, sem redes de esgoto e sem coleta
de lixo. Este quadro de degradacgao urbana e social propicia a proliferacdo do Aedes

aegypti em grandes aglomerados urbanos (Gibbons et al, 2002; Lidenback et al, 2003)

Albert Sabin, em 1944, identificou a existéncia de dois sorotipos distintos e, em 1956,
Hammon identificou outros dois sorotipos (Gibbons et al, 2002). Hoje séo identificados
quatro sorotipos, diferenciados como DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, sendo que

todos estao presentes no Brasil.

O sorotipo 3 do virus da dengue (DENV3) reemergiu nas Américas em 1994, apés ter
desaparecido na década de 70, causando a maior epidemia documentada na
Nicaragua, com efeitos no México e América Central. Por sua vez, o sorotipo 1 da
dengue (DENV1) foi reintroduzido na Jamaica, Cuba, Porto Rico e Venezuela em
1977, posteriormente documentado em paises do Caribe, México e Américas do Sul

e Central. O sorotipo 2 do virus (DENV2) foi introduzido, provavelmente, em Cuba, em
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1981, e este foi responsavel pela primeira epidemia da forma mais severa nas
Américas, com 158 mortes pela Febre Hemorragica da dengue (FHD). Por fim, ainda
em 1981, o sorotipo 4 da dengue (DENV4) foi identificado na porc¢ao insular do Caribe
e se espalhou por diversos paises das Ameéricas, de modo similar ao DENV1
(Schatzmayr, 2000).

Segundo estimativas, quase 4 bilhndes de pessoas habitam areas onde ocorre
transmissao do virus (WHO, 2012). Em 50 anos, a incidéncia aumentou cerca de 30
vezes, sendo endémica em mais de 100 paises das Américas, no Sudoeste Asiatico,
paises do Pacifico Ocidental, na Africa e do Mediterraneo Oriental. A ocorréncia de
casos anuais € presumida em mais de 390 milhdes, com alto indice de casos
sintomaticos. Apesar do alto niumero de casos, acredita-se que as estimativas para a
doencga sejam consideravelmente incertas e subnotificadas, levando-se em conta a
fragilidade dos sistemas de vigilancia. Em Salvador-BA, um estudo realizado em 2009
por Silva e colaboradores mostrou que apenas 5,7% dos casos cujo exame
laboratorial foi positivo para dengue foram de fato notificados no Sistema de

Informacao de Agravos de Notificacao (SINAN).

No Brasil, a dengue reemergiu em 1981, com casos pontuais no estado de Roraima,
apo6s décadas de controle propiciado pelo programa de erradicagdo do mosquito vetor
da febre amarela humana. O estado do Rio de Janeiro notificou casos de dengue em
1986, confirmando a reintroducdo da doenca, e, pouco tempo depois, houve a

disseminacao de casos para varios outros estados. (Cunha, 2018).

Até a década de 2000, a doenga predominava em adultos e em cidades populosas. A
partir dai, houve uma mudanca de padrées epidemiolégicos no pais: uma
interiorizacdo da doenga, com aumento da proporcdo de criangas com febre da
dengue e dengue grave com significativo aumento global de incidéncias nos ciclos
epidémicos. Houve um aumento da proporg¢do, mortalidade e letalidade de dengue
grave. A mortalidade por dengue aumentou 39 vezes de 2000 a 2011, enquanto a
letalidade de dengue grave dobrou (Oliveira, 2018).
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1.2 Caracteristicas do virus e estrutura do genoma

O dengue virus pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus. Possui a
caracteristica de ser um virus esférico, com nucleocapsideo icosaédrico e circundado

por uma bicamada lipidica, como demonstrado na figura 1.

Figura 1 — Micrografia eletrénica da secc¢ao central de uma particula esférica de DENV. Os componentes virais
como glicoproteina E, a bicamada lipidica e o nucleocapsideo estao indicados na figura. O nucleocapsideo é
denso e em formato icosaédrico em posi¢ao interna a bicamada lipidica. Fonte: Zhang et al, 2003

O RNA gendmico de polaridade positiva do virus da dengue possui aproximadamente
11 quilobases (Kb). Contém apenas uma ORF (do inglés open read frame, ou janela
aberta de leitura), diretamente usado como RNA mensageiro (mMRNA) para a sintese
de proteinas. Essa ORF codifica uma unica poliproteina, que apés clivagens gera 10
polipeptideos individuais: trés proteinas estruturais que geram o virus maduro -
capsideo C, membrana M e envelope E- e sete ndo estruturais - NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Chambers et al, 1990, Falgout et al, 1995). Sua

representacao esta mostrada na figura 2.
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Figura 2: Estrutura e expresséo do genoma do DENV. A — Desenho do genoma viral. A ORF corresponde a 95%
do genoma do virus, a qual contém as regides que se traduzem em genes estruturais e ndo estruturais. Além da
janela de leitura, ha também a estrutura CAP e as porgdes néo traduzidas, 5’ e 3'. B- Desenho esquematico da
poliproteina viral e seus produtos génicos (C, prM, E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Fonte: ICTV
Virus Taxonomy, 2017. Com adaptacoes.

A ORF, que corresponde a 95% do tamanho do genoma, esta situada entre as regides
5 e 3’, que ndo sao traduzidas. A regidao 5’ UTR (do inglés untranslated region) é curta,
com aproximadamente 100 pb e possui uma estrutura CAP, que confere estabilidade
a molécula. A regido 3’'UTR é longa, com 450 pb e ndo apresenta cauda com poli-
adenilagdo. Entretanto, as estruturas de RNA conservadas que influenciam
diretamente na tradugdo do genoma e sao requeridas para a replicacao viral estao

contidas na regiao (Markoff, 2003).

1.2.1 Proteinas estruturais

O gene E é o mais estudado, devido a importéncia da glicoproteina E na ligagao e
entrada do virus na célula, e, principalmente, na resposta humoral do hospedeiro
humano. A proteina E tem importantes atividades biolégicas como montagem da
particula viral, ligagdo ao receptor celular, fusdo do envelope viral com a membrana
do endossomo e é o principal alvo de anticorpos neutralizantes (Chambers et al,
1990). Estudos apontam que as mutagbes nesse gene estdo relacionadas com o
aumento da viruléncia dos sorotipos e gendtipos virais (Leitmeyer et al, 1999).

A proteina C é pequena e seu papel esta relacionado com a interacdo do RNA
gendmico do virus para formar o nucleocapsideo. Os residuos carregados estao
concentrados nas extremidades N e C-terminal da proteina C, separados por uma
regiao interna hidrofébica que medeia a associagdao com a membrana (Lindenbach et

al, 2007). A proteina C madura forma um dimero com cada monémero contendo
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quatro alfa-hélices, e é essencial para a correta estruturagédo dos virions (King et al.,
2001).

A proteina M é produzida durante a maturagao de particulas de virus nascentes dentro
de vias de secrecao celular, a partir da clivagem proteolitica da proteina precursora
prM. O segmento “pr”, localizado na porgdo N-terminal, é clivado por uma protease
durante a exocitose do virus, permitindo que a proteina forme um dimero e fique
ancorada no envelope viral e o fragmento “pr’ seja liberado no meio extracelular
(Lindenbach et al, 2007).

1.2.2 Proteinas nao estruturais

As proteinas nao-estruturais séo responsaveis pela replicacao do RNA viral e auxiliam
na montagem viral e na evasao da resposta imune do hospedeiro (Lindenbach et al,
2007). Desempenham também as fung¢des reguladoras e de expressao do virus como

viruléncia e patogenicidade (Lindenbach et al, 2007).

A proteina NS1 € uma glicoproteina localizada no interior do reticulo endoplasmatico,
mas também pode ser encontrada associada a membrana celular e livre no meio
extracelular- na forma soluvel. E produzida em grandes quantidades nas primeiras 48
horas apds a infec¢ao, sendo alvo da resposta imune do hospedeiro (Chambers et al,
1990; Lindenbach et al, 2007). A glicoproteina esta altamente relacionada aos
processos iniciais de replicagao viral (Lindebach et al, 2003).

As proteinas NS2A e NS2B sao pequenas e hidrofdbicas. A glicoproteina NS2A possui
um papel fortemente atrelado a NS1 para seu processamento, enquanto a NS2B esta
associada a membrana, com dois dominios hidrofébicos, que rodeiam uma regiao
hidrofilica conservada. Esta proteina forma um complexo com NS3 e € um cofator
necessario para a fungao serina protease de NS3 na clivagem pés traducional da

poliproteina viral. (Lindenbach et al, 2003).
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A glicoproteina NS3 ¢é altamente conservada entre os flavivirus com estreita relagcéo
nas fungbes enzimaticas da replicagdo e no processamento da poliproteina
(Chambers et al, 1990).

NS4A e NS4B também sao hidrofébicas e estdo associadas a membrana. Supde-se,
pela forte interagdo com a proteina NS1, que a proteina NS4A esteja associada a

complexos de replicagao viral, funcionando como cofatores (Lindenbach et al, 2007).

A maior proteina entre os flavivirus € a NS5, sendo altamente conservada. Atua como
RNA polimerase e RNA polimerase dependente (Chambers et al, 1990). A proteina
NS5 também apresenta homologia com metiltransferases envolvidas na formagéo do
cap do RNA viral (Lindenbach et al, 2007).

1. 3 Ciclo de replicagao viral

O ciclo de replicagao viral é iniciado apds o virus entrar em contato com o hospedeiro,
desencadeando uma série de eventos dentro da célula hospedeira permissiva: a
adsorgcao, penetragdo, desnudamento, biossintese, montagem e liberagdo das
particulas virais (Anderson, 2003; Clyde et al, 2006). A figura 3 mostra os processos

de forma esquematica.

Apos contato com as células dendriticas da derme, a proteina E se liga aos receptores
da superficie celular. A interacdo da proteina E com a superficie induz a entrada do
virus por endocitose. Os endossomos que contém as particulas virais fundem-se com
os lisossomos, levando a diminui¢do do pH intra endossémico, que entdo acaba por
promover uma mudanca conformacional na proteina E, resultando em uma fusao do
envelope viral com a membrana das vesiculas endossomais e, consequentemente, a

desmontagem da particula viral (WU et al, 2000).

Como a maquinaria de replicacao viral ndo se encontra empacotada na particula viral,
o primeiro evento realizado pelo virus no citoplasma da célula se da pela traducao de
seu genoma, a fim de gerar o complexo de RNA replicase viral, para estabelecer uma

infeccdo produtiva. Tanto a tradugdo dos RNAs quanto a replicagdo do genoma do
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virus ocorrem em associagao com membranas derivadas do reticulo endoplasmatico
e, como o genoma viral exerce o papel de RNA mensageiro, ha a traducéo das
proteinas virais produzindo uma longa poliproteina. O genoma viral também atua
como fita molde para sua replicagdo, entdo sua traducdo inicial é iniciada pela
producao do RNA viral, que envolve a sintese de fita de RNA negativa, servindo,
assim, de molde para a sintese de novas fitas de RNA genémico de polaridade positiva
(Clyde et al, 2006).

A montagem das particulas virais ocorre em associagdo com o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) da célula hospedeira. Apds a liberagao das particulas
virais para a superficie do RER, elas séo transportadas para o complexo de Golgi,
onde serdo realizadas as modificagbes pos-traducionais das glicoproteinas do
envelope: glicosilagdo da proteina E e clivagem da proteina prM em proteina M e
peptideo pr. O processo de replicagao é finalizado com a liberagao das particulas
virais maduras pelo mecanismo de exocitose (Chambers et al, 1990; Clyde et al,
2006).

Virion maduro
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Figura 3: Replicacao viral do virus da DENV. Os processos de adsor¢do, fusdo, desnudamento, montagem e
liberagcdo sdo mostrados de maneira esquematica no interior de uma célula humana. Fonte: Stiansy, 2006. Com
adaptacoes.
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1.4 Manifestagoes clinicas

O DENV produz uma doenga febril aguda com espectro clinico variado, desde
apresentacoes assintomaticas e sintomaticas, e esta ultima pode se manifestar por
meio das seguintes formas clinicas: Dengue, dengue com sinais de alerta e dengue
grave. (WHO, 2012).

Apods o periodo de incubacgio, que pode durar de 4 a 7 dias, a doenga € percebida e
passa por trés fases distintas: febril, critica e de recuperacéo.

A primeira fase € marcada por febre elevada, de duragao de 2 a 7 dias, associada a
cefaleia, dor retro orbitaria, mialgias e artralgias, podendo haver presenca de
exantema. Alguns sintomas como nauseas, vOmitos e diarreias podem estar
presentes no quadro do doente. A fase critica tem inicio entre o terceiro e sétimo dia
e coincide, em geral, com a declinio do quadro febril. E marcada pela ocorréncia de
aumento da permeabilidade capilar, além de leucopenia e plaquetopenia. O grau de
extravasamento plasmatico varia e €, na maior parte das vezes, transitorio. Quando
intenso, o paciente apresenta a forma grave da doencga, geralmente com sinais de
alarme, podendo evoluir para choque, disfungbes organicas, com ou sem
hemorragias. A fase de recuperagcdo se da com a reabsorc¢ao gradual do conteudo

extravasado e progressiva melhora clinica (Gubler, 1995).

1.5 Diagnéstico

A viremia da doenga se manifesta na fase aguda e dura aproximadamente 5 dias,
acompanhada do quadro febril. O diagndstico € possivel por técnicas que permitam a
detecgao do virus a partir de amostras de soro. O isolamento viral em cultura celular,
a deteccédo da presenca de RNA viral a partir da reagédo em cadeia da polimerase (RT-
PCR e RT-PCR em tempo real) e detecgdo do antigeno NS1 através de ensaios

imunoenzimaticos (ELISA) sdo as técnicas utilizadas para confirmacao do diagndstico.

Na infecg&o primaria, a detecgdo de imunoglobulina M (IgM) ocorre a partir do quinto
a sexto dia apoés o inicio da febre, com pico em 2 semanas e desaparecimento em 2-

3 meses. Ja os titulos de imunoglobulina G (IgG) comegam a se elevar, gradualmente,
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apods a primeira semana, com persisténcia por muitos anos ou por toda a vida. Desta
forma, o diagndstico de infecgcéo recente pode ser feito através da detecgao de IgM, a

partir do quinto dia, e de IgG em amostras pareadas.

