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RESUMO

KAWABATA, Edson K. Monitoramento e andlise da circulacéo viral de Culicidae
(Diptera) adultos no municipio de Sertanépolis, Parand, Brasil. 2024. 48p.
Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

Doencas e agravos a saude humana ndo sdo ocorréncias aleatdrias, portanto sdo
passiveis de prevencdo ou mitigacdo. Das morbidades relacionadas a patégenos,
pode-se inferir que, além de sua associac¢ao histérica com a humanidade, muitas
ocasionam cada vez mais problemas para a saude publica. Dentre estes patdégenos,
os arbovirus tem destaque, principalmente pela sua relacdo aos processos de
urbanizacdo e uso da terra, tendo os de maior preocupacao médica, transmissao por
vetores sinantropicos, como nos casos dos virus da dengue, Zika e chikungunya. No
contexto do Brasil, duas espécies do género Aedes e uma do género Culex tem
relevancia pelo seu potencial em transmisséo vetorial, denotando a necessidade se
estudar esses vetores a as arboviroses no meio urbano. O presente estudo teve como
objetivo realizar um monitoramento viral em culicideos adultos na cidade de
Sertanodpolis, no norte do estado do Parana, Brasil, principalmente devido ao
crescente aumento de casos de arboviroses, com destaque para dengue, em todo o
Parana e territério nacional, incluso o municipio de estudo. Para tanto, em um periodo
de seis meses, foram realizadas capturas mensais de adultos em sete pontos
amostrados onde, ao final, foi obtido o total de 455 adultos de Culex spp., Aedes
albopictus e Aedes aegypti. As fémeas de Ae. aegypti foram testadas para presenca
de DENV (1-4), ZIKV e CHIKV, porém sem resultados positivos. Valores de
abundéncia de individuos capturados foram relacionados entre as diferentes espécies
e variaveis climaticas, observando uma forte correlacdo inversa entre ndamero
amostrado mensal e temperatura. Ao final do estudo, destaca-se a importancia do
monitoramento continuo de Culicidae vetores como medida para preservar a saude
da populacéo local, além de ser um importante pesquisa, provendo dados continuos
para diversos estudos sobre estes vetores e uma adicional ferramenta que contribui

para as atividades do Plano Nacional de Combate a Dengue.

Palavras-chave: Aedes aegypti, arbovirus; influéncia climatica, mosquito.



ABSTRACT

KAWABATA, Edson K. Monitoring and analysis of virus circulation of adults
Culicidae (Diptera) in Sertandpolis, Parana, Brazil. 2024. 48p. Course Conclusion

Paper (Graduation in Biologic Science) — State University of Londrina, Londrina, 2024.

Diseases and health conditions are not random occurrences, consequently, they are
susceptible to prevention or mitigation. Among the morbidities related to pathogens, is
inferred the existence of an historical association with humanity, when their occurrence
has increased in the time being, causing several population health problems. In
addition, arbovirus are highlighted between those pathogens, due to their high
relationship with urbanization and land use increase. Most of them, mostly those with
medical concerns, are transmitted by synanthropic vectors, such as dengue, Zika, and
chikungunya virus. In the Brazilian context, two species of the Aedes genus and one
of the Culex genus are notorious due to their potential for vector transmission,
highlighting the need for arbovirus and vector research in urban environments. This
research aimed to carry out viral monitoring in adult Culicidae in Sertandpolis town,
located in the north of Parana State, Brazil, due to the increasing number of
arboviruses cases, in particular dengue, throughout Parana and Brazil nationwide,
including Sertandpolis. In this pursuit, over a period of six months, adults have been
monthly captured in seven places, resulting in a total of 455 Culex spp., Aedes
albopictus, and Aedes aegypti adults captured at the end of this interval. Females of
Ae. aegypti were tested for DENV (1-4), ZIKV, and CHIKV presence but none of them
showed a positive result. The captured individual’s abundance values were related to
their specie’s taxonomy value and climatic variables, resulting uniquely in a strong
inverse correlation between the monthly sampled adult's abundance number and
ambient temperature. At the end of the study, was reported the importance of
continuous Culicidae vector monitoring as a measure to preserve the local population
health and, in addiction, this work could generate continuous vectors data for several
studies of those mosquitos, and it is able to contribute to the National Plan of Dengue

Combat activities.

Keywords: Aedes aegypti; arbovirus; climate influence, mosquito.
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1 INTRODUCAO

A epidemiologia € o ramo da ciéncia que estuda as distribuicdes de doencas
e seus determinantes, tendo como uma de suas premissas a afirmacédo de que
doencas e demais eventos de agravos a saude ndo sao ocorréncias aleatérias do
acaso. As interacdes do agente, do hospedeiro e do proprio ambiente sdo de extrema
relevancia para se entender como diferentes doengas séo distribuidas e como os
agentes etiolégicos interagem dentro de uma populagédo. No entanto, ao se estudar
doencas como dengue, chikungunya e Zika, causadas por diferentes virus de grande
interesse médico, um quarto fator tem um importante papel nessas relacdes, o vetor
(Chouin-Carneiro; Santos, 2017; WHO, 2024).

Os Patogenos transmitidas por vetores sédo responsaveis pela morte de mais
de 700 mil pessoas anualmente, onde dessas, pelo menos 17% estdo relacionadas
ao virus da Dengue, transmitida por um mosquito da familia Culicidae. Esses virus
transmitidos por artrépodes, ou arbovirus, representam um enorme risco a saude de
toda a populacdo. Sé no Brasil, para dengue, chikungunya e Zika, as arboviroses de
maior ocorréncia no pais, foram registradas mais de 4,2 milhdes de sé no primeiro
trimestre de 2024, todas transmitidas principalmente por culicideos (OPAS, 2024;
WHO, 2024;)

Para compreensao da relacdo das arboviroses mencionadas anteriormente
com a populacéo de determinado local, é de extrema importancia se estudar a biologia
e ecologia das relacdes dos patdgenos, dos vetores, dos hospedeiros e do ambiente.
Sabe-se que nas espécies de culicideos vetores, fémeas realizam hematofagia (seja
obrigatdéria — anautdgena, ou facultativa) com o objetivo principal a obtencdo de
nutrientes para maturacdo dos ovos e, que durante esse processo, caso a fémea
venha a picar um hospedeiro infectado, ha chances de ela contrair virus, protozoarios
ou nematoides e, consequentemente, veicula-los nos préximos repastos sanguineos.
Ao levar em consideracdo que algumas espécies tém preferéncia por sangue humano,
a situacdo se torna mais agravante, evidenciando a necessita de constante
monitoramento vetorial (Consoli; Oliveira, 1994; Rueda, 2008; Wilkerson, 2015;
Guedes, 2017).

Diante deste problemética, o presente estudo teve o objetivo de realizar um

monitoramento viral em adultos de Culicidae vetores capturados na area urbana de



12

Sertanopolis, localizado na regido Norte do Estado do Parana, Brasil. Acrescenta-se
ainda, identificar culicideos vetores do género Aedes e Culex, obtendo suas taxas de
presenca e suas relacdes no ambiente urbano, somadas a verificacdo da influéncia

de variaveis climéticas na abundancia de culicideos no municipio.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Culicidae

Os culicideos pertencem ao Filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera,
subordem Culicomorpha e familia Culicidae (Meigen, 1818); compreendendo um total
de 3726 espécies reconhecidas (Harbach, 2024). Esses insetos sdo popularmente
conhecidos como mosquitos, pernilongos e bicudos, constituindo uma familia diversa,
com presenca marcante em muitos ecossistemas, incluindo ambientes antropicos
(area urbana, periurbana e rural) (Silva, 2002; Rueda, 2008). De acordo com Silva
(2002), a presenca de culicideos em diferentes ecossistemas esta relacionada a sua
capacidade de transitar entre ambientes. O ciclo de vida desses animais é
holometébolo, dividido em quatro estagios: ovo, larva (com quatro instares), pupa e
adulto (Rueda, 2008) — (Figura 01).

Figura 1 - Imagens de diferentes estagios de desenvolvimento de Culicidae. (A)
Ovos de Anopheles spp.; (B) Ovos de Culex spp.; (C) Ovos de Aedes spp.; (D)
Larvade Aedes spp.; (E) Larvade Anopheles darlingi; (F) Pupade Culicidae com
as principais estruturas anatémicas.

