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Resumo:

Introducio: A dengue ¢ uma arbovirose causada por um virus de RNA da familia
Flaviviridae, diferindo-se em quatro sorotipos (DENV 1-4). Dessa forma, a infec¢do por
um sorotipo ndo confere imunidade contra os demais, podendo a doenca ser contraida até
quatro vezes. Além disso, infeccdes subsequentes associam-se a manifestagdes clinicas
graves, incluindo quadros hemorragicos. A transmissdo da dengue se da através da picada
de mosquitos do género Aedes. No Rio Grande do Sul (RS), em especial nas regides dos
Vales do Rio Pardo e Taquari, observa-se, na ultima década, um aumento da infestacdo
pelos mosquitos Aedes aegypti € um incremento nos casos de dengue, com registros de
transmissdo autdctone. Esse cenario tem sido agravado por desastres climaticos recorrentes,
como enchentes e ondas de calor, que criam condi¢des favoraveis para a proliferacao do
vetor e ampliam o risco de transmissdo viral. Portanto, compreender a dinamica viral em
uma regido ¢ de suma importancia para a tomada de decisdes preventivas e para minimizar
o impacto sobre os sistemas publicos de saude. Ademais, identificar a circulagdo dos
sorotipos virais nos vetores da dengue, ao longo de seus estagios de desenvolvimento, pode
esclarecer os mecanismos de circulagdo e manutengdo do virus no ambiente durante os
intervalos entre surtos e permitir identificar formas alternativas de transmissdo, como a
transovariana e venérea entre os vetores. Objetivo: Padronizar a extracdo de RNA ¢ a
reacdo de cadeia da polimerase em tempo real com transcri¢do reversa (RT-qPCR) para
detecgdo de dengue e identificagdo dos seus sorotipos em ovos, larvas e mosquitos adultos
do género Aedes spp., bem como investigar a presen¢a do virus em amostras coletadas no
municipio de Venancio Aires (RS), Brasil. Metodologia: A extragdo foi realizada utilizando
MagMAX CORE Kit em extrator automatico (EXTRACTA 32, Loccus), e a amplificacdo
com AgPath-ID One-Step RT-PCR Reagents, usando probes e primers especificos para
cada sorotipo. O gene rpL8 e oligos sintéticos de cada sorotipo viral foram utilizados como
controle positivo (CP) de reacdo. Resultados: Foi possivel amplificar o 7pL8 nas diferentes
matrizes, evidenciando o sucesso na extracdo de acidos nucleicos. O ensaio se mostrou
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especifico (negativo para Chikungunya e positivo para DENV 1-4). Além disso, amostras
de ovos, larvas e mosquitos contaminados com o CP sintético apresentaram amplificagdo
para os 4 sorotipos e rpLS8, demonstrando a ndo interferéncia das diferentes matrizes
bioldgicas. A curva padrdo para o DENV 1 permitiu determinar que o método ¢ capaz de
amplificar amostras com até 10* copias mL™!. Entre as amostras de campo coletadas em
Venancio Aires, 72% correspondiam a larvas e 28% a ovos, todas negativas para dengue.
Portanto, esse trabalho piloto subsidiard ensaios futuros com maior nimero de amostras
oriundas de Venancio Aires, bem como, de outros municipios da regido dos Vales do Rio
Pardo e Taquari, ampliando o monitoramento ¢ a compreensdo da circulagdo viral em
populacdes de Aedes spp. Além disso, a padronizacdo dos ensaios de RT-qPCR em ovos de
Aedes estd alinhada as recentes mudangas nas estratégias de vigilancia da dengue, que
incluem a implementacdo de armadilhas Ovitrampas. Conclusdo: Os dados resultantes
serdo incluidos em uma plataforma digital integrada contendo dados entomologicos,
gendmicos e epidemioldgicos da dengue, que servira de base para agdo de equipes de
controles de endemia dos municipios parceiros.
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