Nas infecgbes secundarias, os titulos de IgG sobem rapidamente apds o inicio da
infeccdo, seguido de reaparecimento de IgM em titulos usualmente baixos, na fase de
recuperacéo, ndo sendo possivel, em alguns casos, a detec¢ao de IgM. O ELISA esta
entre as técnicas sorolégicas mais comumente utilizadas, com seus diferentes
formatos, como o ELISA de captura (MAC-ELISA) e ELISA indireta.

2 ZIKA

2.1 Histérico e epidemiologia

O virus foi isolado em 1947 em uma floresta em Uganda, durante um projeto de
pesquisa que utilizava macacos Rhesus como animais sentinelas para o estudo do
virus da Febre Amarela, e em 1948 foi isolado de mosquitos do género Aedes
(Simpson, 1964).

Em 1954, o primeiro caso humano foi descrito durante uma epidemia de ictericia na
Nigéria, onde o virus foi isolado de um paciente com suspeita de febre amarela (Duffy
et al, 2009). No final da década de 70, na Indonésia, sete pacientes foram infectados
pelo virus da Zika. A doenca reemergiu em 2007 na Micronésia, onde um surto
infectou quase 50 pacientes, sendo a primeira deteccao fora da Africa e da Asia. Em
2013, centenas de novos casos reapareceram na Polinésia Francesa, provavelmente
introduzida a partir do Sudeste Asiatico. Na sequéncia, disseminou-se por diversas
outras ilhas do Pacifico Sul, como Nova Caledbnia, llhas Cook e llha de Pascoa (Cao
Lormeau, 2014).

No Brasil, a confirmacgao inicial de casos da doenca se deu em 2015, a partir da
identificacdo do virus nos Estados da Bahia e Rio Grande do Norte (Ministério da
Saude, 2015). No final do mesmo ano, casos autdctones se acumulavam em dezoito

estados do Brasil. E importante salientar que, em periodos epidémicos, o Ministério
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da Saude (MS) recomenda que o diagnéstico de casos nao-complicados € em nao-
gestantes se limite a critérios clinico-epidemiologicos, o que de um lado reduz o custo
e impde prioridade a confirmacgéao laboratorial para os casos de maior morbidade, e de
outro reduz a precisao diagndstica. Além disso, sabe-se que em torno de 80% das
infeccbes por ZIKV sdo assintomaticas, o que sem duvida leva a subestimacao de

casos pelos sistemas de notificagao. (Oliveira, 2018).

A epidemia mais recente por ZIKV ocorreu em 2018 na india e estudos filogenéticos
retratam que os casos foram decorrentes de uma cepa asiatica do virus, atribuindo
potencial epidémico a essa cepa que pode circular em outras regides (YADAV et al.,
2019). Levantamentos epidemioldgicos relatam que 87 paises e territérios apresentam
evidéncias de transmissao autéctone de ZIKV por mosquitos ao longo das Américas,
Africa, sudeste da Asia e Pacifico Ocidental. Outros 61 paises e territdrios,
correspondentes a paises de todas as regides cobertas pela OMS, tém evidéncias de
vetores competentes estabelecidos do Aedes aegypti, mas ainda ndo documentaram
a transmissao do ZIKV (Salvador, 2021).

2.2 Caracteristica do virus

O zika virus, assim como o virus da dengue, € um membro da familia Flaviviridae,
género Flavivirus. Seu material genético também é composto por uma fita simples de
RNA de polaridade positiva, com tamanho aproximado de 11kb. Seu genoma é
traduzido em uma poliproteina que € clivada em sete proteinas n&o estruturais,
semelhantes as descritas para o dengue virus, e trés proteinas estruturais, sendo elas:
proteina C, que constitui o capsideo viral que envolve a fita de RNA, a proteina E,
formadora do envelope viral, que esta diretamente ligada a montagem, ligacao,
entrada e fusdo do virus e a proteina precursor de membrana, que impede a fusao

prematura do virus com a membrana da célula hospedeira (Kazmi et al, 2020).

2.3 Manifestagoes clinicas
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A porcentagem de casos sintomaticos € baixa, cerca de 20%, e apresentam-se
comumente com exantema, febre baixa ou ausente, artrite ou artralgia, podendo haver
conjuntivite ndo purulenta, mialgia, cefaleia, dor retro-orbitaria, edema e vomitos. Seu

curso é quase sempre benigno, ndo determinando hospitalizagéo.

A ocorréncia de formas assintomaticas acarreta, em larga medida, uma subnotificagdo
da doenga na populagéo e pode levar ao diagndstico tardio de sindrome congénita

por zika virus em fetos e bebés expostos (Oliveira et al, 2016).

2.3.1 Manifestagoes adversas

Na regido nordeste do Brasil, 0 aumento incomum do numero de recém-nascidos com
microcefalia comecgou a ser detectado apds os surtos por zika virus se iniciarem, o
que resultou em alarme mundial de emergéncia em saude publica (Schuler-Faccini et
al, 2016). Estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais, envolvendo células-
tronco neurais e modelos animais, vém endossando a associagao causal entre a
infeccdo pelo ZIKV na gravidez e o desenvolvimento de malformacdes fetais, embora
ainda existam relevantes lacunas de conhecimento (Ministério da Saude, 2016).
Possiveis cofatores ainda nao identificados poderiam concorrer para tais desfechos e
explicar a concentragdo de casos de microcefalias em determinadas regides
geograficas, em contraste com outras. Dado a relevancia dos estudos e de casos
suspeitos, em 2015 o Ministério da Saude passou a monitorar os casos de microcefalia

por sistema de notificagcdo compulsoria.

Além da ligagao da microcefalia com o zika, a infecgéo adquirida pelo virus vem sendo
associada a complicagbes neuroldgicas pouco frequentes, porém potencialmente
graves, como a sindrome de Guillain-Barré (Kassavetis et al, 2016). Esta sindrome
manifesta-se como uma paralisia flacida ascendente, sendo uma condigao
imunomediada e frequentemente deflagrada por variados agentes infecciosos (virais

e bacterianos), dias ou semanas apos a infecgao.

2.4 Diagnéstico
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O material para analise usado na fase aguda da doenca ¢é preferencialmente o soro,
no entanto, em 2016, a Organizagao Mundial da Saude sugeriu 0 uso de outros
materiais biologicos como plasma, urina, liquido cefalorraquidiano, fluido amniético,
sémen e saliva para realizagdo do diagndstico.

Assim como para a dengue, técnicas moleculares que permitam a detecgao do RNA
viral a partir da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e na deteccdo de
anticorpos IgM através de técnicas soroldégicas como MAC-ELISA, sédo preconizados
para deteccao da zika. A positividade de testes moleculares no soro oferece um
diagndstico definitivo, contudo a infecgao aguda por ZIKV produz viremia transitoria,
do quinto ao décimo primeiro dia. Isso acarreta um limite a esta técnica, considerando
que muitos pacientes chegam tardiamente ou sequer procuram atendimento, uma vez
que podem ser acometidos por quadros assintomaticos. Existem, contudo, estudos
que se baseiam na existéncia de positividade mais longa em amostras de urina, o que
poderia aumentar a capacidade diagndstica dessas técnicas (Ministério da Saude,
2016).

Baseando-se em outros Flavivirus, estima-se que os anticorpos IgM surjam apds a
primeira semana do inicio dos sintomas e persistam por varios meses. Assim sendo,
a deteccao destes anticorpos por meio de testes soroldgicos oferece a possibilidade
de diagndstico apdés o periodo da viremia. No entanto, as reag¢des cruzadas com
anticorpos de outros flavivirus é frequente, o que acaba por ser um fator limitador em
zonas de cocirculagdo. A detecgao de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV, é mais
especifica e util para diferenciacdo de virus muito proximos, podendo ter maior

utilidade para confirmacao em caso de ELISA positivo.

Buscando atender a especifica demanda para esta arbovirose, o Ministério da Saude
distribuiu para o Sistema Unico de Saude um teste rapido para deteccdo qualitativa
de anticorpo contra zika virus em pacientes com sintomas com mais de cinco dias. Se
trata de um teste imunocromatografico que implica em um dispositivo que contém dois

cassetes no qual cada um detecta um tipo de anticorpo, IgM e IgG contra o zika.
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3 CHIKUNGUNYA

3.1 Histérico e epidemiologia

A febre chikungunya é uma doenga infecciosa, causada por um virus de mesmo nome
e esta presente em mais de 60 paises (Organizacdo Mundial em Saude, 2014). O
virus foi isolado pela primeira vez na Tanzania, em 1952. Chikungunya, em swalli, a
lingua local, significa “aqueles que se dobram”, e refere-se a postura curvada dos
pacientes durante o primeiro surto documentado no pais onde ele foi primeiramente

descoberto.

A doenga permaneceu por alguns anos sem ser detectada pelos sistemas de
vigilancia, e em 2004, o virus chikungunya reemergiu na Africa Ocidental, e, a partir
dai, se disseminou globalmente. Desde sua descoberta, trés gendtipos do CHIKV
foram descritos: Oeste Africano, Leste-Centro-Sul Africano e Asiatico (Donalisio &
Freitas, 2015). A partir do gendtipo Leste-Centro-Sul africano, emergiu uma linhagem
responsavel por epidemias explosivas nas llhas do Oceano indico e Asia entre 2005
e 2011, denominada linhagem do Oceano indico. Diversas cepas desta linhagem
desenvolveram mutagdes na proteina do envelope viral E1, que aumentaram a
transmissibilidade e infectividade em mosquitos Aedes albopictus, o que foi associado
a surtos explosivos em alguns paises. Uma notavel epidemia em meados de 2005
atingiu as llhas Reunido, territério francés no Oceano indico, onde ndo haviam

descritos previamente pacientes com chikungunya virus (Donalisio & Freitas, 2015).

No Brasil, ao final de 2014, ja haviam sido notificados alguns casos importados, e
casos autoctones em alguns estados brasileiros, o que permitiu atingir todos os

estados nos anos seguintes.

3.2 Caracteristica do virus

O virus pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus. O virus consiste em
particulas virais icosaédricas, com tamanho de 70 nm de didametro revestidas por um
involucro lipidico onde estéo inseridas glicoproteinas virais. Seu genoma é composto

por uma molécula de RNA de fita simples, senso positivo e aproximadamente 11,8kb.
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Seu genoma possui um cap no extremo 5 e cauda poli-A na regido 3. Os genes
codificadores das proteinas nao estruturais encontram-se proximas a porgao 5 do
genoma, sendo elas NS1, NS2, NS3 e NS4. E descrita uma regido de jungdo seguida
de genes estruturais, como C, E3, E2, 6K e E1. A regido codificante é flanqueada nos

extremos 5’ e 3’ por sequéncias nao traduzidas, respectivamente 5’NTR e 3'NTR.

3.3 Manifestagoes clinicas

Diferentemente do Zika virus, a febre chikungunya possui altos indices de casos
sintomaticos. As manifestagbes agudas da doencga sado caracterizadas por febre alta
de inicio abrupto, artralgias, mialgias, cefaleia, dor lombar e prostracdo. Artralgia e
artrite sao bastante frequentes e marcantes nos pacientes acometidos pela
chikungunya. A evolugéo para uma fase tardia, com manifestacbes reumatoldgicas
subagudas e crénicas, pode ocorrer em mais da metade dos casos, com alto impacto
na qualidade de vida e produtividade. Nesse caso, as manifestagdes mais comuns

sao poliartralgia, poliartrite e mialgias.

3.4 Diagnéstico

A exemplo da dengue e zika, o Ministério da Saude recomenda que, em zonas de

transmissédo, o diagndstico de casos se baseie em critérios clinicos-epidemioldgicos.

O diagndstico laboratorial de chikungunuya é baseado na deteccéao direta do virus por
isolamento viral, técnicas de PCR para identificacdo do RNA viral ou em testes para
identificacdo de anticorpos especificos. A viremia da doenca, que compreende o
periodo de até sete dias ap6s o inicio dos sintomas, o diagndstico pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) é de mais facil e rapida execugédo, além de permitir a
contagem da carga viral. A utilizagdo das técnicas soroldgicas € indicada apds o

periodo de viremia.
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O diagndstico de infecgao recente ocorre através da detecgao de anticorpos IgM e/ou
aumento dos titulos de IgG em 4 vezes. A titulagdo de IgM costuma zerar apds seis

meses da infecgdo, ja os titulos de IgG costumam persistir por muitos anos.

E importante, para liberacdo de um diagnéstico preciso em areas de cocirculacdo de
arboviroses, a pesquisa de anticorpos neutralizantes, ja que pode existir a

possibilidade de reagdo cruzada quando ha infecgao por outros alfavirus.

4 DESCRIGAO DAS PRINCIPAIS METODOLOGIAS

Com o avango da ciéncia, varios testes para sorodiagnéstico sao utilizados

atualmente, podendo ser citados o ELISA e PCR.

4.1 ELISA

O ELISA, sigla para Enzyme Linked Immunosorbent Assay, € o método mais
empregado para diagnostico soroldgico, possuindo diferentes variagdes técnicas.

Na técnica ELISA indireta, microplacas sao primariamente revestidas por antigenos
virais, os quais se ligam as imunoglobulinas especificas, IgM ou IgG, caso presentes
no soro. Apos a etapa de lavagem, os anticorpos ligados serédo entao detectados por
outros anticorpos adicionados e conjugados a enzimas, as quais permitirdo a reagao
colorimétrica classica sobre um substrato, medida por espectrometria.

Na técnica ELISA de captura, as microplacas sao revestidas por anticorpos
antimunoglobulina humana, os quais capturam inicialmente imunuglobulinas
inespecificas, IgM ou IgG, do soro do paciente. Em seguida, antigenos do virus de
interesse sao acrescidos e se ligam as imunoglobulinas especificas, IgM ou IgG, caso
estejam presentes no soro. Apds lavagem, os antigenos ligados serdo, entéo,
detectados por anticorpos do conjugado enzimatico adicionado, repetindo os passos
finais comuns a todas as variedades de ELISA.