Fonte: Zequi et al., 2021
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2.1.1 Ovos

A postura dos ovos esta intimamente relacionada a agua, onde podem ser
identificadas quatro estratégias: Deposi¢cdo de ovos isoladamente, pairando sobre a
agua, como no exemplo do género Anopheles Meigen, 1818; deposicdo em grupos,
na forma de “jangadas” de ovos na superficie da agua, como em Culex Linnaeus,
1758; deposicao na superficie de vegetacdo, muitas vezes abaixo do nivel da 4gua,
em Mansonia Blanchard, 1901; e deposicdo em substratos sujeitos a inundagdes
intermitentes, como visto em Aedes Meigen, 1818. Dadas as diferentes estratégias,
ovos de culicideos podem ser encontrados em diversos criadouros, tanto os naturais,
como no interior de bambus e acumulos de 4gua em axilas de Bromeliaceae, quanto
os artificiais a exemplo de potes de plastico e pneus com acumulo de 4gua (Service,
1995; Zequi et al., 2005; Silver, 2007).

Ovos dos mosquitos apresentam formato eliptico ou oval, com aspecto
alongado. No ambiente, muitos podem ser encontrados com uma coloragao
escurecida, com excecao de ovos inférteis ou recém ovipositados. A casca desses
ovOoS é uma estrutura de grande interesse biologico pois, nas espécies que depositam
ovos fora da &gua, além de prover resisténcia mecanica, também garante uma
resisténcia a dessecacdo. No caso da espécie Aedes aegypti Linnaeus, 1762, essa
resisténcia os torna viaveis por periodos muito prolongados, podendo chegar a até
mais de um ano. A casca também permite passagem de gases respiratério e é
constituida por uma membrana vitelina interna e um céreo, formado por um endocério
grosso e endurecido, e um envoltorio externo, fino e transparente denominada

exocorio (Consoli; Oliveira, 1994).

2.1.1 Larvas e pupas

Com a eclosédo dos ovos, considerada quando ocorre o rompimento do corio
(Forattini, 1996), da continuidade ao estagio larval e posterior de pupa, ambas

aguaticas. As larvas tém um corpo vermiforme e segmentado, com cerdas dispostas
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simetricamente. Larvas realizam respiracdo retirando oxigénio do ar, e para tal,
possuem espiraculos abdominais nos quais, na subfamilia Culicinae, estdo
localizados no final de estruturas tubulares denominadas de sifdo ou tubo respiratério,
e devido a esta caracteristica morfologica, para respirarem, se posicionam
verticalmente em relacéo a superficie da agua, com a extremidade final do sifao na
superficie. No caso da outra subfamilia, a Anophelinae, por ndo possuirem o sifao, se
posicionam horizontalmente em relagédo a superficie da agua para respirarem. Outro
comportamento também interessante a ser notado em relagdo as larvas dentro de
criadouros, € que guando ameacadas elas formam grupos larvais aglomerados
(Forattini, 1962; Consoli; Oliveira, 1994; Service, 1995; Rueda, 2008).

Larvas possuem 4 instares de desenvolvimento, que ao ser completo, tornam-
se pupas. As pupas tém um corpo no formato de virgula, com coloracdo similar a de
sua forma larval quando recém-formada, escurecendo ao se aproximar da concluséo
da metamorfose. Nesta fase as pupas ndo mais se alimentam e tém o comportamento
de ficarem préximas a superficie da agua, paradas, para respirarem pelas trompas
respiratérias, estruturas alongadas e afuniladas localizadas na regido dorsal do
cefalotorax. As larvas se tornam extremamente moveis quando perturbadas (Consoli;
Oliveira, 1994; Service, 1995; Rueda, 2008).

A duracéo das fases de desenvolvimento que compreendem da larva e pupa
até sua fase adulta variam entre géneros, podendo ser de uma a trés semanas nas
larvas e de um a trés dias para a fase de pupas. Condigbes como temperatura, espaco
disponivel e presenca de alimento influenciam diretamente no seu desenvolvimento,
podendo afetar ndo s6 o proprio tempo do seu ciclo, acelerando ou retardando, mas
também a fertilidade dos adultos. O comportamento de aglomeracdo das larvas
também foi discutido como fator que pode influenciar em sua taxa de sobrevivéncia e
tempo de desenvolvimento (Bergo et al., 1990; Consoli; Oliveira, 1994; Service, 1995;
Zequi; Lopes, 2012).

2.1.2 Adulto

O adulto é terrestre e alado, possui uma cabeca globosa, térax comprimido

lateralmente e um abdome cilindrico revestidos, quase completamente, por escamas.
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As escamas também cobrem veias e 0 contorno das asas e 0 seu padrdo é uma
caracteristica que auxilia na identificacdo taxonémica (Consoli; Oliveira, 1994;
Forattini, 1996; Carvalho et al.,, 2012). A alimentacdo na fase adulta depende da
ingestao de carboidratos oriundos principalmente de seiva, flores e frutos, mas, no
caso de fémeas, quando no processo de ovogénese, ou para ovipositar, elas podem
adotar estratégias de alimentacdo autogéna ou anautogéna (O'Meara, 1985; Tsuiji et
al., 1990; Chambers; Klowden, 1994; Gerhardt et al., 2019).

Segundo Roubaud (1929), pode-se classificar como autdgenos 0s mosquitos
com o comportamento de ndo se alimentarem de sangue (ndo realizam repasto
sanguineo) para producdo de ovos, como 0os do género Toxorhynchites Theobald
1901, que obtém os nutrientes para oviposi¢cdo ainda no estagio larval (Donald et al.,
2020). Ja os mosquitos anautdégenos sdo aqueles com o comportamento de se
alimentar de sangue para a producédo de ovos. Algumas espécies também podem ser
consideradas autdgenos facultativas, podendo ou néo realizar o repasto sanguineo
para produzir seus ovos, seja ha primeira ovulacdo ou nas subsequentes, dependendo
das condicdes do ambiente. Diferente de hematofagia, autogenia refere-se a
alimentacdo de sangue exclusivamente para postura de ovos, ja hematofagia em si
engloba o comportamento de alimentacdo de sangue, seja esse para qualquer funcao
(Spielman, 1971; Tsuiji et al., 1990; Gerhardt et al., 2019).

A realizacdo do repasto sanguineo, além de prover nutricdo, geram uma
estimulagdo hormonal na formacéo de ovdcitos das fémeas que ingerem sangue. A
Alimentacéo anautégena também pode resultar em um aumento na producéo de ovos,
porém, se durante este processo, elas se alimentarem de hospedeiros infectados, tem
grandes chances de se tornarem potenciais vetores de agentes patogénicos como
virus, protozoarios e nematoides. Esta situacdo ressalta a importancia das atuais
pesquisas etiolégicas com foco nesses culicideos vetores (Chambers; Klowden, 1994;
Consoli; Oliveira, 1994; Wilkerson, 2015; Guedes, 2017; Oliveira, 2017a; Foster,;
Walker, 2019; Dou et al., 2022).
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2.1.3 Culicideos como vetores

Os culicideos, devido ao seu rapido ciclo reprodutivo, plasticidade genética e
valéncia ecologica, apresentam grande capacidade adaptativa. A crescente
urbanizacao e expansdes geograficas com o aumento do uso da terra e intensificacao
da agricultura somadas aos disturbios ambientais e desmatamento resultantes,
juntamente com as mudancas climéticas associadas, esta forcando muitas espécies
a migrarem para ecossistemas antropicos em busca de alimento e locais de
reproducdo. Ao se tornarem domiciliadas nesses ambientes, elas potencializam o
surgimento de novos agentes patogénicos e a circulacdo dos ja existentes. Nesta
mesma situagao, culicideos menos sinantropizados perdem seus ambientes naturais,
resultando no seu declinio populacional e até possivel extingdo local (Lopes, 1997;
Forattini et al., 1997; Taylor et al., 2001; Lindenmayer; Fischer, 2006; Jones et al.,
2008; Mayer et al., 2017).

Se tratando do cenario nas Américas, dentre os culicideos da subfamilia
Culicinae, os géneros Aedes e Culex se sobressaem por serem vetores de arbovirus,
como os da familia Togaviridae (presentes os varios virus causadores da encefalite
equina e virus da chikungunya) e familia Flaviviridae (dengue, febre amarela,
encefalite de Saint Louis, febre do Nilo Ocidental e Zika) afetando seres vivos de
diferentes ambientes. O termo “arbovirus” vem de “ARthropod BOrne VIRUS”, que
pode ser traduzido como “virus carregado por artrépodes” (Foster; Walker, 2019;
Gorris et al., 2024).

Com o estudo da ecologia desses culicideos, observou-se a presenca de
diferentes espécies vetores no mesmo ambiente urbano, a exemplo de matrizes
urbanas com presenca de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus ocupando os mesmos
nichos. Isso se deve ao fato de as duas espécies terem nitidas diferencas bioldgicas,
onde uma tem habito hematéfago mais diurno e a outros um mais noturno, além de
também se utilizarem de criadouros com caracteristicas diferentes (Consoli; Oliveira,
1994).

Outra caracteristica ecoldgica de notdria relevancia dentro desses vetores é
o fato de muitas dessas espécies apresentam grande resiliéncia em resposta as
mudancas climaticas. Projecdes considerando os efeitos das mudancas climaticas

sugerem que patdgenos transmitidas por mosquitos se espalhardo por areas que
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antes ndo eram encontradas por conta dessa caracteristica. Iwamura e colaboradores
(2020) preveem uma expansao de 2 a 6 km/ano na colonizacédo de Ae. aegypti até
2050 na América do Norte e China. Modelos de Gorris e colaboradores (2024)
preveem que, na América, Culex spp. tem grande chance de se espalhar pelo norte
do Canada e Aedes spp continuara se expandindo rumo aos pélos (lwamura et al.,
2020; Gorris et al., 2024).

2.1.3.1 Culex spp.

Os culicideos do género Culex sdo caracterizados por possuirem um corpo
de porte médio, escamas de coloracdo marrom ou clara, sem brilho metalico visto em
outros géneros. Sao espécies essencialmente noturnas, atacando aves e mamiferos,
incluindo humanos. Dentro do género, nas regides tropicais e subtropicais, incluindo
o Brasil, uma das espécies de notavel relevancia médica € o Cx. quinquefasciatus Say
1823, que pode ser também encontrada como Culex fatigans na literatura (Consoli;
Oliveira, 1994; Harbach, 2012).

Cx. quinquefasciatus, além das caracteristica de escamas com coloracéo
marrom, também apresenta faixas claras distribuidas no abdémen. Essa espécie &
vetor de patégenos como o nematddeo Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877), o maior
causador da filariose linfatica no mundo. No Brasil, essa doenca esta em processo de
erradicacdo, tendo como area endémica a regido metropolitana de Recife e o0 seu
altimo caso registrado, segundo o ministério da saude, tendo ocorrido em 2017.
Porém, um estudo conduzido por Araujo e colaboradores (2023) verificou a presenca
do nematddeo em Cx. quinquefasciatus capturados no intervalo de 2016 a 2017, em
Sédo Luiz/MA, podendo indicar que o parasita ndo esta restrito somente a cidade
Recife, apontando ainda a presenca individuos reservatérios do parasita no territério
brasileiro (Consoli; Oliveira, 1994; Wilkerson, et al., 2021; Araujo et al., 2023; Gorris
et al., 2024; Brasil, 2024).

Sobre Cx. quinquefasciatus, acrescenta-se ainda a capacidade de veiculagéo
de arbovirus, como a que ocasionam a febre do Nilo Ocidental (WNV), registrada pela
primeira vez no Brasil, em humanos, no ano de 2014, possui também um potencial de

capacidade vetorial para o virus da Zika, Encefalite de Saint Louis (SLEV), Virus da
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Encefalite Equina do Oeste (WEEV) e Virus da Febre do Oropouche (OROV) (Guedes
et al., 2017; Meireles, 2022; Gorris et al., 2024).

De habito noturno, Cx. quinquefasciatus realiza a hematofagia no crepusculo
vespertino, com um pico proximo a meia-noite, dando preferéncia principalmente a
sangue humano e, assim, sendo muito conhecida por perturbar o sono nas regides de
incidéncia. A realizacdo de estudos aprofundados sobre este mosquito € de suma
importancia, considerando seu significativo potencial como vetor e sua prevaléncia no
interior domiciliar e outros estabelecimentos urbanos. Essa espécie muitas vezes se
encontra associada a grandes criadouros artificiais com contaminacao organica,
incluindo fossas sépticas, canaletas de drenagem e esgotos abertos. A presenca
desses criadouros pode ser indicativos de problemas na infraestrutura de redes de
esgoto e falta de saneamento basico local, logo, a presenca de Cx. quinquefasciatus
pode ser indicativa desses problemas na regido (Mattingly, 1963; Consoli; Oliveira,
1994; Lara et al., 2021).

2.1.3.2 Aedes spp.

Do género Aedes, duas espécies se destacam no Brasil, Ae. albopictus
Skuse, 1894 e Ae. aegypti, ambas pela presenca em ambientes antrépicos e
capacidade vetorial, com habito diurno. Ae. albopictus geralmente € associado a areas
com maior cobertura vegetal, zonas peridomiciliares, ou areas de mata préximas a
habitacdes, enquanto Ae. aegypti tem maior presenca em ambientes intradomiciliares
e mais urbanizados com concentracao populacional (Consoli; Oliveira, 1994; Forattini,
2002; Lima-Camara, 2006).

O Ae. albopictus é nativo do sudeste asiatico caracterizado por possuir
coloracdo escura com regides de escamas brancas ou prateadas, e pela disposi¢ao
de uma faixa de escamas brancas na regido do torax. Apresenta a capacidade de
tolerar temperaturas baixas e esta presente em quase todos 0s continentes, com
excecgdo da Antartica. Devido a sua presenca em ambientes rurais e suburbanos no
Brasil, tem grande papel como potencial vetor em zonas rurais, mantendo a
manutencdao viral nessas areas (Forattini, 2002; Lima-Camara, 2006; Caminade et al.,

2012; Wilkerson et al., 2020; Swan et al., 2022).
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O Ae. aegypti é nativa da Africa, pertencente a uma subespécie com habitos
de vida mais domésticos (Ae. aegypti subespécie aegypti) (Powell; Tabachnick, 2013;
Crawford et al., 2017; Tchouassi et al., 2022). Caracterizado pela sua coloracao
escura com regides brancas, muitas vezes reconhecido pelo seu padrdo de escamas
na regiao do térax, formando um desenho branco em formato de lira. A espécie foi, e
ainda continua sendo responsavel por inUmeras epidemias no Brasil, representando
risco a saude da populacdo. A titulo de curiosidade, estudos ja estimaram que Ae.
aegypti pode voar a até aproximadamente 2,4km de um ponto a outro, porém 0s mais
recentes apontam que a distancia média de voo se encontra entre 87m e 123m,
ressaltando a sua capacidade como vetor em uma grande area, principalmente em
matriz urbana com grande concentragao de pessoas (Wilkerson et al., 2015; Wilkerson
et al., 2020; Gongalves; Lara, 2021; Moore; Brown, 2022).

Ambas as espécies, Ae. aegypti e Ae. albopictus sdo associadas a
transmissao de arbovirus como os da dengue (DENV 1 - 4), chikungunya (CHIKV),
Zika (ZIKV) e da febre amarela (YFV), estudos apontam também sua relagédo e
potencial vetorial de outras arboviroses, como o virus Mayaro (Wilkerson et al., 2015;
Pereira et al., 2020; Gorris et al., 2024). A relacao de transmisséo viral desses vetores
€ complexa, uma infeccdo viral pode ocorrer por vetores carregando mdultiplas
arboviroses diferentes, a exemplo dos estudos que demonstraram a possibilidade de
ocorrer coinfeccdo de DENV e CHIKV no mesmo individuo, ou multiplos sorotipos de
DENV. Em cenérios semelhantes, uma Unica picada de Ae. aegypti pode transmitir
simultaneamente ZIKV e CHIKV (Martins et al., 2014; Sardi et al., 2016; Zambrano,
2016; Naslund et al., 2021).

2.2 Epidemiologia no Brasil

No contexto epidemioldgico brasileiro, os arbovirus com maior circulacéo sao
DENV, com os quatro sorotipos conhecidos, CHIKV e ZIKV. Segundo a Organizacéo
Pan-Americana da Saude (OPAS), até a semana epidemioldgica 13, que compreende
0 primeiro trimestre de 2024, no Brasil, ja foram registradas mais de 4 milhdes de

casos de dengue, onde desses, mais de um 40% foram confirmados por laboratério,
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nos quais totalizaram 1365 oObitos relacionados (taxa de letalidade de 0,034% em cada
caso). A titulo de comparacéao, durante todo o ano de 2023 foram registrados 3 milhdes
de casos, e em 2022, um total de 2,3 milhdes (Donalisio, 2017; OPAS, 2024).