4.2 PCR
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A reagdao em cadeia da polimerase € uma técnica de detecgao de acidos nucléicos
que se baseia na amplificagao especifica de segmentos do genoma. A geragao de
novas copias in vitro utiliza os mesmos elementos e principios basicos do processo
de replicacdo natural do DNA. Para que a reagao ocorra, € necessario que alguns
reagentes especificos estejam presentes na amostra. O uso de um tampao, a enzima
Taq polimerase, iniciadores (foward e reverse) especificos para o alvo, nucleotideos,
Mg++ e agua em quantidades e concentragcdes especificas sdo essenciais para o
sucesso da reagdo. A amostra é entdo submetida a um termociclador, que, com a
mudanca de temperatura e repeticdo em varios ciclos, € capaz de abrir a fita de DNA,
acoplar os iniciadores e estender a nova fita, criando milhdes de copias do segmento
desejado. A analise, se for pela metodologia convencional de PCR, é realizada por
meio de gel de agarose ou poliacrilamida. Uma variagédo da técnica, a PCR em tempo
real, utiliza fluoréforos intercalantes de DNA ou sondas que se hibridizam no alvo, e

sua analise ocorre a partir de graficos de amplificacdo exponencial.

5 CICLO DAS ARBOVIROSES

5.1 O mosquito Aedes

O principal vetor da dengue, zika e chikungunya, no Brasil, é o culicidio Aedes aegypti.
Na Asia e na Oceania outras espécies como A. albopictus, A. scutellaris, e o A.
polyniensis sao os maiores transmissores. O mosquito € antropofilico, domiciliado e

adaptado ao ambiente urbano (Oliveira, 2018)

Visto que sua presenca é mais comum em areas urbanas e a infestacéo € mais intensa
em regides com alta densidade populacional, o0 mosquito exibe comportamento de
predilecdo em espacgo urbano com ocupacao desordenada, onde as fémeas tém maior
oferta para alimentacao e dispdem de mais criadouros para desovar. Sua infestagao
€ sempre mais intensa nos primeiros meses do ano, em funcdo da elevagao da
temperatura e da intensificacdo das chuvas, por serem fatores que propiciam a

eclosao de ovos do mosquito (Oliveira, 2018).
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A figura 4 mostra, em formato ilustrativo, as caracteristicas morfolégicas do A. aegypti.
O mosquito possui tamanho menor que 1 centimetro, suas asas sao recobertas por
escamas escuras, e o abdémen, juntamente aos trés pares de patas, sé&o listrados. A
principal diferenciagdo para outras espécies esta no térax: o A. aegypti apresenta
quatro linhas brancas em sua por¢ao superior, duas dispostas paralelamente ao

centro e duas linhas curvas na periferia (Eiras e Resende, 2009).

As antenas, nos machos, possuem cerdas em maior volume, com anatomia plumosa,
enquanto as fémeas possuem em menor quantidade e tamanho, denominadas
pilosas. Enquanto os machos utilizam as cerdas para localizar possiveis parceiras, a
partir da vibragdo da asa, as cerdas nas fémeas tém fungao tatil, ajudando o animal a

reconhecer se a superficie € ideal para a picada (Eiras e Resende, 2009).

Os palpos do Aedes séo essenciais para a manutencao do equilibrio na hora do
pouso, além de criar estabilidade para insercdo da probdscide. Os machos possuem

palpos maiores que os da fémea (Eiras e Resende, 2009).

A probdscide é a estrutura que contém a mandibula do mosquito, crucial para a fémea
penetrar a pele em busca de sangue. Internamente, € separada por dois canais: a
hipofaringe, que insere a saliva — podendo estar contaminada com o virus, e o labro
que suga o sangue. A saliva injetada no momento da picada contém substancias
anticoagulantes, que mantém o fluxo constante de sangue e propriedade anestésica,

para bloquear a sensagao de dor (Eiras e Resende, 2009).

O Aedes pode se alimentar em mais de um hospedeiro a cada ciclo gonotréfico
(Mackenzie et al, 2004). Apesar de nao voar a longas distancias a partir do ponto de
emergéncia da fase adulta, sabe-se que o Aedes aegypti tem capacidade fisiolégica
de voar mais de 10km por dia (Rowley E Graham, 1968). Porém, devido a grande
quantidade de criadouros e hospedeiros proximos ao ponto de nascimento, esse
mosquito tende a formar conglomerados, ou seja, sua distribuicao ndo € homogénea

no espaco e costuma se concentrar em raios de 10 a 30m (Harrington et al, 2005).
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Figura 4: Desenho esquematico do Aedes aegypti com suas principais estruturas. 1 — Cerdas. 2 — Palpo. 3 — Patas
e escamas. 4 — Torax e linhas. 5 — Asas. Fonte: Superinteressante. Com adaptacdes.

5.2 Principais criadouros

O mosquito, totalmente adaptado a ambientes urbanos, possui uma vasta gama de
criadouros, onde a fémea realiza o depdsito de seus ovos. Grandes reservatérios
como caixas d’agua, galdes e tonéis — muito presentes em locais com pouco ou
nenhum saneamento basico -, sdo criadouros que mais produzem A. aegypti, e onde
se encontram as melhores condi¢gdes para o desenvolvimento do ovo ao adulto.
Depdsitos méveis e fixos, como vasos de plantas, garrafas, pneus, piscinas, calhas e
bandejas de ar-condicionado, igualmente importantes no combate ao mosquito,
também s&o considerados criadouros ideais para a ovoposi¢ao (Ministério da Saude,
2013).

5.3 Ciclo de vida

Os mosquitos do género Aedes tém um ciclo de vida complexo, com mudangas
morfolégicas e de habitat. As fémeas colocam seus ovos nas paredes interiores de
recipientes, proximos a superficie d’agua, utilizado como criadouros. Estes ovos
podem resistir ao dessecamento por até 450 dias, e logo no primeiro contato com a
agua, proveniente da chuva ou depositada por humanos, eclodem em larvas. Uma
unica fémea é capaz de produzir cerca de 100 ovos a cada ciclo reprodutivo. As larvas
alimentam-se de microrganismos e outras particulas, realizando trés ciclos de ecdiase

para que seja possivel o crescimento do primeiro ao quarto estagio larval. A fase
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seguinte inicia-se quando a larva sofre uma metamorfose, alterando para uma pupa,
que nao se alimenta, até que se torne mosquito adulto. Na fase final, ha o rompimento
da pupa para que o mosquito adulto possa emergir para superficie da agua, como
mostrado na figura 5. Todo ciclo de vida dura entre 8 a 10 dias a temperatura
ambiente, dependendo do nivel de alimentacédo e clima (Fundagdo Oswaldo Cruz,
2009).

ovos LARVA

- ;’.' 1

ADULTO

Figura 5: Representagéo do ciclo biolégico do Aedes aegypti. Os ovos eclodem ao entrarem em contato com a
agua, se transformando em larva, que passa por quatro estagios diferentes. A pupa é o estagio de amadurecimento
do mosquito, para finalmente chegar em sua forma adulta. Fonte: Fiocruz, 2009. Com adaptagées.

5.4 Ciclo de transmissao

As arboviroses sao transmitidas a partir da picada do mosquito infectado. Apds o
repasto sanguineo o mosquito esta apto a transmitir o virus, depois de 8 a 12 dias de
incubacao (Ministério da Saude, 2002) e pode ser dividido em dois ciclos: o intrinseco,
que ocorre no ser humano e o extrinseco, que ocorre no vetor.

Durante o periodo intrinseco, que se inicia um dia antes do aparecimento dos sintomas
e vai até o sexto dia da doenga, o virus esta presente no sangue, podendo infectar o
mosquito, caso haja picada.

Ja no periodo extrinseco, os virus ingeridos juntamente com o0 sangue sao
multiplicados por cerca de dez dias nas glandulas salivares do mosquito. A partir dai
0 mosquito vetor é capaz de transmitir a doenga e assim permanece até o final de sua

vida, cerca de seis a oito semanas (Ministério da Saude, 2005).

6 A ECOVEC

A Ecovec, uma spin-off da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e adquirida
em 2019 pelo grupo Rentokil, € uma empresa de biotecnologia com grande foco em
saude publica. Criada em 2002, a empresa se especializou no desenvolvimento de
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produtos e servigos de informagao com aplicagdes no monitoramento e controle do

vetor transmissor de diversas arboviroses.

No Brasil, as agdes de monitoramento e controle do vetor seguem as diretrizes do
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), que preconiza a pesquisa larvaria
do mosquito para levantar o indice de infestacdo do inseto. Sabe-se que esta
metodologia € lenta, trabalhosa, onerosa e, acima dos obstaculos para sua execugao,
nao prevé o aparecimento de casos de doengas (Arboleda et al, 2012; Coelho et al,
2008; Eiras & Resende, 2009).

Visando solucionar o problema do atraso no levantamento dos indicadores de
infestagdo por meio da metodologia larvaria do PNCD e da ineficiéncia em fornecer
informagdes com alto grau de confiabilidade para os gestores de saude, a UFMG, em
parceria com a Ecovec, desenvolveu e patenteou um sistema de monitoramento
integrado do Aedes aegypti adulto, o Ml Aedes® (Eiras, 2006).

O sistema, premiado nacional e internacionalmente, é capaz de monitorar o vetor e a
circulagao viral na area urbana, além de medir a abundancia de mosquitos do género
Aedes capturados pelas armadilhas Mosquitrap®, gerando indices de infestagdo do

vetor adulto (Eiras e Resende, 2009).

Adicionalmente, os mosquitos capturados pela Mosquitrap® sao enviados ao
laboratério da empresa para detecgao dos arbovirus circulantes. Em posse de todos
os dados, como de infestacdo e circulagdo viral, ha o compartihamento das
informagdes geradas no website da empresa, permitindo que gestores de saude

direcionem ag¢des de combate em areas de maior risco de transmissédo de doencgas.

6.1 O Monitoramento Integrado do Aedes (MI-AEDES®)

O MI-Aedes® & um sistema de monitoramento em tempo real que monitora a
infestacdo de fémeas gravidas do Aedes aegypti em larga escala (Eiras & Resende,
2009). O sistema consiste em distribuir armadilhas MosquiTRAP® para captura de

fémeas de A. aegypti por toda a area urbana do municipio.
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A Mosquitrap® é uma armadilha é uma patente da UFMG com a Ecovec, e, por meio
de um atraente sintético de ovoposicao, o AtrAedes®, e um adesivo colante localizado
em seu interior, captura as fémeas do mosquito.

Todas as armadilhas utilizadas para monitoramento sao georreferenciadas e
vistoriadas semanalmente por agentes de endemias do municipio, que sao treinados

para identificar e contabilizar a espécie e o0 sexo dos mosquitos capturados.

Toda informacéo referente a armadilha, como localizagdo, semana epidemiolégica e
numero de vetores capturados é registrada em um dispositivo mével e fica disponivel
em tempo real para o gestor de saude, permitindo o acesso das informagdes na forma

de mapas e graficos.

Em caso de captura de A. aegypti, estes sao coletados pelos agentes e enviados ao
laboratério da Ecovec para analise da presenga do virus. Assim, a informacgao sobre
a populacéo do vetor e a circulacao viral sdo disponibilizadas para que, rapidamente,

os gestores direcionem as equipes de controle para areas prioritarias (Figura 6).

Durante o desenvolvimento do MI-Aedes foi proposto um novo indice: o indice Médio
de Fémeas de Aedes (IMFA), que representa uma média das fémeas adultas
capturadas por armadilha (Eiras & Resende, 2009), um contraponto ao indice larvario
utilizado pelo Ministério da Saude. A partir deste indice, foram estabelecidos niveis de
infestacado por area, desencadeando agdes de controle do mosquito pelo municipio,
se a infestagao atingir niveis elevados (de Melo et al., 2012; Ferreira et al., 2017; Pepin
et al., 2013).

>

Figura 6. Etapas do Monitoramento Integrado do Aedes. Os mosquitos sdo capturados em armadilhas
MosquiTRAP, um celular disponibilizado ao agente de endemias é utilizado para informar, em tempo real, a
quantidade, a espécie e o sexo dos mosquitos capturados. Os mosquitos coletados sédo enviados para o laboratério
da empresa e analisados quanto a presencga de virus. A informacédo da infestagéo do vetor e da circulagéo viral
fica disponivel na forma de graficos e mapas que direcionam as equipes de controle para as areas prioritarias.
Fonte: Ecovec. Com adaptacgbes.
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6.2 O Monitoramento Integrado do Virus (MI- VIRUS®)

O monitoramento viral através da deteccdo de mosquitos naturalmente infectados tem
ganho grande importéancia e tem sido sugerido como um sistema de alerta precoce de
epidemias (Chow et al, 1998; Lourengo-De-Oliveira et al, 2009). A partir desta ideia,
foi idealizado e acoplado ao MI-Aedes® um sistema de detec¢cdo e mapeamento de
populagdes de mosquitos contaminados com os virus da dengue, zika, chikungunya

e febre amarela.

O MI-Virus® consiste na coleta em solugao conservante do mosquito identificado nas
armadilhas em campo como Aedes aegypti, que sdo geolocalizados com auxilio do
MI-Aedes®, e em seguida enviados para o laboratério da empresa Ecovec onde séo
analisados para os virus: dengue e seus sorotipos, zika, chikungunya e febre amarela.
Os resultados obtidos a partir da deteccao e identificacdo do virus sao
geoprocessados, e integrados aos mapas, graficos e tabelas do Ml. Aedes®.
JUSTIFICATIVA

O conceito de monitoramento do vetor Aedes aegypti faz parte do processo
denominado vigilancia entomoldgica. De acordo com a OMS (WHO, 2016, p.39):

Vigilancia entomoldgica é o processo de coleta sisteméatica, continua,
ordenada e planejada de dados de vetores de doencas e do seu
ambiente, para descrever, analisar, avaliar, interpretar e tomar
decisbes relacionadas ao controle do vetor [...] devendo ser realizada
igualmente nas estagdes seca e chuvosa, abrangendo os estagios
imaturos e adultos do vetor.

Adicionalmente, os objetivos especificos da vigilancia entomolégica proposta pela
OMS revelam a importéncia do monitoramento do vetor como atividade central do
processo. Para a OMS (WHO, 2016, p. 39), que apresentou as diretrizes para a
vigildncia entomoldgica do Aedes aegypti no contexto da introdugdo do ZIKV nas
Ameéricas, tais objetivos sao:

Detecgdo da presenga do vetor em uma dada area geografica;
avaliacdo da densidade da populacdo do vetor; determinacdo das
areas de maior risco entomoldgico, incluindo pesquisas por mosquitos
infectados; identificagdo dos criadouros mais importantes e mais
produtivos; avaliagdo do grau de resisténcia do vetor aos inseticidas;



43

e monitoramento da qualidade e efetividade das intervengdes em
andamento.