Para chikungunya, no Brasil, foram registrados mais de 260 mil casos em
2022 , 265 mil em 2023 e mais de 170 mil casos até a 132 semana epidemiologica de
2024, que compreende do inicio do ano até o final de marco. Foi observado um
aumento no numero de casos, comparando 0s mesmos periodos de 2024 e 2023.
Referente a Zika, foram registrados mais de 50 mil casos em 2022, ja em 2024, até a
102 semana, que compreende o primeiro bimestre, foram mais de 6 mil casos (OPAS,
2024).

2.2.1 Impactos econémicos

As arboviroses, além da probleméatica na saude publica, também ocasionam
impactos clinicos e econémicos para o Pais. Um estudo realizado por Teich e
colaboradores (2017) estimou um custo de R$2,3 bilhdes em 2016, considerando
gastos com controle do vetor (65%), custos médicos diretos (16%) e custos indiretos
(19%), relacionados a perda de produtividade dos pacientes. Neste ano, segundo o
mesmo autor, foram observadas aproximadamente 1,12 milhdes de casos de dengue,
270 mil casos de chikungunya e 215 mil casos de Zika. Se utilizado os numeros de
casos registrados em 2024, desconsiderando inflagdo e alteracdo de custos, no
primeiro trimestre do ano, o Pais teria um gasto superior a R$2,8 bilhdes de custos
meédicos diretos e indiretos. Observa-se um custo elevado aos cofres publicos e a
saude humana causada pelos impactos vetoriais de Aedes spp., e pelas predi¢cdes
futuras, correlacionadas com as mudancas climaticas, hd uma tendéncia de aumento,
tanto de gastos publicos quanto de agravos a saude (Teich et al, 2017; Adelino et al.,
2020; lwamura et al., 2020; Gorris et al., 2024; OPAS, 2024).
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2.3 Metodologias de monitoramento de vetores

Diante destas desta problematica, e consequente aumento da circulacéo viral,
metodologias e ferramentas que visam mensurar o nivel de infestacdo, sua presenca
e auséncia nas localidades analisadas, assim como circulacdo viral, vem sendo
estudadas. A exemplo do LIRAa (Levantamento Rapido de indice de Aedes aegypti),
estratégia adotada no Plano Nacional de Controle de Dengue (PNCD), que utiliza
como método a coleta de larvas nas residéncias da populacao para estimar um indice
de infestacédo predial, além de durante sua execuc¢ao, permitir que outros dados sejam
também coletados, como por exemplo, os tipos mais comuns de criadouros artificiais
encontrados nas residéncias, provendo informacdes para futuras aplicagbes de
metodologia de controle (MS, 2002; MS, 2013).

Existem também métodos mais passivos de monitoramento, utilizados para
mensurar a presenca de vetores, como armadilhas de coleta de larva e, uma de maior
destaque, armadilhas de oviposicao (ovitrampa), consideradas mais econémicas. A
ovitrampa foi desenvolvida por Fay e Eliasson (1966) e fornece dados sobre
infestacdo precoce entre diferentes areas, mesmo com a presenca de outros
criadouros nas proximidades. Estudos demonstram que a utilizacdo da ovitrampa
apresenta maior sensibilidade para a presenca de Aedes spp., em comparacao ao
levantamento larval (LIRAa) (Marques et al., 1993; Valdés Miro, 2018; Who, 2018;
Nascimento et al., 2020; Alves, 2023).

Metodologias que visam a captura de adultos também podem ser utilizadas,
sendo ela passiva com uso de armadilhas ou ativa, a exemplo da utilizacdo da
metodologia descrita e adaptada por Nasci (1981), consistindo na utilizacdo de um
aspirador mecanico para captura de insetos adultos (Forattini, 2002; Who, 2018). A
coleta de adultos pode ser utilizada para a realizacdo de deteccdo e analise de
circulacédo viral nos municipios, como demonstrado pelos estudos de Silva (2021), em
Londrina/PR e Alves (2023), em Florestopolis/PR.

A andlise de presenca viral € uma ferramenta que auxilia na deteccéo de virus
em circulacdo, contribuindo para a prevencédo e monitoramento de epidemias. Para
tanto, utiliza-se técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), desenvolvida
por Kary Mullis, em 1983, e aprimorada anos depois. Por meio dessa técnica é

possivel realizar analises e diagndsticos de amostras clinicas em tempo real. Nesse
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cenario, para a realizacdo de um teste de presenca viral via PCR em tempo real, no
caso de amostras conter o RNA viral de interesse, utilizando kits de deteccéo,
processos e aparelhagem especificos. Um dos tipos de teste de presenca converte o
RNA viral em DNA complementar (por Transcricdo Reversa), que € amplificado
durante a PCR, permitindo que sondas fluorescentes (adicionadas antes do inicio da
PCR) se liguem a essas moléculas e evidenciam sua presenca por liberarem
comprimentos de onda luminosos especificos, que séo identificados pelos sensores
dos aparelhos de analise. Neste caso, se a amostra ndo conter o RNA do virus
estudado, ndo ocorrera a reacdo de deteccdo. Amostras de controle também séo
utilizadas para verificar se as analises foram feitas corretamente (Novais, 2004; Espy
et al., 2006; Santos, 2015; Silva, 2021; Alves, 2023).

2.4 Controle vetorial

A partir dos dados do monitoramento do vetor, medidas de controle podem
ser tomadas, sejam elas de controle populacional do vetor ou de diminuicdo da
circulacao vetorial. No Brasil, inseticidas quimicos a base de piretroides (Praletrina) e
neonicotindides (Imidacloprida) sdo utilizados devido ao baixo custo e relativo facil
manuseio. Entretanto, o uso indevido e exacerbado de inseticidas ocasiona riscos a
comunidade bioldgica devido a sua nao seletividade, e ainda pode promover a selecéao
e proliferacdo de geragOes de vetores mais resistentes a esses componentes, a
exemplo da apari¢cdo da mutacao alélica de resisténcia a piretroides - kdr (Knockdown
resistence) - em culicideos vetores em matriz urbana. A titulo de curiosidade, estudos
realizados em Londrina/PR, pelo nosso grupo da Universidade Estadual de Londrina,
evidenciaram uma frequéncia de 50%, nos individuos amostrados, para presenca dos
alelos de resisténcia kdr (MS, 2019; MS, 2020; Lopes, 2021; Silva, 2024 (no prelo)).

A fim de contornar essas problematicas e ainda realizar o controle dos vetores
de forma mais especifica e sem selecionar individuos resistentes, metodologias
originais e menos danosas mostram-se necessarias, como a utilizacdo de agentes
biolégicos ou processos de edi¢do génica. Tais metodologias s6 sao possiveis devido
a pesquisas genéticas e ecoldgicas, a exemplo de estudos da microbiota presente

dentro do organismo dos animais vetores, que possibilitou solugcdes como o0 uso da
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bactéria Wolbachia spp. Herting 1936, utilizada para inibir a transmissao de arbovirus,
podendo também interferir na reproducdo de Ae. aegypti, ou medidas utilizando
técnicas de controle bioldégico, como o uso da bactéria Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis Berliner 1911, utilizada no controle larval de Culicidae, Simullidae e
Chironomidae. (Lacey et al., 2015; Zequi et al., 2015; Saldafia et al., 2017; Oliveira et
al., 2017b; Ant et al., 2022).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Area de Estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Sertanépolis, localizado no
Norte do Estado do Parand, no Sul do Brasil. O municipio compreende um territério
de 505,532 km2 totais, sendo 8,23 km2 de area urbana. Possui uma populacdo de
15930 habitantes (IBGE, 2024). O clima, segundo Nitsche et al. (2019), na regiédo de
Sertanopolis/PR é classificado como subtropical umido (Cfa) pela classificacdo de
Koppen. A temperatura média no ultimo ano se encontra préxima a 23°C, variando de
15°C de média minima a 31°C de média méxima. A precipitacdo total nos ultimos 12
meses foi de aproximadamente 1336mm, tendo precipitacdo média mensal de 111,32
mm, onde janeiro foi 0 més com maior precipitacdo média e agosto o com a menor. A
umidade relativa média observada girou em torno da faixa de 63% a 88% (Codeco, et
al., 2018; Codeco et al., 2023; CLV, 2024; InfoDengue, 2024; INMET, 2024) (Figura
2).

Figura 2 - Mapa da localizagdo do municipio de Sertanopolis - Parana — Brasil,
evidenciando a area de estudo dentro do municipio, no qual ocorreram as
coletas de culicideos adultos utilizando o aspirador de Nasci, no periodo de
outubro/2023 a margo/2024.
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Fonte: IBGE, 2024. Elaboracéo: O préprio autor.

3.2 Coleta de adultos e demais procedimentos

Para a coleta de adultos foram designados sete pontos georreferenciados
(Tabela 1), ndo sorteados, escolhidos com base nha relevancia médica e
epidemioldgica, no qual, como primeiro critério, foram selecionadas as UBSs devido
a circulacdo de pessoas com situacdes de saude agravantes e que buscam por
diagnéstico, orientacéo e tratamento de diversas enfermidades, incluindo arboviroses.
O segundo critério sendo a recomendacédo dos agentes de endemias do municipio,
que por estarem envolvidos, principalmente, com a execucao do LIRAa, tem grande
conhecimento de campo. Ao total foram escolhidos sete pontos para amostragem: trés
Unidades Basicas de Saude (UBS), trés estabelecimentos comerciais (uma empresa
de metalurgia, uma marcenaria artesanal e uma oficina) e uma residéncia, aos quais
concederam autorizacdo para a realizacdo da pesquisa, sob os termos do municipio.
As aspiracdes de adultos ocorreram de Outubro/2023 a Margo/2024. A Figura 3
representa a distribuicdo espacial dos pontos de aspiracao.

Tabela 1 — Pontos amostrados durante o projeto, no qual ocorreram as coletas
de culicideos adultos utilizando o aspirador de Nasci, no periodo de
outubro/2023 a mar¢o/2024. Em evidéncia o nome dos pontos, a latitude e
longitude das coordenadas geogréaficas e a abreviacao utilizada durante a
apresentacao neste trabalho.

. , Abreviaca
Pontos Latitude Longitude b eviacao
utilizada

(A02) Mecénica e Ferro Velho -23,05728333 -51,05538333 (A02) Dart.
Dartora
(A09) Metalurgica Torezan -23,05608333 -51,04650000 (A09) Tore.
(A10) Nena (Residéncia) -23,05791211 -51,04384082 (A10) Nena.
(A19) Marcenaria do Claudio -23,06341667 -51,02895000 (A19) Clau.
(A20) Unidade Basica de Saude -23,06061667 -51,02718333 UBS-3.
- Romildo Rossato
(A33) Unidade Basica de Saude -23,05316667 -51,03371667 UBS-2.

- Maria Casagrande Favoreto
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(SNA) Centro de Saude Paulo -23,05852605 -51,03708273 UBS-1.
Roberto Martins

Fonte — o préprio autor.

Figura 3 - Mapa de area de estudo dentro do municipio de Sertanépolis,
apresentando os pontos de amostragem realizadas durante o tempo de estudo,
periodo de outubro/2023 a marco/2024, no qual ocorreram as coletas de
culicideos adultos utilizando o aspirador de Nasci.
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Fonte: IBGE, 2024; Google Inc., 2024. Elaborag&o: O proprio autor.

O georreferenciamento dos pontos de aspiracao foi realizado com o software
de sistemas Androide, “GPS Status & Toolbox” versédo 11.2.313 — PRO, desenvolvido
pela MobiWIA Kft. As coordenadas geograficas obtidas foram exportadas do
dispositivo para o programa QGis (versdo 3.34.5-Prizren) para a elaboracédo dos
mapas, juntamente com o banco de dados do Google Maps, Datum SIRGAS 2000 e
arquivos de imagens shapefiles disponibilizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica - IBGE (2024).

Foram realizadas duas coletas mensais na cidade com intervalos de duas
semanas entre cada visita. Cada coleta compreendia a amostragem de um grupo de
locais, sendo organizado de forma que uma vez por més, cada ponto era coletado ao

menos uma vez, ao final totalizando 12 coletas por ponto amostral. Esse processo de
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coleta biolégica foi realizado sob licenca permanente SISBIO/IBAMA (23093) e
autorizacdo do Servico Municipal de Saude (SERMUSA) de Sertandpolis, vinculadas
ao projeto de extensao intitulado: “Monitoramento e controle de Culicidae em areas
urbanas do norte do parana e acles integradas de educacdo ambiental’ da
Universidade Estadual de Londrina.

A coleta dos adultos foi realizada por meio do aspirador adaptado de Nasci
(1981) (Figura 4). Este aspirador é constituido basicamente por um cilindro de
aluminio acoplado a uma hélice e motor de 12 volts, alimentado por uma bateria
estacionaria. Um saco de tecido tule é amarrado na extremidade aberta do cilindro,
ao qual os mosquitos serdo capturados pela succéo da hélice e motor. Em cada ponto
eram realizadas aspiragbes de 15 minutos, contando com auxilio de um cabo de
bambu para promoc¢éo do deslocamento dos culicideos escondidos e facilitando sua
captura pelo aspirador. A metodologia de captura de adultos adotada € similar a
utilizada nos estudos de Alves (2022) e Silva (2021). Ao final de cada coleta, 0 saco
de tule era desacoplado do aspirador e amarrado, para depois ser armazenado em
uma caixa de isopor aclimatada com ajuda de algodao umido e gelo gel artificial
reutilizavel, para transporte (Figura 4).

No laboratério de Entomologia Geral e Médica da Universidade Estadual de
Londrina, os adultos eram expostos a uma temperatura de -12+6°C, dentro de um
freezer de geladeira convencional, por um periodo aproximado de 10 minutos, com o
intuito de diminuir seu metabolismo e cessar seu movimento para a triagem e
identificacdo utilizando chaves de identificacdo disponiveis em WRBU (2024).
Posteriormente, cada individuo foi armazenado em um microtubo de trava dupla com
capacidade para 0,5mL, nos quais foram identificado e organizados por ponto de
amostragem, espécie especifico e sexo. ApOs a separacdo, os adultos foram
armazenados em um freezer a -80°C, para preservacdo do material genético até a

realizacdo da extracao (Figura 4).
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Figura 4 Figura 4 - (A) Fotos dos materiais utilizados em campo para coleta dos
adultos no municipio de Sertanépolis, durante o periodo de execuc¢ao do projeto
(outubro/2023 a margo/2024), na foto constando: (A) aspirador de Nasci
conectado a bateria estacionaria de alimentacédo, bolsa de campo e bolsa de
transporte da bateria, sacos de tule e caixa de isopor; (B) Foto do local de
armazenamento do adultos - freezer a -80+£2°C, na Universidade Estadual de
Londrina, ap6s sua devida identificacdo, com o intuito de preservar o material
genético até a realizagcdo da extragao.

Fonte: O préprio autor.

Todos os adultos capturados até a data de 03 de marco de 2024 foram
levados ao Laboratério de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae
(LAMFIC), da Universidade Federal do Parana (Setor de Ciéncias Bioldgicas —
Departamento de Zoologia) para a realizacdo de procedimentos de deteccdo de
arbovirus. O transporte ocorreu por meio de caixas de isopor contendo gelo seco, para
manutencdo da temperatura baixa durante todo o processo. Em laboratorio, utilizando-
se de uma mesa refrigerada, os adultos foram conferidos e reorganizados, separando
por grupos de acordo com o sexo, local de captura e dia de coleta, para serem
armazenados para futuras andlises. Os grupos foram armazenados em microtubos de
1,5mL, onde grupos contendo fémeas ingurgitadas com sangue eram identificados
para futuras comparacdes. Dentre os grupos, somente fémeas de Ae. aegypti foram
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selecionadas e organizadas para as analises virais, separando-as de acordo com o
local de coleta e de acordo com as estacbes do ano — primavera e verdo. Essa

classificacdo foi utilizada para definir os pools das anéalises de RNA.

3.3 Analise viral

Para o processo de deteccéo viral por PCR em tempo real, iniciou-se o
processo com a extracdo do conteudo das amostras, utilizando o kit QlAamp Viral
RNA (Qiagen ®), seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Cada pool de fémeas
passou por um processo de maceracdo, com o acréscimo de 140 uL de uma solucéo
tampédo de fosfato-salino (PBS) para a extracdo segura de acidos nucleicos. Em
seguida, a amostra foi centrifugada por 15 minutos, a 4°C com rotacao de 13.000 rpm,
com o objetivo de se obter um sobrenadante para, em seguida ser tratado e realizar o
processo da PCR e andlise viral.