O documento ainda destaca a importancia da vigilancia entomologica como
ferramenta para intensificar a educagdo em saude para que a prépria sociedade
obtenha conhecimento e possa realizar, por conta propria, o trabalho de eliminagao
de criadouros e prevencgao de epidemias (Zanandrez, 2019). Segundo a OMS, as boas
praticas para a vigilancia entomoldgica consistem em uma série de atividades de
monitoramento do vetor em sua fase larvaria e adulta, com o objetivo de obter dados
que possam dar suporte as decisdes de controle do vetor, além da organizagédo de

agdes para mobilizagdo da sociedade (WHO, 2016).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) existe com o objetivo
de reduzir os impactos causados pelas epidemias de dengue, a partir da utilizacéo de
diversas metodologias de levantamento de indices larvarios, que buscam estratificar
as areas de maior risco entomoloégico, direcionar agdes de controle e monitorar sua
eficacia (Ministério da Saude, 2009).

E preconizado que seja realizado o levantamento dos indices larvarios bimestralmente
em 100% dos iméveis e quinzenalmente em pontos estratégicos, considerados assim,
por possuirem alto risco de introdu¢cdo do vetor. No entanto, esse levantamento é
laborioso, pois depende de recursos humanos capacitados e infraestrutura para
identificacado das larvas em laboratério (Zanandrez, 2019). Devido a falta de recursos,
tanto operacionais quanto financeiros nos municipios brasileiros e a necessidade de
informagdes entomoldgicas em tempo habil, foi proposto e colocado em pratica o
Levantamento de indice Rapido para Aedes aegypti (LIRAa), que é realizado de forma

amostral e utiliza os indices larvarios.

A partir dos dados obtidos, s&o estabelecidos os riscos de transmissao de arboviroses.
Porém, ainda é necessario que o LIRAa seja realizado quatro vezes ao ano, o que
dependendo das condicbes do municipio, também pode ser um fator complicador
(Ministério da Saude, 2009). Os indices larvarios tém sido questionados n&o apenas
pelo esforco necessario para obté-los, mas também por aspectos técnicos, como a

baixa sensibilidade em detectar a presenca do vetor e a incapacidade de estimar a
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populagdo de mosquitos adultos, bem como representar o risco de transmissao de
arboviroses (Gomes, 1998; Focks, 2003)

Um dos objetivos primordiais da vigilancia entomoldgica € realizar a medigdo da
infestacdo de Aedes aegypti, de forma a antecipar o aparecimento de casos humanos
de arboviroses (WHO, 2016). Por conseguinte, a utilizacdo de armadilhas de captura
para vetores adultos desponta como um método de maior sensibilidade em relagao a
pesquisa larvaria para identificacdo da presenca do vetor e estabelecimento do risco
de epidemias, uma vez que com armadilhas, “o esforco de busca por criadouros é
transferido dos agentes de saude para os proprios mosquitos”, além de permitir que
as armadilhas fornecam indicadores quantitativos, como numero de capturas, e
indicadores qualitativos (porcentagem de armadilhas com vetores capturados)
(Codeco et al, 2015).

Pressupde-se que um sistema de vigilancia entomoldgica seja capaz de coletar dados
sobre presenca e densidade do vetor em determinada area, analisar e distribuir essa
informacdo para as autoridades de saude publica, que deverdo aproveitar-se das
tecnologias disponiveis para controlar o vetor (WHO, 2016).

Entretanto, espera-se que a integracdo de elementos que possam auxiliar no
levantamento e uso de dados mais robustos, como sistemas de monitoramento do
vetor que utilizem estratégias sensiveis para detecgdo e medi¢cdo da populagdo do
mosquito e da circulacdo viral, de detecgdo de criadouros ocultos e areas de risco,
rapidez na transmissdo de informacgao entre os agentes de vigilancia e controle e
monitoramento da qualidade das intervengbes e da resisténcia do Aedes aegypti

sejam capazes de enriquecer a vigilancia entomolégica (Fournet et al, 2018).

A Ecovec, buscando entregar aos municipios informacdes rotineiramente atualizadas
sobre a real situacédo epidemioldgica nos locais em que atua, investiu na criagdo de
um laboratério de biologia molecular, com o propdsito de identificar, no Aedes aegypti,
a presenca de virus causadores de arboviroses. O objetivo do servigo é dar subsidios
ao gestores de saude a partir da disponibilizagdo de informag¢dées semanalmente

renovadas sobre a existéncia da circulagao viral em determinadas regides.



45

Atualmente o fluxo de trabalho para detectar dengue, zika e chikungunya em Aedes
aegypti capturados pelas armadilhas Mosquitrap® ja esta bem delineado na rotina do
laboratorio, e a escolha da técnica de RT-PCR em tempo real se deu pela rapidez na
entrega de resultados e pela sensibilidade do ensaio frente a outras variagdes de RT-
PCR. No momento presente, a escolha pela utilizagdo de agentes intercalantes no
DNA dupla fita para detecgao de patdégenos propicia resultados confiaveis, ao passo
que novas metodologias como uso de sondas fluorogénicas conferem resultados
ainda mais especificos, além de possibilitarem a analise de varios alvos em ensaio

unico.

A substituicdo da metodologia de detecgao pode gerar um efetivo ganho na qualidade
do ensaio, redugdo no tempo de entrega do resultado, eliminagdo de dimeros nas
amostras analisadas, diminuicdo no custo direto da reagao, além de ter um grande

potencial para se tornar um novo produto para o portfélio da empresa.
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OBJETIVO

Estabelecer um protocolo de deteccdo para DENV, ZIKV e CHIKV baseado na

metodologia de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Estabelecer um protocolo de detecgcdo multiplex a partir do uso de sondas
fluorogénicas para DENV, ZIKV e CHIKV;

Validar o protocolo estabelecido para as arboviroses em mosquitos adultos coletados

pela armadilha Mosquitrap®.



47

MATERIAIS E METODOS
7 Amostras

7.1 Amostras de virus padrao

Para a fase de padronizacdo dos ensaios de PCR em tempo real para deteccao de
dengue, zika e chikungunya, foram utilizados virus dengue sorotipos 1, 2, 3 e 4, virus
zika, virus chikungunya, virus febre amarela e virus mayaro, todos gentilmente
cedidos pelo laboratorio de Imunofarmacologia da Universidade Federal de Minas
Gerais, liderado pelo professor Mauro Teixeira.

Os virus disponibilizados para os testes desta fase do estudo foram previamente
preparados a partir da inoculagédo de isolados de virus em monocamadas de células
VERO. Apés a propagacéo viral, o sobrenadante da cultura celular foi fracionado em
aliquotas de 400 yL e armazenados em freezer -80°C, e entdo cedidos para o
Laboratério de Biologia Molecular da Ecovec. A tabela 1 mostra os virus utilizados no
presente estudo. Todos os testes foram realizados para se obter as curvas padrao de

eficiéncia e analise de especificidade dos ensaios.

Tabela 1 — Virus utilizados como controles positivos

Virus Amostra Fonte Titulo Ano de obtencao
Dengue sorotipo 1 NI C6/36 1,24 x 108 UFP/mL 2017
Dengue sorotipo 2 Singapura  C6/36 2,33 x 108 UFP/mL 2017
Dengue sorotipo 3 NI C6/36 2,18 x 108 UFP/mL 2017
Dengue sorotipo 4 NI C6/36 1,1 x 108 UFP/mL 2017
Chikungunya virus NI C6/36 1,8 x 108 UFP/mL 2017

Zika virus NI C6/36 1,4 x 108 UFP/mL 2018
Virus febre amarela 17D C6/36 1,23 x 107 UFP/mL 2018
Virus mayaro NI C6/36 1,36 x 105 UFP/mL 2019

NI: Nao informado; UFP/mL: Unidade formadora de placa por mililitro.

7.2 Vetores coletados em campo

Os mosquitos Aedes aegypti capturados pelas armadilhas Mosquitrap® (Ecovec, Belo
Horizonte, Brasil; Patente Pl 0203907-9 B1) foram utilizados para a fase de validagao
em campo. Na impossibilidade de conduzir o estudo utilizando todas as amostras
recebidas pelo Laboratorio de Biologia Molecular da Ecovec, foram selecionadas 30
amostras de diferentes cidades do Brasil coletadas em anos distintos, com o objetivo



48

de tornar o estudo mais abrangente. A prevaléncia de amostras para dengue virus é
explicada pela atual situacéo epidemiolégica dos municipios selecionados, que tém

apresentado elevado numero de casos para a doenca.

Todas as amostras de campo utilizadas estdo demonstradas na tabela 2. Os Aedes
aegypti foram identificados por equipes de campo ou agentes de combate a endemias
(ACE) no momento da coleta, e todos os profissionais foram preliminarmente
treinados para realizar a exata diferenciacédo dos mosquitos, e assim garantir o envio
correto dos vetores para o laboratorio. As amostras de anos anteriores estavam

preservadas em freezer -80°C para assegurar a viabilidade do material a ser testado.

Tabela 2 — Amostras de campo selecionadas para validagdo dos ensaios

ID Ano SEda Municipio UF Virus na Ne¢ de Aedes
coleta amostra no tubo
1 2017 28 Piima ES ZIKV 3
2 2019 24 Bom Jesus do Norte ES CHIKV 1
3 2019 24 Vila Velha ES CHIKV 1
4 2019 25 Cachoeiro de Itapemirim ES CHIKV 1
5 2019 30 Vila Velha ES CHIKV 1
6 2022 6 Santos ES CHIKV 2
7 2022 16 Porto Alegre RS DENV 4
8 2022 16 Porto Alegre RS DENV 2
9 2022 16 Araraquara SP DENV 2
10 2022 16 Araraquara SP DENV 1
11 2022 16 Araraquara SP DENV 3
12 2022 16 Araraquara SP DENV 2
13 2022 16 Araraquara SP DENV 2
14 2022 17 Porto Alegre RS DENV 1
15 2022 17 Porto Alegre RS DENV 5
16 2022 17 Araraquara SP DENV 4
17 2022 17 Araraquara SP DENV 3
18 2022 17 Araraquara SP DENV 1
19 2022 17 Araraquara SP DENV 1
20 2022 17 Araraquara SP DENV 1
21 2022 18 Porto Alegre RS DENV 2
22 2022 18 Porto Alegre RS DENV 4
23 2022 18 Araraquara SP DENV 3
24 2022 18 Araraquara SP DENV 2
25 2022 18 Araraquara SP DENV 1
26 2022 18 Araraquara SP DENV 3
27 2022 18 Araraquara SP DENV 2
28 2022 19 Porto Alegre RS DENV 1
29 2022 19 Porto Alegre RS DENV 1
30 2022 19 Araraquara SP DENV 2

ID: Identificagdo; SE: Semana epidemioldgica; UF: Unidade Federativa; ZIKV: Virus zika; CHIKV: Virus
chikungunya; DENV: Virus dengue
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7.3 MiAedes® como provedor das amostras de campo

7.3.1 Coletas em armadilhas Mosquitrap®

Todas as armadilhas implementadas nas cidades contempladas no estudo foram
instaladas em pontos estratégicos no peridomicilio dos municipios. A localizagao foi
registrada utilizando GPS do celular disponibilizado ao agente de combate a endemias
ou técnico de campo, o qual contém o sistema MIAedes®. Os locais foram
selecionados de acordo com a logistica de trabalho e acesso facilitado, em areas com
maior concentracao de focos e casos de arboviroses.

As armadilhas foram vistoriadas semanalmente e os agentes de combate a endemias

realizaram, além da manutencao, a busca de larvas e mosquitos adultos de Aedes

aegypti.

7.3.2 Coleta de dados e amostras, armazenamento, método de preservacgao e

envio

No momento da coleta, a presencga de larvas, mosquitos adultos de Culex sp, Aedes
aegypti e Aedes albopictus foi registrada no sistema MIAedes®, bem como qualquer
dano na armadilha ou substituigdo de algum componente. A figura 7 mostra todas as

pecas da armadilha Mosquitrap®.

Figura 7: Armadilha Mosquitrap® utilizada no estudo.
A: parte superior (tampa); B: parte inferior (bojo) onde se coloca agua; C: Cartdo adesivo colocado no interior da
armadilha; D: Funil para direcionamento do vetor no cartdo adesivo; E: suporte de sustentacdo para o cartdo
adesivo; F: Atraedes® (atraente de ovoposicao sintético; Patente P1 0106701-0).
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Ap0s o registro de dados no sistema, larvas e mosquitos adultos de Culex sp e Aedes
albopictus foram descartados. Os mosquitos Aedes aegypti adultos, machos e
fémeas, foram coletados em micro tubos identificados com cdédigo de barras, sendo
este cddigo utilizado para que o sistema fosse capaz de rastrear a armadilha
provedora da amostra, sendo que cada micro tubo identificado sé poderia receber

mosquitos de uma unica armadilha.

Cada um dos microtubos possuia 250 uL de uma solugédo conservante adaptada de
Boom e colaboradores, de 1990: 8,2 M de tiocianato de guanidina, 80 mM de Tris-
HCI, 70 mM de EDTA, agua milli-q e pH=8.

Apos o término das vistorias semanais, os microtubos contendo mosquitos Aedes
aegypti foram reunidos em uma caixa prépria para armazenamento, com identificagao
da semana epidemioldgica e municipio. Todas as caixas foram enviadas para o

Laboratdrio de Biologia Molecular da Ecovec.

7.4 Cidades contempladas no estudo para validagdo da técnica em Aedes

aegypti capturados em campo

As coletas de mosquitos foram realizadas em diferentes cidades do Brasil, nos anos
de 2017, 2019 e 2022 em diferentes semanas epidemioldgicas. Tais exemplares ja
haviam sido previamente analisados e positivados para dengue, zika ou chikungunya
virus, pois sdo amostras provenientes do Ml Aedes®, um servico de monitoramento
integrado do vetor, amplamente ofertado pela Ecovec a diferentes municipios. A figura
8 mostra a disposi¢cao geografica dos municipios de Araraquara (SP), Bom Jesus do
Norte (ES), Cachoeiro de Itapemirim (ES), Piuma (ES), Porto Alegre (RS), Santos (SP)

e Vila Velha (ES), escolhidos para este estudo.
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Figura 8: Localizagdo dos municipios brasileiros escolhidos para fase de validagdo em campo.