Como medida de controle do processo, antes de se realizar as andlises virais
e PCR, verificou-se a quantidade e qualidade do RNA extraido utilizando um
espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™). Com as amostras
verificadas, prosseguiu-se com as analises de presenca viral, com o Kit Multiplex
XGEN MULT ZDC (XG-ZDC-MB), seguindo suas instru¢cdes de uso do fabricante.
Para cada teste, utilizou-se 10 uL da amostra de RNA extraida somadas a 15 uL da
solugéo para amplificagao, que consiste em uma solugao tampéo, Primers-Sonda (PS)
e enzimas. Para o teste para presenca do DENV e CHIKV foi utilizado a mesma
reacdo, onde os resultados da PCR em tempo real foram elucidados em dois
comprimentos de onda diferentes, 520nm usando fluoréforo FAM para DENV positiva
(representado pelo verde no resultado) e 550nm no fluor6foro JOE/VIC para CHIKV
positiva (amarelo). Para o teste de presenca de RNA do ZIKV, foi utilizada uma reagao
contendo outro Primer-Sonda, e o resultado é demonstrado no comprimento de onda
550 nm, no fluoréforo ROX/TEXAS RED (representado pela cor laranja). As analises
de ZIKV e CHIKV foram feitas de forma separada pois a reacdo de Primers-Sonda
aparecerem no mesmo comprimento de onda lido pelo aparelho. Todo o processo de
PCR em tempo real foi realizado por meio do termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen®),

gue também gerou os graficos de visualizacao dos resultados.
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3.4 Analise de dados

As analises estatisticas e exploratorias foram realizadas com o uso do
programa Microsoft Excel (Microsoft 360, ano 2024) e RStudio (versédo 2023.12.1),
com auxilio dos pacotes “RVAideMemoire” - Testing and Plotting Procedures for
Biostatistics (Herve, 2023), “car” - Companion to Applied Regression (Fox et al., 2019),
“rstatix” - Pipe-Friendly Framework for Basic Statistical Tests (Kassambara, 2023),
“ggplot2” - Elegant Graphics for Data Analysis (Wickham et al., 2016) e “corrplot” -
Visualization of a Correlation Matrix (Wei; Simko, 2024), para analises e elaboracao
de graficos. Para a analise dos resultados, adotou-se significancia de p-valor de 0,05

por padréo nos testes estatisticos.

3.4.1 Analise de distribuicdo de dados

Os dados obtidos das coletas e demais variaveis testadas foram submetidos
ao teste de Shapiro-Wilk (Shapiro; Wilk, 1965) para teste de normalidade, e em
seguida, devido as variaveis calculadas ndo seguir uma normal, foi-se utilizado o teste
de Kruskal-Wallys (Kruskal; Wallis, 1952) para averiguar diferencas entre as variaveis
amostradas. Um teste de Dunn (Dunn, 1964) foi feito para comparacao das variaveis

e evidenciar suas diferencas.

3.4.2 Analise das Variaveis Climaticas

A abundancia de culicideos capturados durante os seis meses de coleta foi
relacionada a valores de temperatura, umidade e precipitagcdo mensal. Os dados
meteoroldgicos foram obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia, sendo utilizadas

os dados da estacdo automatica A718, localizada em Rancharia/SP, devido a sua
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maior proximidade com o municipio de Sertanopolis/PR (76 Km) e pela consisténcia
dos dados medidos (INMET, 2024).

Os valores de correlacdo foram obtidos pelos coeficientes “cor” do teste de
correlagcdo de Pearson (Hair, 2014; Akoglu, 2018). A interpretacdo dos valores do
coeficiente de correlacéo representa uma correlacédo inexistente se no intervalo de -
0,3 a 0,3, fraca se no intervalo de 0,3 a 0,5 ou -0,3 a -0,5, moderada se no intervalo
entre 0,5a0,7 ou -0,5a -0,7, forte se no intervalo entre 0,7 a 1 ou -0,7 a -1, e perfeita
caso 1 ou -1 (Chan, 2003; Akoglu, 2018; Alves, 2023).
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Culicideos adultos capturados e pontos amostrados

Foram capturados 455 culicideos adultos, destes sendo 266 machos
(aproximadamente 58%) e 189 fémeas (aproximadamente 42%). Desse total, 319
pertenciam a género Culex spp. (45% fémeas e 55% machos) — nivel de espécie ndo
foi identificado, 135 pertenciam a Ae. aegypti (35% fémeas e 65% machos) e 1
individuo pertencia a Ae. albopictus (macho). A quantidade total de individuos
coletados por pontos em cada local de coleta pode ser observada na Tabela 2, o ponto

amostrado com presenca de Ae. albopictus pode ser visto em destaque, com “*”.

Tabela 2 - Tabela com o total de adultos do género Aedes spp. e Culex spp.
capturados com aspirador de Nasci nos sete pontos amostrados mensalmente
no municipio de Sertanopolis/PR, de outubro/2023 a mar¢o/2024. “*”
representando presenca de 1 individuo de Ae. albopictus e “-“ representando
coleta néo realizada.

Espécie capturada Espécie capturada
Més Local Culex spp. Aedes spp. | Més Local Culex spp. Aedes spp.
Fe. Ma. Fe. Ma. Fe. Ma. Fe. Ma.

= UBS-1 1 11 3 4 s UBS-1 0 0 0 1
SE UBS-2 24 60 0 4 © UBS-2 0 0 2 4
05 - I -

38 UBS-3 1 0 0 0 % N UBS-3 0 0 0 0
O% (A19)Clau. 0 0 0 0 OF (A19)Clau. 0 0 0 0
S S (A02) Dart. 5 1 3 8 3& (A02) Dart. 1 1 0 9
3 (A09) Tore. 22 26 0 0o g (A09) Tore. 1 3 3 0
= (A10) Nena. 6 5 0 0 =  (A10) Nena. 0 0 0 1
N UBS-1 0 1 0 0 UBS-1 0 1 2 5
© UBS-2 9 19 0 0 « UBS-2 6 0 0 0
TR : fofen ;

2 8 UBS-3 1 0 0 0o 2 3 UBS-3 0 0 0 0
O’  (AL9) Clau. 0 2 0 0 O (A19) Clau. 0 0 1 0
S £ (A02) Dart. 0 2 7 4 3£ (A02) Dart. 0 0 4 5
3 (A09) Tore. 34 20 2 4 (A09) Tore. 4 2 4 7
= (A10) Nena. 4 0 0O 0 =  (A10) Nena. 1 0 5 9
© UBS-1 1 0 0 2 Q UBS-1 0 1 2 2
« UBS-2 1 0 1 5w UBS-2 0 9 0 0
Q@ UBS-3 0 0 0 0 % UBS-3 1 0 0 0
o« QA

O'N (A19) Clau. 0 0 0 0 O% (A19) Clau. - - - -
ST (A02) Dart. 0 0 4 6 SE (A02)Dart. 12 6 0 2
& (A09) Tore. 1 3 0 1 g (A09) Tore. 5 3 1 2
=  (A10) Nena. 1 1 3 4 = (A10) Nena. - - - -

*representa coleta com Aedes albopictus presente (n= 01), demais apari¢cdes representam Aedes
aegypti; - representa que néo foi realizada coleta no més.
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O ultimo més amostrado ndo apresentou coletas em dois pontos devido a
situagdes especificas de cada um. No referido “(A19) Clau.” o responsavel pelo local
nao foi encontrado em todos os dias de visita ao municipio. Ja em “(A10) Nena.” o
morador ndo estava disponivel para a realizacdo da coleta durante o més de
amostragem.

Referente aos dados obtidos, na localidade “(A09) Tore”, foi registrada a maior
quantidade absoluta de adultos coletados. Esse ponto estd situado dentro das
instalacdes de uma metallrgica e se caracteriza por possuir uma ampla area aberta e
coberta, além de uma pequena area fechada com sistema de aclimatizacdo. Ambos
os locais com grande circulacao de pessoas.

No inicio das coletas na localidade, observou-se uma maquina de corte de
chapas de metal que acumulava grande volume de agua (devido as necessidades do
equipamento). Nessa maquina, foram encontradas larvas (ndo identificadas) e adultos
do género Culex no entorno. A presenca dessa maquina possivelmente influenciou os
grandes numeros de adultos capturados nas primeiras coletas (totalizando 102
individuos). A partir da terceira coleta, o criadouro passou a ser tratado com
bioinseticida comercial (marca e tipo de produto néo divulgados) pela empresa. O local
também apresentou o 2° maior numero de Ae. aegypti capturado.

Os pontos de coleta “UBS-2” e “UBS-3” referem-se a Unidades Basicas de
Saude. Possuindo condi¢des arquitetbnicas semelhantes, ambas sdo de ambiente
fechado e aclimatado, com grande circulagéo de pessoas em busca de atendimentos
basicos de saude. A aspiracdo dentro do prédio em ambos os locais geralmente
resultava em poucos adultos coletados, porém, a situacdo da “UBS-2” se diferia
devido a um almoxarifado, localizado do lado de fora do prédio principal, onde foram
capturadas a maior parte dos adultos coletados neste ponto. Esta situacao
surpreendeu-nos, ja que foram capturados mais de 80 adultos na primeira coleta e 28
na coleta seguinte, todos oriundos do referido almoxarifado, sendo em grande maioria,
Culex spp.

De todos os adultos obtidos, nota-se que Culex spp. esteve presente em todos
os locais de coleta, aparecendo em maior abundancia em “UBS-2” (128 individuos),
seguida por “(A09) Tore.” (124 individuos) e “(A02) Dart.” (28 individuos). E importante
ressaltar que dentro do género Culex, a espécie Cx. quinquefasciatus € a mais comum
em ambientes urbanos na regido e possui potencial de capacidade vetorial para virus
como os da encefalite (SLEV, WEEV) e outras arboviroses (WNV, OROV e ZIKV). A
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presenca desses culicideos também € um indicativo da existéncia de grandes
criadouros com contaminacdo organica nas proximidades, apontando, talvez,
possiveis problemas de infraestrutura urbana na regido. Mesmo o IDH do municipio
sendo considerado alto (0,723), os dados de abundancia apontam que problemas
pontuais podem estar ocorrendo nas regides proximas (Consoli; Oliveira, 1994;
Lindoso; Lindoso, 2009; Lara et al., 2021; Gorris et al., 2024; IBGE, 2024).

Os adultos de Ae. aegypti, por sua vez, foram capturados em sua maioria
(39%) na localidade “(A02) Dart.”, uma Mecéanica e Ferro Velho, localizada as margens
da regido urbana de Sertandpolis. Como na localidade eram prestados servicos de
ferro velho, foram identificadas, em todos os dias de coleta, carcacas e pecas de
veiculos sobressalentes somadas a pneus usados, todos expostos a céu aberto,
situacao agravante pois proporciona criadouros artificiais para Ae. aegypti. O historico
da regido fora relatado pelos agentes de endemias do municipio como sendo
“problematica”, com niveis preocupantes do indice obtido pelo LIRAa, situacéo
também demonstrada pelo nimero de adultos de Ae. aegypti capturados na localidade
dentro do periodo amostrado. E importante ressaltar que na data de 06/fev e 04/mar
foi realizada a aplicacdo de UBV (Ultra Baixo Volume) costal (inseticida a base de
piretréides e neonicotindides aplicado em ultrabaixo volume com uso de bomba costal)
pela equipe de endemias, como manobra de bloqueio (MS, 2019), uma alteracdo da
média de adultos capturados foi observada na coleta apds 04/mar — sendo a média
anterior ao dia 10,25 e média ap6s o dia de 2,0.

Nos pontos de amostragem “(A09) Tore.”, “(A10) Nena” e “UBS-1" também
foram observadas a presenca de Ae. aegypti, totalizando 24, 22 e 21 adultos
capturados respectivamente. Referente ao ponto “(A10) Nena”, ele se localiza dentro
do terreno da casa de um dos habitantes da cidade, caracterizado por possuir uma
vasta quantidade de plantas envasadas nas dependéncias da propriedade. A
aspiracdo no local foi realizada somente no entorno da casa do morador. Salienta-se
gue durante o periodo de coleta, no més de fevereiro, proxima a 42 coleta realizada
no local, um morador vizinho a residéncia foi diagnosticado com dengue. Somada a
essa situacao, o morador da residéncia também veio a ser diagnosticado com dengue,
no més de abril, depois da ultima coleta amostrada. Situagdo essa que implica na
presenca de criadouros constantes na regido, ja que em um periodo relativamente
curto, dois meses de diferenca, esses dois casos foram confirmados nas duas

residéncias.
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4.2 Deteccéo de DENV 1-4, ZIKV e CHIKV em fémeas de Ae. aegypti.

Ao total, foram avaliadas 42 fémeas de Ae. aegypti, correspondendo aos cinco
primeiros meses de coleta. As amostras foram organizadas por local de captura e por
estacdo do ano no dia de captura, sendo consideradas “primavera” do intervalo de
23/set a 21/dez e “verao” do intervalo de 22/dez a 21/mar. Foram organizadas ao total

8 pools para a realizagéo do teste de deteccao viral, conforme disposto no Quadro 1.

Quadro 1 - Demonstrativo da classificacdo e grupos para formacdo dos pools
das amostras e os resultados de quantidade e qualidade do RNA (caracterizacéo
da extracdo) obtidas pelo espectrofotémetro NanoDrop™ 2000 ap6s a extracao
nas dependéncias do Laboratorio de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e
Chironomidae (LAMFIC) — a legenda dos pontos da amostragem apresentados
pode ser verificada na Tabela 1.

Classificacao e organizacao das Caracterizacado da extracéao de
amostras RNA (NanoDrop ™ 2000)
Pontos da QuAantidade de Estacio Qoncentra@ég de
Pools amostragem Fémeas (_Ae. do ano Acidos nuczlelcos 260/280* | 260/230**
aegypti) (ng pL?)

1|/UBS-1 3| Primavera 85,6 24 0,65
2 | (A2) Dart. 10 | Primavera 249,9 2,28 2,57
3| (A9) Tore. 2 | Primavera 57,4 2,25 0,61
4|UBS-2 3| Verdo 75,1 2,35 2,22
5| (A2) Dart. 8| Verao 161,7 2,3 4,01
6 | (A9) Tore. 7 | Verdo 351,9 2,27 2,6
7 | (A10) Nena 8 | Verdo 246,3 2,29 2,73
| 8| (A19) Clau. | 1| Verdo 79,9 2,36 10,06

* valores gerados pelo NanoDrop 2000, correspondentes a pureza das amostras extraidas com
relacdo aos acidos nucleicos detectados, valores acima de 2,00 representam a presenca de RNA.
** valores gerados pelo NanoDrop 2000, correspondentes a pureza das amostras extraidas em
relacdo presenca de contaminantes e proteinas na amostra, valores préximos a 2,00 representam
pouca presenca de contaminantes.

Segundo as medidas utilizadas para a caracterizacdo de qualidade e
quantidade do RNA extraido, seguindo protocolo do Laboratorio de Morfologia e
Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (LAMFIC), as amostras foram classificadas
como boa extracdo de RNA, porém as amostras dos Pool 1, 3, 4 e 8 tiveram presenca

significativa de contaminantes detectada (Quadro 1).
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Dos testes de deteccao viral realizados, nas amostras analisadas, ndo foram
confirmadas a amplificacdo de RNA de DENV, CHIKV e ZIKV em nenhuma das
amostras (Figura 5). E importante ressaltar que durante o periodo de coleta, dentro
do territério do municipio, foram reportados 1142 casos de Dengue, 0 casos de
Chikungunya e Zika, o que, levado em consideracéo a populacdo do municipio, seriam
aproximadamente 68,4 casos para cada 1000 habitantes em todo o periodo (Codeco
et al., 2023; Infodengue, 2024).

Figura 5 - Curva de amplificacdo em tempo real de RNA viral — gerado por
software do Termociclador Rotor-Gene Q, extraido de fémeas de Ae. aegypti
para DENV (no canal FAM), CHIKV (no canal JOE/VIC) e ZIKV (no canal ROX)
durante as andlises em laboratorio das fémeas capturadas durante o projeto
(outubro/2023 a margco/2024) em Sertanépolis/PR.
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Fonte: O proprio autor.