7.4.1 Araraquara

Situada no interior do estado de S&o Paulo, Araraquara € um municipio com
populacgao total de 238.339 habitantes e area urbana de 1004 km? (IBGE, 2020). No
ano de 2022, até o més de maio, 0 municipio registrou mais de 10 mil casos de
dengue, vivendo a segunda maior crise causada pela doenga, contabilizando, até o

momento, 17 ébitos (Prefeitura Municipal de Araraquara, 2022).

Para realizar o Monitoramento Integrado do Aedes, MIAedes®, Araraquara mantém
contrato com a Ecovec para que a empresa realize o levantamento de dados
epidemioldgicos semanais do municipio, além de analise de circulagdo viral em

mosquitos.

Ao todo, 916 armadilhas Mosquitrap® estao distribuidas em toda mancha urbana da
cidade, como esta mostrado na figura 9. Para realizagao do monitoramento semanal
de todas as armadilhas instaladas, 7 agentes de monitoramento da Ecovec ficam

responsaveis por realizarem as vistorias.

Para o presente estudo foram escolhidas 5 amostras de cada semana, do periodo da
semana epidemiolégica 16 até a semana 19 de 2022. Os 16 exemplares foram

previamente analisados e todas eram positivos para dengue virus. Tanto as amostras



52

contendo mosquitos infectados quanto o produto da extracdo de RNA viral foram

armazenados em freezer -20°C.

Map Satellite

Figura 9: Disposigao das 916 armadilhas Mosquitrap® no municipio de Araraquara, SP. Captura de tela
realizada na semana epidemioldgica 16/2022.

7.4.2 Porto Alegre

Porto Alegre, capital do estado do Rio Grande do Sul, € um municipio com area total
de 497 km? e populagédo de 1,488,522 habitantes (IBGE, 2020). Em 2022 ja foram
notificados mais de 2000 casos de dengue na cidade, trés vezes mais se comparado

ao mesmo periodo do ano anterior (Prefeitura Municipal de Porto Alegre, 2022).

O municipio, cliente da Ecovec ha mais de 10 anos, tem em sua mancha urbana 910
armadilhas Mosquitrap® instaladas, como pode ser visto na figura 10, para que
semanalmente sejam gerados dados epidemiolégicos de alta relevancia e

informacgdes atualizadas sobre a presenga de virus em Aedes aegypti.
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Figura 10: Disposicdo das 910 armadilhas Mosquitrap® no municipio de Porto Alegre, RS. Captura de tela
realizada na semana epidemiolégica 16/2022.

Em um periodo de 4 semanas, iniciado na semana epidemiolégica 16 até a semana
19, foram separadas para o estudo de validagdo em campo 8 amostras, 2 a cada
semana. Todas eram positivas para dengue virus e foram armazenadas no freezer -

20°C para posterior analise.

7.4.3 Santos

Santos € um municipio portuario localizado no litoral do estado de S&o Paulo e sede
da Regiao Metropolitana da Baixada Santista. Segundo os dados do IBGE atualizados
em 2020, é uma cidade com populagéo de 433,656 habitantes e area de 281 km?.

Santos tem, ao todo, 480 armadilhas Mosquitrap® espalhadas em pontos de interesse
do municipio, e nos locais onde existem armadilhas instaladas, a Ecovec presta o
servico de monitoramento do vetor. Algumas das armadilhas instaladas séao

mostradas na figura 11.
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Figura 11: Parte das armadilhas instaladas em Santos, SP. Captura de tela realizada na semana
epidemiolégica 06/2022.
Os dados disponibilizados pela Prefeitura de Santos mostram que em 2022 ja foram
notificados 51 casos de dengue e 35 casos de chikungunya, no periodo de janeiro a

maio.

Para validagao do ensaio de chikungunya, uma amostra da semana epidemioldgica 6
de 2022 foi utilizada no estudo. A amostra e o extraido estavam armazenados em

freezer -20°C.

7.4.4 Bom Jesus do Norte, Cachoeiro de Itapemirim, Piuma e Vila Velha

Bom Jesus do Norte, Cachoeiro de Itapemirim, Piuma e Vila Velha sado cidades

situadas no estado do Espirito Santo.

Bom Jesus do Norte, ao sul do estado, faz divisa com o estado do Rio de Janeiro e
possui area de 89 km2. Cachoeiro de Itapemirim, € uma cidade no interior do Espirito
Santo com area de 339 km? e populagdo de 210.589 habitantes. Piima e Vila Velha

sao cidades litordneas, com areas de 66km? e 791 km?, respectivamente.

Durante os anos de 2017, 2018 e 2019, a Ecovec foi responsavel por implantar e
executar o MiAedes® em 78 municipios no estado. Com o objetivo de preservar a
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biblioteca de amostras positivas, o produto da purificagcdo de RNA foi armazenado em

freezer -80°C para possiveis analises futuras.

Para fase de validacdo em amostras de campo foi utilizada uma amostra positiva para
zika virus do municipio de Piuma, coletada na semana epidemiologica 28 de 2017. As
trés amostras positivas para chikungunya sao de 2019: duas coletadas na semana
epidemiologica 24, em Bom Jesus do Norte e Vila Velha, e uma amostra coletada na

semana epidemioldgica 25, em Cachoeiro de Itapemirim.

7.5 Padronizagao da técnica de RT-gPCR em amostras controle

7.5.1 Amostra controle

As amostras controles positivas foram preparadas a partir dos virus padrdes. Para
padronizacao do estudo, foram realizadas diluicbes dos virus padrées a partir dos
titulos informados na tabela 1 para que todos estivessem em volume final de 200 uL
e concentracdo de 1 x 108 UFP/mL. As amostras de controle negativo foram

preparadas utilizando 200 pL de solugao conservante, sem adi¢c&o de virus.

7.5.2 Extragao de RNA viral

Para extracdo viral das aliquotas de cada uma das amostras diluidas dos virus
padrdes, foi utilizado o kit comercial Bio Gene Extragcdo de DNA/RNA viral de amostras
biolégicas. O RNA purificado foi obtido seguindo as instrucées do fabricante.

Foram adicionados 200 uL das amostras de cada diluigao de titulo conhecido (de 10-
"a 10%) em tubos de 1,5 mL e adicionados 5 yL de Proteinase K nas amostras. Em
seguida, todas as amostras foram vortexadas e foram adicionados 200 pL de tampéao
de lise nos tubos. Em todas as amostras foram adicionadas 5,6 uL de RNA carreador
previamente preparado e novamente foram submetidas a homogeneizagao por vortex.
Apds serem incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos, foi adicionado 200 uL
de etanol 100% em cada tubo de 1,5 mL contendo amostra. Tais amostras foram mais
uma vez vortexadas e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds a fase

de lise e precipitagdo, o volume total de cada tubo (610 uL) foi transferido para sua
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respectiva coluna, e em seguida centrifugadas a 4.000 x g por trés minutos. Houve a
troca de todos os tubos coletores com descarte do filtrado. Em todas as colunas
contendo as amostras foram adicionadas 400 pL de solu¢do de lavagem R2, que
foram centrifugadas a 11.000 x g por 1 minuto. Apds a centrifugacéo, as colunas foram
transferidas para novos tubos coletores. Foram adicionadas 400 pL de solucdo de
lavagem R3 nas colunas, que entdo foram centrifugadas por 1 minuto a 11.000 x g.
As colunas foram novamente transferidas para novos tubos coletores e novamente
receberam 200 pL de solugdo de lavagem R3 para entdo serem centrifugadas a
15.000 x g por 5 minutos. As colunas foram transferidas para novos tubos de 1,5 mL
e incubadas por 5 minutos em um termobloco previamente aquecido a 56°C com a
tampa aberta. Foi adicionada 50 L de agua livre de RNAse, pré-aquecida a 70°C, em
cada coluna. Apos serem incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos,
cuidadosamente as colunas foram centrifugadas a 15.000 x g por 3 minutos. As
colunas foram descartadas e o RNA eluido foi armazenado a -20°C. Para cada tipo

viral foi extraido um controle negativo da reagao.

7.6 Transcricao reversa seguida da reagao em cadeia da polimerase em tempo
real (RT-qPCR)

7.6.1 Sondas e iniciadores utilizados no estudo

Para o presente estudo, foram desenhadas sondas para os ensaios ja utilizados no
laboratério de Biologia Molecular da Ecovec. Os iniciadores para detecgcao de dengue
virus foram cedidos empresa Thermo Fisher, os iniciadores para chikungunya foram
desenhados em 2015 pela equipe da Ecovec e os iniciadores para deteccao de zika
virus foram descritos em um artigo de Balm e colaboradores, de 2012. O controle
endogeno escolhido foi o RpL32, amplamente utilizado para mosquitos Aedes aegypti,
para controle do processo de extragdo e avaliagdo da atividade inibitoria (Chien,
2012).

As sondas para os ensaios de detecgéo de zika e chikungunya foram desenhadas de

modo a se ligarem especificamente a cada alvo, e antes de serem sintetizadas foram
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testadas in silico através da ferramenta online Multiplex Primer Analyser disponivel no
site da Thermo Fisher Scientific (www.thermofisher.com). Foram realizados testes de
especificidade e avaliagado de formacao de dimero e hairpin. A tabela 3 mostra todos

os oligonucleotideos deste estudo.

Tabela 3 — Sondas e iniciadores utilizados para detec¢ao dos virus DENV, ZIKV e CHIKV

Iniciadores Reporter Sequéncia (5’ - 3’) Posig¢ao no
genoma
DENV Probe FAM CTGTAGAGACAGCAGGATCTCTGGT 10652 - 10676
DENV Forward - AGGACYAGAGGTTAGAGGAGA 10678 - 10697
DENV Reverse - CGYTCTGTGCCTGGAWTGAT 10590 — 10610
CHIKV Probe Cy5 GGGAGTGATCCACCCCTAAATCTTCTAA 6819 — 6846
CHIKV Forward - ATAGCCGCACACTTTAAGCC 6717 — 6736
CHIKV Reverse - GAAAGCAGCCTCTATCAAGTCC 6851 - 6872
Zika Probe HEX GTGTTGAAGGGCTGGGATTACAAAGACT 9187 — 9214
Zika Forward - CCTTGGATTCTTGAACGAGGA 9134 — 9154
Zika Reverse - AGAGCTTCATTCTCCAGATCAA 9304 - 9325
RpL32 Forward - AGCCGCGTGTTGTACTCTG
RpL32 Reverse - ACTTCTTCGTCCGCTTCTTG

7.6.2 Deteccao e identificagao viral (RT-qPCR)

Para realizacdo das reacdes de RT-qPCR deste estudo foi utilizado o equipamento
QuantStudio 5 (Applied Biosystems, California, EUA). As reagdes foram realizadas

com um volume final de 12,5 pL.

A reacédo para dengue virus compreendia 2 uL de amostra de RNA extraida, 2,20 pyL
de agua livre de nuclease, 5 pyL de tampéo iTaq universal probe, 0,25 uL de enzima
RT iScript, 0,2 yL (0,2 uM) de cada iniciador (forward e reverse) e 0,15 pL (0,15 uyM)

de sonda.

O ensaio de deteccao de zika virus e chikungunya virus compreendiam 2,5 pL de
amostra de RNA extraida, 1,12 yL de agua livre de nuclease, 6,25 L de tampéo iTaq
universal probe, 0,32 yL de enzima RT iScript, 1 yL de cada iniciador (0,8 uM) e 0,31
ML de sonda (0,25 uM).

As condi¢des de ciclagem foram: 1 ciclo de 50°C por 10 minutos para a etapa de
transcrigdo reversa seguida de 3 minutos a 95°C para ativagado da Taq polimerase,
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em seguida 45 ciclos de PCR a 95°C por 15 segundos (desnaturagao) e 25 segundos

a 60°C (anelamento e extensao).

7.6.3 Interpretacao de resultados

Os resultados obtidos apds a reagao de RT-gPCR foram interpretados como positivos
a partir da formagdo de uma curva sigmdéide observada no software QuantStudio
Design&Analysis Software (Applied Biosystems, California, EUA). Apds o ajuste
manual do threshold foram avaliados os valores de Cq onde a fluorescéncia ultrapassa
a linha do threshold, que permite correlacionar o aumento da fluorescéncia emitida

com a quantidade inicial de DNA alvo.

7.6.4 Validagao dos ensaios

Para avaliar a eficiéncia dos protocolos de RT-qPCR para detecgdo de dengue, zika
e chikungunya, foram realizadas curvas de diluicdo em série de 10 a partir das
amostras controle, em duplicata ou triplicata, compostas pelas diluigbes 10! a 10,
escolhendo no minimo 4 pontos para o calculo da curva, de acordo com a diluigao
maxima em que houve amplificacdo, considerando-se, hipoteticamente, que a

amostra contém pelo menos 1 cépia de RNA viral (Cunha, 2018).

Para analise estatistica referente a eficiéncia dos protocolos de RT-qPCR, inclinagao
da curva (Slope) e coeficiente de correlagdo (R?) foi utilizado o software que
acompanha o equipamento QuantStudio 5. Uma eficiéncia de 100% revela que a
quantidade de produto gerado aumentado exponencialmente dobra a cada ciclo. Na
pratica, valores entre 90 e 110% podem ser considerados (Cunha, 2018). Seu valor é
calculado segundo a equacéo Eficiéncia = 10 ('slore) _ 1 Dessa forma, valores de
Slope de -3,1 a -3,58 sdo considerados validos. Uma PCR com baixa eficiéncia tera

uma sensibilidade menor.
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O coeficiente de correlagdo (R?) é a medida de como os pontos se ajustam a curva
padrao, refletindo linearidade da curva. Um R? > 0,975 indica boa confianga ao
correlacionar valores de Cq e a quantidade. Se ele for igual a 0, o valor de Cq nao

pode predizer o valor da quantidade.

7.7 Validagao dos ensaios em amostras de campo

Com o propodsito de confirmar a padronizagdo dos ensaios realizados em amostras
controle, foram realizados testes em 30 amostras de mosquitos coletados pela
armadilha Mosquitrap® em diferentes municipios do Brasil. A relagcdo de amostras

utilizadas para esta fase do estudo esta na tabela 2.

Os mosquitos Aedes aegypti capturados e imersos em solugdo conservante foram
cadastrados no site da empresa para garantir a rastreabilidade da amostra e entao
preparados para a extracao e purificagao.

Cada tubo contendo Aedes aegypti recebeu 0,165mg de microesferas de zirconio de
1mm para quebra da estrutura fisica do mosquito, auxiliado pelo macerador FastPrep

96 MPBio, na velocidade de 1800 rpm, durante 30 segundos.

Apds a maceragao as amostras foram centrifugadas a 16000 x g por 5 minutos para
separagao das estruturas remanescentes dos mosquitos no fundo do tubo. Foi
aspirado 80 pyL da amostra e entdo os exemplares foram submetidos ao mesmo
processo de extracao descrito no item 1.4.2.

Apos o processo de extragdao e purificacdo, as amostras foram analisadas e

conservadas a -20°C e, ap0s trés meses, conservadas a -80°C.

As amostras de campo foram submetidas a RT-qPCR utilizando as mesmas

condigdes de mix e ciclagem descritas previamente no item 1.5.2.
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7.8 Testes de especificidade

A fim de avaliar a especificidade dos iniciadores escolhidos e padronizados, foram
realizados testes com o objetivo de analisar a particularidade de cada ensaio para
deteccgdo de dengue, zika e chikungunya. Os ensaios foram delineados para avaliar a
possivel amplificacdo de alvos a partir do uso de virus controle de febre amarela e
mayaro, arboviroses que circulam no Brasil. Também foi avaliada a reagdo cruzada

das sondas desenhadas em iniciadores especificos para dengue, zika e chikungunya.

7.9 RT-qPCR duplex

7.9.1 Padronizagao do ensaio em amostras controle

As reacodes duplex foram testadas em amostras controle para deteccéo de dois alvos
simultaneamente. Foram realizados trés tipos de teste nesta etapa do estudo: i)
iniciadores e sondas para detecgdo de dengue virus e chikungunya virus, ii)
iniciadores e sondas para detec¢cdo de dengue virus e zika virus e iii) iniciadores e
sondas para deteccao de chikungunya virus e zika virus.

As reacgoes estao descritas nas tabelas 4, 5 e 6.

Tabela 4 — Reagao duplex para detecgao de DENV e CHIKV

Item Volume utilizado Concentragao na reagao

Tampao iTaq universal probes 12,0 uL -
Iniciador DENV forward 1L 0,4 uM
Iniciador DENV reverse 1L 0,4 uM
Sonda DENV 1uL 250 nM
Iniciador CHIKV forward 1,5 uL 0,9 uM
Iniciador CHIKV reverse 1,5 uL 0,9 uM
Sonda CHIKV 1,5 UL 250 nM

Enzima RT iScript 0,5 L -

Amostra 5uL -
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Tabela 5 — Reagao duplex para detecgao de DENV e ZIKV

Item Volume utilizado Concentragido na reagao

Tampao iTaq universal probes 12,0 uL -
Iniciador DENV forward 1L 0,4 uM
Iniciador DENV reverse 1L 0,4 uM
Sonda DENV 1uL 250 nM
Iniciador ZIKV forward 1,5 uL 0,9 uM
Iniciador ZIKV reverse 1,5 uL 0,9 uM
Sonda ZIKV 1,5 uL 250 nM

Enzima RT iScript 0,5 L -

Amostra 5uL -

Tabela 6 — Reagao duplex para detecgao de ZIKV e CHIKV

Item Volume utilizado Concentragdo na reagao

Tampao iTaq universal probes 12,0 uL -
Iniciador ZIKV forward 1,5 uL 0,9 uM
Iniciador ZIKV reverse 1,5 uL 0,9 uM
Sonda ZIKV 1,5 uL 250 nM
Iniciador CHIKV forward 1uL 0,6 uM
Iniciador CHIKV reverse 1L 0,6 uM
Sonda CHIKV 1L 250 M

Enzima RT iScript 0,5 L -

Amostra 5uL -

As condicbes de ciclagem permaneceram inalteradas, conforme anteriormente

descrito no item 1.5.2.

7.9.2 Validagao RT-qPCR em amostras de campo

Com o objetivo de avaliar as padronizacdes realizadas para amostras de RNA viral
extraido, amostras de campo foram submetidas a testes para validacédo da reacao.

As amostras escolhidas para o primeiro teste de validacdo em campo estao descritas

na tabela 7.

Tabela 7 — Amostras de campo utilizadas para validagao dos ensaios duplex

ID Ano SE da Municipio UF Virus na Ne de
coleta amostra Aedes no

tubo

1 2017 28 Piuma ES ZIKV 3

5 2019 30 Vila Velha ES CHIRV 1

6 2022 6 Santos ES CHIRV 2

36 2022 20 Porto Alegre RS DENV 1

40 2022 20 Araraquara SP DENV 1
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RESULTADOS
8 Padronizacao dos ensaios em amostras controle

8.1 Dengue virus sorotipo 1

O virus dengue sorotipo 1 (DENV1), cujo titulo era de 1, 24 x 108 UFP/mL, teve seu
limite maximo de detecgdo na diluicdo 10-°, que corresponde a 10 UFP. A figura 12
mostra as curvas de amplificacdo geradas, em triplicata, obtidos pelo uso de
iniciadores e sondas para detecgdo de DENV. O grafico 1 mostra a curva padrao e
valores de Slope, Y- Intercepto, valor de coeficiente de correlagdo R? e eficiéncia da
reacao obtidos com o uso de iniciadores e sondas especificos para detecgao de

dengue virus. Os valores gerados pela curva padrao estdo apresentados na tabela 8.
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Figura 12: Perfil logaritmico da curva de amplificacdo a partir de concentragdes decrescentes do virus dengue
sorotipo 1. Estdo incluidas 3 repetigdes para as diluigdes do virus, 10-' a 10°. Foram utilizados os iniciadores e
sonda especificos para detec¢do de dengue virus. Andlise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis.
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Grafico 1: Curva padrao de eficiéncia para o protocolo de RT-qPCR para o virus dengue, utilizando os
iniciadores e sondas para DENV1 com utilizagao de 5 pontos em ftriplicata. Analise realizada pelo
software Quantstudio Design & Analysis.
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8.2 Dengue virus sorotipo 2

O virus dengue sorotipo 2 (DENV2), cujo titulo era de 2,33 x10% UFP/mL, teve seu
limite maximo na diluicdo de 105, que corresponde a 10 UFP. A figura 13 mostra as
curvas de amplificagdo geradas, em ftriplicata, enquanto o grafico 2 mostra a curva
padrdo e valores de Slope, Y- Intercepto, valor de coeficiente de correlacdo R? e
eficiéncia da reacao obtidos com o uso de iniciadores e sondas especificos para
deteccdo de dengue virus. Os valores dos dados gerados na curva padrdao estao

apresentados na tabela 8.
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Figura 13: Perfil logaritmico da curva de amplificacdo a partir de concentragbes decrescentes do virus dengue
sorotipo 2. Estdo incluidas 3 repeti¢cbes para as diluiges do virus, 10-" a 10-5. Foram utilizados os iniciadores e
sonda especificos para detecgédo de dengue virus. Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis
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Grafico 2: Curva padrao de eficiéncia para o protocolo de RT-qPCR para o virus dengue, utilizando os
iniciadores e sondas para DENV2 com utilizagdo de 6 pontos em ftriplicata. Analise realizada pelo
software Quantstudio Design & Analysis.
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8.3 Dengue virus sorotipo 3

O virus dengue sorotipo 3 (DENV3), cujo titulo era de 2,18 x 108 UFP/mL, teve seu
limite maximo de detecgdo na diluigdo 10-°, que corresponde a 10 UFP. A figura 14
mostra as curvas de amplificagcao geradas, em ftriplicata, enquanto o grafico 3 mostra
a curva padrao e valores de Slope, Y- Intercepto, valor de coeficiente de correlagcéo
R? e eficiéncia da reacéo obtidos com o uso de iniciadores e sondas especificos para
detecgdo de dengue virus. Os valores dos dados gerados na curva padrdo estao

apresentados na tabela 8.
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Figura 14: Perfil logaritmico da curva de amplificagdo a partir de concentragbes decrescentes do virus dengue
sorotipo 3. Esto incluidas 3 repeticbes para as diluigdes do virus, 10-' a 10-5. Foram utilizados os iniciadores e
sonda especificos para detecgédo de dengue virus. Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis
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Grafico 3: Curva padrao de eficiéncia para o protocolo de RT-qPCR para o virus dengue, utilizando os
iniciadores e sondas para DENV3 com utilizagao de 5 pontos em ftriplicata. Analise realizada pelo
software Quantstudio Design & Analysis.
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8.4 Dengue virus sorotipo 4

O virus dengue sorotipo 4 (DENV4), cujo titulo era de 1,1 x 108 UFP/mL, teve seu
limite maximo de detecgdo na diluigdo 10-°, que corresponde a 10 UFP. A figura 15
mostra as curvas de amplificacdo geradas, em triplicata, enquanto o grafico 4 mostra
a curva padrao e valores de Slope, Y- Intercepto, valor de coeficiente de correlagcéo
R? e eficiéncia da reagdo obtidos com o uso de iniciadores e sondas especificos para
detecgédo de dengue virus. Os valores dos dados gerados na curva padrdo estao

apresentados na tabela 8.
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Figura 15: Perfil logaritmico da curva de amplificagdo a partir de concentragdes decrescentes do virus dengue
sorotipo 4. Estdo incluidas 3 repeticbes para as diluigdes do virus, 10-" a 10-5. Foram utilizados os iniciadores e
sonda especificos para deteccdo de dengue virus. Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis
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Grafico 4: Curva padrao de eficiéncia para o protocolo de RT-qPCR para o virus dengue, utilizando os
iniciadores e sondas para DENV4 com utilizagao de 5 pontos em ftriplicata. Analise realizada pelo
software Quantstudio Design & Analysis.
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8.5 Zika virus

O virus zika (ZIKV), cujo titulo era de 1,4 x10% UFP/mL, teve seu limite maximo na
diluicdo de 104, que corresponde a 100 UFP. A figura 16 mostra as curvas de
amplificagdo geradas, em ftriplicata, enquanto o grafico 5 mostra a curva padrao e
valores de Slope, Y- Intercepto, valor de coeficiente de correlagdo R? e eficiéncia da
reacao obtidos com o uso de iniciadores e sondas especificos para detecgao de
dengue virus.

Os valores dos dados gerados na curva padrao estdo apresentados na tabela 8.
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Figura 16: Perfil logaritmico da curva de amplificagédo a partir de concentra¢des decrescentes do virus zika. Estéo
incluidas 3 repetigdes para as diluigdes do virus, 10-' a 10, Foram utilizados os iniciadores e sonda especificos
para detecgéo de zika virus. Andlise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis
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Grafico 5: Curva padrao de eficiéncia para deteccdo de virus zika a partir de RT-gPCR. Analise
realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis.
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8.6 Chikungunya virus

O virus chikungunya (CHIKV), cujo titulo era de 1,8 x10% UFP/mL, teve seu limite
maximo na diluigdo de 105, que corresponde a 10 UFP. A figura 17 mostra as curvas
de amplificagdo geradas, em duplicata, enquanto o grafico 6 mostra a curva padrao e
valores de Slope, Y- Intercepto, valor de coeficiente de correlagdo R2 e eficiéncia da
reacao obtidos com o uso de iniciadores e sondas especificos para detecgao de

dengue virus.

Os valores dos dados gerados na curva padrao estdo apresentados na tabela 8.
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Figura 17: Perfil linear da curva de amplificacdo a partir de concentragdes decrescentes do virus chikungunya.
Estéo incluidas 2 repetigbes para as diluigdes do virus, 10" a 105, Foram utilizados os iniciadores e sonda
especificos para detecc¢éo de chikungunya virus. Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis
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Grafico 6: Curva padrdo de eficiéncia para detecgdo de virus chikungunya a partir de RT-gPCR.
Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis.
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Tabela 8 — Valores gerados para curvas de eficiéncia das reagdes padronizadas

Ensaio Slope Y- Intercepto R? Eficiéncia da reagio Erro
DENV1 -3,247 37,979 0,998 103.203 0,044
DENV2 -3,401 37,65 0,976 96,795 0,138
DENV3 -3,263 38,245 0,997 102,537 0,051
DENV4 -3,195 39,201 0,996 105,589 0,055

ZIKV -3,18 39,469 0,973 106,284 0,166
CHIKV -3,162 35,167 0,996 107,122 0,071

DENV1: Dengue virus sorotipo 1; DENV2: Dengue virus sorotipo 2; DENV3: Dengue virus sorotipo 3;
DENV4: Dengue virus sorotipo 4; ZIKV: Virus zika; CHIKV: Virus chikungunya.

Observa-se que o ensaio para deteccéo de zika virus foi 0 menos sensivel, com valor
de R? mais baixo dentre todas as andlises realizadas. O ensaio para zika virus foi o
unico em que foram utilizados 4 pontos para montagem da curva standard, mas ainda
assim foi possivel avaliar sua eficiéncia.

Os valores gerados para eficiéncia da reagao e slope estao dentro do que se considera

valido, o que foi determinante para a continuidade do estudo.

9 Limite de deteccao

Com objetivo de avaliar o limite de detec¢ao de cada ensaio, foi realizada a analise
para verificagao da amplificacdo em amostras diluidas. Para efeito de padronizacéo,
todos os virus possuiam concentracdo de 1x10% UFP/mL e foram utilizados como

ponto de partida para as diluicbes em série de 10.
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A tabela 9 exibe as médias dos valores de Cq obtidos para cada diluicdo dos virus
utilizados. Os resultados obtidos mostraram que os ensaios para detecgao de dengue
virus sdo os que apresentam maior sensibilidade, permitindo verificacdo da
amplificagdo em amostras contendo 1 UFP/mL. O mesmo padrao de sensibilidade n&o
foi observado nos ensaios de zika e chikungunya, onde o limiar de detecgao ficou
fixado em 10 UFP/mL.

Tabela 9 — Médias dos valores de Cq obtidos através das analises de RT-qPCR para cada ensaio

Ensaio/ 108 105 104 103 102 10 1
Concentracio

DENV1 19,7 21,6 25,0 28,5 31,6 34,5 37,1

DENV2 18,2 20,3 23,5 26,9 30,2 36,6 35,7

DENV3 21,0 22,0 25,0 28,3 32,0 34,9 37,8

DENV4 21,2 23,2 26,5 29,5 33,0 35,9 39,8
ZIKV 20,3 21,2 25,8 29,3 32,6 33,6 ND
CHIKV 19,9 24,2 26,5 29,1 30,2 32,4 ND

DENV1: Dengue virus sorotipo 1; DENV2: Dengue virus sorotipo 2; DENV3: Dengue virus sorotipo 3;
DENV4: Dengue virus sorotipo 4; ZIKV: Virus zika; CHIKV: Virus chikungunya; NA: Ndo analisado; ND:
Nao detectado.

10 Avaliacao de reagao cruzada e analise de especificidade dos ensaios

padronizados

Para examinar a especificidade dos ensaios padronizados nas fases anteriores do
estudo, as reagbes para detecgdo de dengue, chikungunya e zika virus foram
submetidas a dois tipos de teste: i) Anelamento da sonda em ensaios nao especificos
ii) Utilizacao de virus de importancia epidemiolégica no Brasil como controle negativo
da reacao.

As tabelas 10, 11 e 12 mostram os resultados obtidos a partir dos testes em que foram

submetidos.
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Tabela 10 — Ensaios realizados em triplicata para avaliagdo da especificidade da sonda
padronizada para detecgcdao de DENV e analise de reagao cruzada dos ensaios padronizados

CP DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 ZIKV CHIKV YFV MAYV NTC
Sp+PFp+PRp + + + + - - - - -
Sp+PFp+PRc - - - - - - - - -
Sp+PFp+PR; - - - - - - - - -
Sp+PFc+PRp - - - - - - - - -
Sp+PFz+PRp - - - - - - - - -
Sp+PFc+PRc - - - - - - - - -
Sp+PFz+PRz - - - - - - - - -
Sp+PFc+PRz - - - - - - - - -
Sp+PFz+PRc - - - - - - - - -
CP: Controle Positivo; DENV1: Dengue virus sorotipo 1; DENV2: Dengue virus sorotipo 2; DENV3:
Dengue virus sorotipo 3; DENV4: Dengue virus sorotipo 4; ZIKV: Zika virus; CHIKV: Chikungunya virus;
YFV: Virus febre amarela; MAYV: Virus mayaro; NTC (no template control): controle sem adigdo de
amostra; Sp: Sonda dengue; PFp: Primer forward dengue; PRo: Primer reverse dengue; PFz: Primer
forward zika; PRz: Primer reverse zika; PFc: Primer forward chikungunya; PRc: Primer reverse
chikungunya; -: negativo (sem amplificagao); +: Positivo (amplificagao).

Tabela 11 — Ensaios realizados em triplicata para avaliagdo da especificidade da sonda
padronizada para deteccdo de CHIKV e analise de reagao cruzada dos ensaios padronizados

CP DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 ZIKV CHIKV YFV  MAYV NTC
Sc+PFp+PRp - - - - - - - - -
Sc+PFp+PRc - - - - - - - - -
Sc+PFp+PR; - - - - - - - - -
Sc+PFc+PRp - - - - - - - - -
Sc+PFz+PRp - - - - - - - - -
Sc+PFc+PRc - - - - - + - - -
Sc+PFz+PRz - - - - - - - - -
Sc+PFc+PRz - - - - - - - - -
Sc+PFz+PRc - - - - - - - - -
CP: Controle Positivo; DENV1: Dengue virus sorotipo 1; DENV2: Dengue virus sorotipo 2; DENV3:
Dengue virus sorotipo 3; DENV4: Dengue virus sorotipo 4; ZIKV: Zika virus; CHIKV: Chikungunya virus;
YFV: Virus febre amarela; MAYV: Virus mayaro; NTC (no template control): controle sem adigéo de
amostra; Sc: Sonda chikungunya; PFo: Primer forward dengue; PRo: Primer reverse dengue; PFz:
Primer forward zika; PRz: Primer reverse zika; PFc: Primer forward chikungunya; PRc: Primer reverse
chikungunya; -: negativo (sem amplificagéo); +: Positivo (amplificagéo).
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Tabela 12 — Ensaios realizados em triplicata para avaliagdo da especificidade da sonda
padronizada para deteccao de ZIKV e analise de reagado cruzada dos ensaios padronizados

CcP DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 ZIKV CHIKV YFV  MAYV NTC
S+PFp+PRp - - - - - - - - -
Sz+PFp+PR¢ - - - - - - - - -
Sz+PFp+PRz - - - - - - - - -
Sz+PFc+PRp - - - - - - - - -
Sz+PFz+PRp - - - - - - - - -
Sz+PFc+PRc - - - - - - - - -
Sz+PFz+PRz - - - - + - - - -
Sz+PFc+PRz - - - - - - - - -
S,+PFz+PRc - - - - - - - - -
CP: Controle Positivo; DENV1: Dengue virus sorotipo 1; DENV2: Dengue virus sorotipo 2; DENV3:
Dengue virus sorotipo 3; DENV4: Dengue virus sorotipo 4; ZIKV: Zika virus; CHIKV: Chikungunya virus;
YFV: Virus febre amarela; MAYV: Virus mayaro; NTC (no template control): controle sem adigao de
amostra; Sz: Sonda zika; PFp: Primer forward dengue; PRo: Primer reverse dengue; PFz: Primer forward
zika; PRz: Primer reverse zika; PFc: Primer forward chikungunya; PRc: Primer reverse chikungunya; -:
negativo (sem amplificagédo); +: Positivo (amplificagao).

Os testes realizados mostraram que nao ha verificagdo de reacéo cruzada quando as
sondas sao utilizadas em ensaios nao especificos, sendo essa singularidade crucial

para o sucesso de uma reagao multiplex.

Também foi observado que ndo houve amplificagcdo para nenhum ensaio padronizado
quando utilizado virus de febre amarela ou mayaro como controle negativo. A
especificidade da reacado é fundamental para a fase de validagdo em amostras de

campo.

11 Validagao dos ensaios padronizados em amostras controle utilizando

amostras de Aedes aegypti

11. 1 Amostras de campo positivas para dengue virus

As amostras de campo, descritas na tabela 2, sdo provenientes de mosquitos
coletados em campo, a partir das armadilhas Mosquitrap® nos municipios de
Araraquara e Porto Alegre durante as semanas epidemiolégicas 16, 17, 18 e 19.
Todas as amostras foram previamente analisadas e apresentaram-se positivas para

dengue virus.
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A fim de validar os ensaios padronizados em amostras controle, o RNA extraido de
culturas virais e armazenado em freezer -20°C foi utilizado como molde para a reagéao

de detecgéo de dengue virus.
A reacgao e a ciclagem utilizadas foram as mesmas descritas no item 1.5.2.
Foi possivel avaliar a amplificacdo de todas as amostras submetidas ao teste de

validagdo em amostras de campo, como mostra a figura 18. A tabela 13 mostra os

valores de Cq para cada uma das amostras testadas.

Amplification Plot

W CENV

Figura 18: Perfil logaritmico da curva de amplificacdo de amostras de campo previamente testadas e positivadas
para dengue virus. Anadlise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis



73

Tabela 13 — Cq obtidos através das analises de RT-PCR para detecgdao de DENV em amostras de

campo
ID VIRUS Cq RPL32
7 DENV 20,5 18,9
8 DENV 19,9 19,3
9 DENV 22,3 19,8
10 DENV 18,4 20,8
11 DENV 19,4 19,6
12 DENV 20,5 20,0
13 DENV 19,1 21,3
14 DENV 23,2 19,7
15 DENV 17,9 19,6
16 DENV 21,2 19,0
17 DENV 19,1 19,4
18 DENV 19,8 19,3
19 DENV 203 18,4
20 DENV 18,1 19,0
21 DENV 21,5 19,2
22 DENV 20,2 19,6
23 DENV 28,6 19,8
24 DENV 23,1 19,3
25 DENV 19,0 20,0
26 DENV 22,3 18,9
27 DENV 19,2 18,8
28 DENV 18,1 19,6
29 DENV 17,5 19,4
30 DENV 18,9 19,3
CcP DENV2 19,5 18,8
CN N/A - 21,4
MIX N/A - -

ID: Identificagdo da amostra; DENV: Dengue virus; DENV2: Dengue virus 2; CP: Controle positivo; CN:

Controle negativo; N/A: Nao se aplica

11.2 Amostras de campo positivas para zika virus

Dentre todas as amostras escolhidas para o teste de validagdo em amostra de campo,

apenas uma era positiva para zika virus. As informacdes do exemplar utilizado para

esta validagao estao descritas na tabela 2.

A amostra coletada em 2017 e analisada na semana epidemiolégica do mesmo ano

teve seu RNA extraido preservado em freezer -80°C, a fim de evitar que o material

genético fosse degradado, impossibilitando analises futuras.

O material foi entdo reanalisado sob as mesmas condi¢gbes de reagédo e ciclagem

descritas no item 1.5.2 e é possivel observar a curva de amplificacdo para esta

amostra na figura 19, que mostra a amplificagdo da amostra de campo na curva mais
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a direita do grafico e controle positivo com amplificagdo em ciclo anterior ao da

amostra.
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Figura 19: Perfil logaritmico da curva de amplificagdo a de amostra de campo previamente testada e positivada
para zika virus. Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis

A tabela 14 mostra o valor de Cq encontrado para esta validacao.

Tabela 14 — Cq obtidos através das analises de RT-PCR para detecgido de ZIKV em amostra de
campo

ID VIRUS Cq RPL32

1 ZIKV 31,1 21,4
CcP ZIKV 23,2 20,8
CN N/A 0 21,9
MIX N/A - -

ID: Identificagdo da amostra; ZIKV: Zika virus; CP: Controle positivo; CN: Controle negativo; N/A: N3o se aplica

11.3 Amostras de campo positivas para chikungunya virus

As cinco amostras de campo anteriormente analisadas e consideradas positivas para
chikungunya virus estavam preservadas em freezer -80°C e foram utilizadas com

objetivo de validar o ensaio anteriormente padronizado.

O grafico de amplificacdo mostrado na figura 20 mostra as sete curvas sigmoéides
geradas pelo software QuantStudio Design&Analysis, evidenciando a amplificagéo de
cinco fragmentos especificos para chikungunya virus e dois controles positivos. A

tabela 15 mostra o Cq de cada amostra.
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Amplification Plot
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Figura 20: Perfil logaritmico da curva de amplificagcdo a de amostras de campo previamente testadas e positivadas
para chikungunya virus. Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis

Tabela 15 — Cqs obtidos através das analises de RT-PCR para detec¢ao de CHIKV em amostras
de campo

ID ViRUS Cq RPL32
2 CHIKV 26,4 18,7
3 CHIKV 30,9 18,6
4 CHIKV 27,5 18,9
5 CHIKV 26,0 19,7
6 CHIKV 28,1 21,8
CP1 CHIKV 19,2 20,6
CP2 CHIKV 18,1 20,8
CN N/A 0 21,6
MIX N/A - -

ID: ldentificacdo da amostra; CHIKV: chikungunya virus; CP1: Controle positivo 1; CP2: Controle
positivo 2; CN: Controle negativo; N/A: N3o se aplica.

12 Reagao duplex em amostras controle

12.1 Deteccao dengue e chikungunya virus

Com o objetivo de avaliar a detecgao de dois alvos em um uUnico ensaio, foi montada
a reacao RT-gPCR duplex a partir do uso de sondas e iniciadores especificos para

dengue e chikungunya virus.

Para esta fase do estudo foram utilizados os volumes extraidos de RNA viral para
dengue e chikungunya. O teste foi conduzido em duplicata e foi avaliada a possivel

amplificagdo de controle negativo e mix.
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A figura 21 mostra a amplificacdo dos dois alvos, sem amplificacdo dos controles

negativos enquanto a tabela 16 exibe os valores de Cq para cada ensaio e suas

respectivas médias.
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Figura 21: Perfil logaritmico da curva de amplificagdo de RT-qPCR duplex para dengue e chikungunya virus.

Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis.

Tabela 16 — Cq obtido através da analise de RT-PCR para detec¢cao de DENV e CHIKV em
amostras controle

AMOSTRA Cq MEDIA Cq
DENV2 16,4
DENV2 16,1 16,2
CHIKV 20,1
CHIKV 19,1 19,6
CN N/A
CN N/A N/A
MIX N/A
MIX N/A N/A

DENV2: Dengue virus sorotipo 2; CHIKV: Chikungunya virus; CN: Controle negativo, N/A: sem amplificacdo

O ensaio mostra boa amplificacdo para os dois alvos, com valor de ARn maior para

dengue e amplificac&o satisfatoria para chikungunya.

12.2 Detecgao de dengue e zika virus

A reacao para deteccao de dengue e zika virus foi montada com objetivo de identificar,
em reagao unica, os dois alvos. Para este ensaio foi considerada a diminuigao da

concentracado de iniciadores de dengue, por ser o mais favorecido, e aumento da



44

concentracado dos iniciadores para zika, conforme orientagdo fornecida na bula do
fabricante de mastermix. As concentragbes finais para cada um dos dligos estédo
descritas na tabela 4 do item 1.8.1.

Realizado em duplicata, foi possivel verificar a amplificagédo dos dois alvos. A figura
22 mostra a amplificagao para dengue virus e zika virus. Os resultados de Cq obtidos

no ensaio sdo mostrados na tabela 17.
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Figura 22: Perfil logaritmico da curva de amplificacdo de RT-qPCR duplex para dengue e zika virus. Analise
realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis.

A diminuicdo da concentragdo do oligo para detecgdo de dengue virus deslocou as
curvas de amplificacdo para direita, com valores de Cq mais altos, o que nao foi
impeditivo para visualizacdo da curva. O ensaio de zika também apresentou Cq

deslocado, porém visivel, mesmo em maior concentragado na amostra.

Tabela 17 — Cq obtido através da analise de RT-PCR para detec¢ao de DENV e ZIKV em amostras
controle

AMOSTRA Cq MEDIA Cq
DENV1 24,6
DENV1 23,1 23,8
ZIKV 25,9
ZIKV 26,1 26
CN N/A
CN N/A N/A
MIX N/A
MIX N/A N/A

DENV2: Dengue virus sorotipo 1; ZIKV: Zika virus; CN: Controle negativo, N/A: sem amplificacdo
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12.3 Detecgao de zika virus e chikungunya virus

A reacgao duplex para zika e chikungunya foi desenhada para detecgéo destes dois
alvos simultaneamente. Com o intuito de garantir a amplificagdo para o ensaio de zika,
os oligos foram adicionados em maior concentragcdo, com o cuidado de nao

apresentarem emissao de fluorescéncia nos controles negativos quando analisados.

E possivel verificar as curvas de amplificagdo para ambos os ensaios, com valores de
Cq dentro do esperado. A emissao de fluorescéncia também se mostrou adequada
para o ensaio de zika, podendo ser bem observada na figura 23. Os valores de Cq

sdo demonstrados na tabela 18.

Amplification Plot
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Figura 23: Perfil logaritmico da curva de amplificagcdo de RT-qPCR duplex para zika e chikungunya virus.
Analise realizada pelo software Quantstudio Design & Analysis.

Tabela 18 — Cq obtido através da analise de RT-PCR para detecgédo de ZIKV e CHIKV em amostras
controle

AMOSTRA Cq MEDIA Cq

CHIKV 20,7

CHIKV 19,9 20,3
ZIKV 22,0

ZIKV 22,2 221
CN N/A

CN N/A N/A
MIX N/A

MIX N/A N/A

ZIKV: Zika virus; CHIKV: Chikungunya virus; CN: Controle negativo, N/A: sem amplificacdo
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A padronizagao do ensaio para detecgao de zika virus se mostra o mais desafiador,
pois dentre todos os testes € 0 que apresenta fluorescéncia menor e amplificacbes
tardias, mesmo que as concentragdes de seus iniciadores sejam favorecidas frente a

outros alvos.

13 Reacgao duplex em amostra de campo

Apos a montagem de reagdes para deteccado de dois alvos simultaneos (i: dengue e
chikungunya; ii: dengue e zika e iii: zika e chikungunya), foram realizados testes com
o objetivo de observar a amplificagdo em amostras de campo anteriormente validadas
em ensaios singleplex. As amostras escolhidas para esta fase do estudo foram

previamente descritas na tabela 7.

Enquanto as amostras contendo virus controle, utilizadas como controles positivos da
reacao, apresentaram amplificacdo com Cq muito proximos aos relatados na fase de
padronizacao, nido foi possivel avaliar curvas que ultrapassassem o threshold nas

amostras de campo contendo mosquitos Aedes aegypti.

Buscando elaborar uma alternativa que pudesse proporcionar amplificacdo nas
amostras contendo mosquitos, foram realizadas novas purificagdes nos exemplares
positivos para dengue, adicionando ao protocolo de extragdo mais uma etapa de
lavagem, com intuito de diminuir a presencga de possiveis inibidores. Tais amostras
foram novamente submetidas a testes singleplex e duplex, e somente apresentaram

resultado para reacbes com uso de sondas e iniciadores individuais.
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DISCUSSAO

As arboviroses sdo um grande problema para a saude publica. O Brasil, um pais de
extensdes continentais, com elevado fluxo de pessoas, ampla distribuicdo do
mosquito Aedes aegypti e clima favoravel para a reproducao destes vetores enfrenta

um enorme desafio na tentativa anual de prevenir surtos ou epidemias.

Estudos que analisam o impacto das arboviroses para os cofres publicos mostram que
o Brasil é o pais que mais sofre com perdas econémicas dentre os paises do ocidente,
com valores aproximados de US$ 1,5 bilhdo por ano, onde séo considerados custos
ambulatoriais, hospitalizacdes e morte. E sabida a existéncia da escassez de registros
de vigilancia epidemioldgica, com suas conhecidas limitacdes (subnotificacdes, casos
assintomaticos, acuracia limitada dos critérios clinicos-epidemiolégicos) que refletem

no acobertamento da real magnitude das epidemias no Brasil.

Dados apontam o desembolso de R$2,3 bilhdes em custos diretos e indiretos para
epidemias de dengue (Teich et al, 2018). Quando avaliado o impacto dos casos de
zika no periodo de 2015 a 2017, os custos contabilizados para o pais mostram valores
de US$4,6 bilndes, com gastos na manutengdo de centros especializados em
reabilitagdo para sindromes congénitas que, na época, foram atribuidas ao zika virus
(Frasao et al, 2017). Estudos que quantifiquem os impactos econdmicos gerados pela
febre chikungunya no Brasil ainda sao escassos, mas dados 2016 mostram valores
de R$123 milhdes relacionados ao absenteismo, devido as dores articulares

persistentes nos individuos acometidos pela doenga (Teich et al, 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda que esforcos para implementagao da
vigilancia entomoldgica e epidemiolégica devam ser consideradas, a fim de trazer
orientagdes técnicas extensivas para os gestores de saude, auxiliando-os, a partir dos
dados gerados, na tomada de decisdo. Compreender a capacidade de uma espécie
de mosquito ser infectada e transmitir o virus se torna um elemento critico na avaliagéo

do risco epidemiologico das populagdes locais (Xu et al, 2020).

A Ecovec atualmente comercializa um servigo de Monitoramento Integrado do Aedes

que atende os objetivos da OMS e ja é ofertado a diferentes municipios. Seu objetivo
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€ integrar diversos dados gerados semanalmente e informar as autoridades de saude
sobre a presenca e densidade do vetor adulto em determinadas areas geograficas,
além de facilitar o direcionamento das a¢des de controle baseadas nas areas de maior
risco de transmissao (Pepin et al, 2015). Adicionalmente, os mosquitos capturados
nas armadilhas espalhadas na mancha urbana da cidade sdo enviados para o
laboratério de biologia molecular da empresa e analisados quanto a presenga de
dengue, zika e chikungunya, permitindo a geragao de alertas de circulagdo viral e
antecipando possiveis surtos (Eiras et al, 2018). A eficacia das ag¢des pode ser
avaliada continuamente, uma vez que, a cada semana, novas informagdes
entomoldgicas sao disponibilizadas. O fluxo de trabalho proposto pela Ecovec pode

ser visto na figura 24.

Levantamento de
infestacdo

Andlise de RT-
Andlise de impacto qPCR em
das a¢Oes de - amostras de
controle semanal Aedes aegypti

(52x ao ano)

Figura 24: Etapas do Monitoramento Integrado do Aedes, Ml Aedes®. Adaptado de Ecovec 2022.

A andlise de RT-PCR em tempo real em mosquitos coletados pelas armadilhas
Mosquitrap® é parte do sistema do Monitoramento Integrado do Aedes, e o presente
estudo buscou padronizar ensaios para detecgdo de dengue, zika e chikungunya a
partir da utilizagdo de sondas fluorogénicas, visando substituir o sistema de detecgao
hoje utilizado pelo laboratério de biologia molecular da Ecovec.
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Atualmente o Laboratério de Biologia Molecular da Ecovec utiliza o Sybr Green como
sistema de detecgdo para realizar as analises de dengue, zika e chikungunya, e,
apesar apresentarem bons resultados, fatores como longo tempo de ciclagem e
consequente demora para liberacdo de resultados, dimerizacdo de iniciadores
levando a interpretagéo errbnea dos dados gerados e possibilidade de incremento de
sensibilidade na reacao foram determinantes para avaliagdo de novas metodologias

para detecg¢ao de patdgenos.

Com intuito de diminuir o tempo e custo do projeto na fase de padronizagdo dos
ensaios, as sondas fluorogénicas foram desenhadas e sintetizadas baseadas nos

iniciadores para detecg¢ao de dengue, zika e chikungunya ja utilizados no laboratorio.

Para o desenho das sondas, foram levados em consideracédo diversos parametros
descritos na literatura, dentre eles o tamanho dos fragmentos sintetizados, que
deveriam ter entre 18 a 30 nucleotideos, (DENV probe: 25bp; CHIKV probe: 28 bp;
ZIKV probe: 28bp), conteudo G/C préximo de 50% (DENV probe: 52%; ZIKV probe:
48,4%; CHIKV probe: 46,4%) e temperatura de anelamento (Tm) maior que a Tm dos
iniciadores ja utilizados. Apds a analise in silico, as sondas para dengue, zika e

chikungunya foram sintetizadas.

Para a fase de padronizacdo dos ensaios individuais, foram realizados testes para
avaliar as melhores condi¢cdes de amplificagdo na RT-gPCR em tempo real, tais como
melhor concentragdo de iniciadores e sondas e condi¢cdes de ciclagem. A bula do
fabricante do mastermix utilizado no estudo recomenda que as sondas estejam com
concentracédo final de 150 a 250 nM na reagdo. Resultados mostraram que a
concentragéo de 150 nM da sonda para o ensaio de DENV era satisfatéria, e esse
valor foi utilizado no estudo. Para zika e chikungunya, a concentracdo que obteve

melhores resultados foi de 250 nM.

Analises realizadas mostraram que o coeficiente de correlagdo dos ensaios
apresentou valores acima de 0,97, indicando boa confianga ao correlacionar valores
de Cq e a quantidade de amostra. A eficiéncia das reagdes variou de 96,79% a
107,12% (tabela 8), todos dentro da faixa aceitavel para a fase de padronizagédo dos

ensaios.
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Também foi necessario determinar se as sondas desenhadas eram especificas e se
havia reacao cruzada entre elas. Apos varios ensaios executados para este fim, foi
verificado que nenhuma sonda era capaz de emitir fluorescéncia quando submetidas
a testes com iniciadores nao especificos, e ndo foi observada amplificagdo quando
realizados testes com virus alheios ao protocolo de detecgdo para que foram

desenvolvidas.

A partir dessas analises e ensaios foi que se padronizou o protocolo padrao para os

testes que foram executados em amostras contendo mosquitos Aedes aegypti.

Para a fase de validacdo em campo, as 30 amostras descritas na tabela 2 foram
utilizadas e todas apresentaram boa amplificagao para seus ensaios (tabela 13, 14 e
15; figura 18, 19 e 20), confirmando os resultados obtidos pela detecgcdo com Sybr
Green (dados ndo mostrados). Nao foi possivel estabelecer analise comparativa das
duas metodologias (uso de agentes intercalantes e sondas fluorogénicas), pois o
volume de amostra purificada disponivel ndo seria suficiente para suprir as demais
fases do estudo.

A amostra positiva para zika virus apresentou Cq mais elevado (31,1), e para
descartar a possibilidade de amplificagdo por DNA genémico na amostra foi realizado
um teste sem adicdo da enzima transcriptase, que nao apresentou resultado positivo
(dados ndao mostrados). Foi elaborado um teste com maior volume de mix, a fim de
observar melhoria no Cq da amostra de campo, mas nao houve ganho consideravel
que justificasse a utilizagdo de mais reagentes para deteccado de ZIKV. Foi entédo
levantada a hipotese de uma possivel degradagao do material analisado, visto que a

amostra estava armazenada em freezer -80°C desde 2017.

Durante a fase de validacdo em amostras de campo foi observado que as curvas para
deteccao de DENV apresentaram Cq menores, se comparadas as curvas de ZIKV e
CHIKV. Essa tendéncia também pode ser vista em diversos estudos que buscam
determinar um limiar de dose infecciosa minima necessaria para infeccdo em
mosquitos (Powers et al, 2017; Vazeille et al, 2019; Xu et al, 2020). Tais estudos
mostram que a carga viral necessaria para infectar Aedes é maior para dengue (10*

UFP), enquanto zika é o que circula com menor carga viral e titulos de 103 UFP s3o
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suficientes para infectar o mosquito e iniciar o ciclo de disseminagao e transmissao

viral no Aedes.

Para as reacgdes biplex optou-se por fixar a concentragao das sondas em 250 nM para
todos os ensaios, visto que outros grupos que adotaram essa estratégia obtiveram
sucesso em suas analises. A concentracao mais elevada de iniciadores nos ensaios
menos favorecidos, recomendacao do fabricante do mastermix, foi o ponto de partida

para a padronizagao desta fase.

Observa-se que o ensaio biplex para DENV e CHIKV em amostras controle é o que
apresenta melhores resultados, com maior emissdo de fluorescéncia e Cq mais
precoce (DENV: Cq médio de 16,2 e CHIKV: Cq médio de 19,6). A reagao biplex para
DENV e ZIKV mostra um inesperado deslocamento de Cq para os dois alvos e nao foi
encontrado um motivo plausivel que pudesse explicar tal resultado. Um teste realizado
nivelando a concentracdo dos iniciadores na reacdo nao demonstrou qualquer
melhoria no resultado. Quando ZIKV é analisado com CHIKV, ha boa amplificacdo
para os dois ensaios, com média de Cq 22,1 para o ensaio de ZIKV e média de Cq de
20,3 para CHIKV.

Lastimavelmente, quando as amostras de campo foram submetidas as analises
biplex, nao foi possivel verificar as curvas de amplificagdo que acusam o sucesso da
reagcdo. Todos os testes conduzidos nessa fase s6 apresentaram resultados em
amostras controle. As amostras de dengue, mais abundantes no laboratério, foram
submetidas a novas purificagdes, considerando a hipotese de que possiveis inibidores
poderiam justificar o insucesso dessa fase, mas os resultados persistiram.

N&o é a primeira vez que o Laboratorio de Biologia Molecular testemunha resultados
que nao amplificam amostras de campo. Em 2018 uma empresa de diagnostico
enviou para a Ecovec um kit trioplex para detec¢ao simultdnea de dengue, zika e
chikungunya, e os resultados foram semelhantes aos que obtivemos neste estudo. Os
controles fornecidos pelo kit comercial amplificavam, mas as amostras de campo nao

apresentavam resultado.
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Quando amostras controle foram testadas para o ensaio multiplex, s6 houve
amplificagdo para o ensaio de CHIKV e discreta amplificagdo para DENV (dados nao

mostrados).
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CONCLUSOES

1 — Foi possivel padronizar reacdes para detecgao de DENV, ZIKV e CHIKV, a partir
da utilizagdo de sondas fluorogénicas.

2- As sondas sao especificas ao seu tipo viral, ndo ocorrendo reagao cruzada com os
demais virus utilizados no presente trabalho.

3 — Os ensaios padronizados se mostraram sensiveis, a ponto de apresentarem
curvas de amplificacdo para concentragdes de 10 UFP para zika e chikungunya e 1
UFP para dengue virus.

4 — Foi possivel validar ensaios individuais em amostras de Aedes aegypti.

5 — As reagdes duplex para DENV/CHIKV, DENV/ZIKV e CHIKV/ZIKV funcionam em
amostras controle.

6 — Foi possivel realizar a substituicdo completa da metodologia Sybr Green no
Laboratério de Biologia Molecular da Ecovec pela metodologia Tagman.

7 — Estudos ainda sao necessarios para validar reagdes duplex em amostras de
campo.

8 — O desenvolvimento de métodos para deteccao precoce de DENV, ZIKV e CHIKV
pode auxiliar no controle da doenca pela ado¢gdo de medidas de bloqueio em um

estagio onde a transmissao ainda € inicial.
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