A auséncia de resultados positivos de deteccao viral, segundo Gu e Novak
(2004), é associada a baixa quantidade de amostras e taxas de infeccéo de arbovirus
nos mosquitos. Levando em consideracdo somente o niumero amostral ideal, para
taxas de 80% de detecgdo, modelos indicam que um minimo de 1600 individuos deve
ser coletado e para 50%, um minimo de 700 individuos. Nesse cenario, a area de
coleta e algumas variaveis climaticas também devem ser levadas em consideracéo
para melhores taxas de deteccao e infec¢do viral. Se a amostragem ocorrer em areas
com melhores taxas de infeccdo na populagéo (Hotspots), as chances de deteccdo

viral também serdo maiores. Estudos também apontam que a prépria ecologia viral
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tem papel na alteracédo dessas taxas de encontro, influenciando na contaminacao viral
dos préprios vetores (Watts, 1987; Gu; Novak, 2004; Gu et al., 2008; Morin et al., 2013;
Dos Reis et al., 2019).

Em pesquisas similares, com numero amostral também considerado baixo, as
taxas de deteccdo viral também foram pequenas e tiveram influéncia de diferentes
condicbes. No estudo de Dos Reis e colaboradores (2019), 1068 adultos foram
capturados, desses a taxa de deteccado foi de 16,2%, o autor relata que durante o
periodo das amostragens, 104 casos de dengue foram reportados proximos a um dos
pontos de coleta, muitos a até 150m de distancia. No estudo de Silva (2021), 110
culicideos foram capturados na regido urbana de Londrina/PR durante um periodo de
elevados casos de arboviroses em humanos, sendo detectado a presencga viral de
dengue em um pool de 17 fémeas capturadas dentro de uma UBS no municipio. No
estudo de Camara e colaboradores (2022), 827 mosquitos de duas espécies, Ae.
aegypti e Ae. albopictus capturados em regido urbana e rural de Itaborai/RJ e
Macacu/RJ foram testados, destes nenhum apresentou presencga viral para DENV,
CHIKV, ZIKV e YFV.

Uma pesquisa realizada no municipio de Florestopolis/PR, com metodologias
similares ao deste presente estudo, foi realizado entre 2021 e 2022, testando um total
de 225 fémeas, também ndo havendo deteccdo viral de DENV, CHIKV e ZIKV,
ressaltando que, durante seu tempo de pesquisa, poucos foram os casos confirmados
dentro do municipio. A situacdo de nado deteccdo viral, portanto, ndo é
necessariamente especifica deste estudo, estando relacionada principalmente com o

namero amostral e transmissao viral préximas aos pontos de coleta no municipio.

4.3 Analises de distribuicdo populacional e correlagdes climaticas

Para verificar como a distribuicdo das espécies Ae. aegypti, Ae. albopictus e
Culex. spp ocorreu, levando em consideracdo suas taxas de captura no tempo
amostrado, primeiramente foi realizado o teste de Shapiro Wilk, onde verificou-se que
a distribuicdo dos adultos capturados ndo seguia uma normal. Realizando o teste de
Kruskal-Wallis, verificou-se que as diferentes distribuicdes das espécies tém diferenca

significativa (p-valor = 0.001822) com numero amostral de 455 adultos. Para verificar
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a comparacao entre pares, foi utilizado o teste Post-hoc de Dunn (Anexo 1). Observa-
se que entre a distribuicdo de Ae. aegypti e Culex. spp nao foi encontrada diferenca
significativa, ja entre essas duas espécies e Ae. albopictus foi verificada diferenca
significativa, o que pode ser interpretado como, dentro do niumero amostral analisado,
Ae. aegypti e Culex spp séo igualmente distribuidos, ja Ae. albopictus ndo, podendo
ter relacdo com a densidade das espécies e nicho ecoldgico, assim como apontado
nos estudos de Lima-Camara (2006).

Também foram realizadas analises de correlacdo de Pearson associando o
namero de adultos coletados com variaveis climaticas observadas mensalmente. No
estudo foram utilizadas Temperatura (°C), Umidade Relativa (%) e Pluviosidade (mm),
atribuindo agrupamentos diferentes para cada variavel, onde foram separadas por
média mensal observada (TempM, UmiRel), médias minimas mensais observadas
(TempMMin, UmiRMin), valores observados com 15 dias de antecedéncia as coletas
(TempM15, Pluvilb) e valores totais observados (PluviT).

Para a realizacdo das correlagfes, inicialmente o teste de Shapiro Wilk foi
executado, o que resultou no teste demonstrando que todas as distribuicées seguiram
uma tendéncia normal. Verificou-se também que elas ndo apresentavam outliers
(verificado por graficos de caixa) e tinham homoscedasticidade (verificada com base
nos residuos das comparacdes). Dos resultados obtidos pelo Teste de Pearson (cor),
somente Temperatura Média Mensal e Temperatura Minima Mensal apresentaram
correlagdo com p-valor significativo (menor que 0,05), apresentando cor de -0,8506
(com 95% de confianca para o intervalo de -0.9833455 a -0.1260839) e -0,8461 (-
0.9828159 a -0.1105189) respectivamente. Ambos os valores de cor sao
compreendidos como sendo correlagdo inversa e forte (maior que 0.7), porém
observou-se que ao estimar esse valore amostrados para a populagdo, com 95% de
confiabilidade, o intervalo entre a maior probabilidade de cor e a menor possibilidade
para cor apresentado foram muito discrepantes, insinuando que o numero de
amostras utilizado para os testes foi muito pequeno.

Um teste de correlacdo associando os casos de dengue e os adultos de Aedes
spp. capturados também foi feito, porém, ndo foi encontrado correlacdo significativa.
E importante notar também a influéncia desses resultados com o fato de as
amostragens nao terem sido aleatorizadas, e sim escolhidas com base em sua

importancia epidemiolégica para o municipio. O resultado pode néo representar a real
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situacdo total dentro da zona urbana do municipio, mas aponta as condi¢cdes
encontradas nas parcela amostrada.

Ao final, um gréafico apresentando os valores médios de Temperatura,
Pluviosidade e niumero de adultos coletados em cada més também foi construido para

elucidar as curvaturas e relacfes observadas entre os valores (Figura 6).

Figura 6 - Gréfico apresentando o “numero de adultos coletados”,
“pluviosidade total” e “temperatura média diaria” observados e obtidos
mensalmente durante a execucao do projeto no municipio de Sertandpolis/PR,
durante o periodo de outubro/2023 a marco/2024.
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Fonte: O préprio autor.

Valores diretos de pluviosidade total podem n&o estar diretamente
relacionados com o numero total de adultos coletados em cada més, devido a biologia
e ciclo de vida dos vetores, que dependem de pelo menos 15 dias para o surgimento
de novas geragdes de adultos. Porém, deve-se levar em consideragdo que, durante
as analises estatisticas, 0 nimero de adultos coletados ndo apresentou correlacéo
com os valores de pluviosidade total com 15 dias antecedendo a aspiracéo,
reforcando que, para o periodo amostrado, ndo houve correlagdo detectada entre os
dados amostrados, podendo estar mais relacionada com a presenca de criadouros

artificiais que independem de pluviosidade, somadas a possiveis influéncias dos
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préprios locais amostrados, ou outras variaveis, como os dias onde ocorreram as

chuvas néao serem distribuidas igualmente entre o tempo amostrado.
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5 CONCLUSAO

A realizac@o de monitoramento de adultos € uma importante ferramenta para
discutir e analisar fatores referentes a populacdo dos Culicidae vetores, sua presenca
nas localidades e até sobre seu comportamento aunautégeno dentro da regido urbana
do municipio, podendo auxiliando na aplicacdo de metodologias de controle. A grande
abundancia de adultos apresentadas em alguns pontos amostrados no municipio,
além de apontar a existéncia regides de risco de infestacdo do vetor, que facilitam a
veiculacdo de arboviroses, também elege as localidades que mais necessitam de
atencao sanitaria e controle vetorial.

Realizar o monitoramento também dentro de locais criticos para a saude,
como UBS ou em regides com alta circulacdo de pessoas pode prover informacdes
de importancia epidemioldgica. A presenca de adultos vetores, mesmo que em
pequena quantidade dentro desses estabelecimentos pode propiciar, assim como
apresentado na pesquisa de Silva (2021), maiores chances para ocorréncia de
transmissdo de arboviroses e outros patdgenos veiculados por esses vetores, entre
diferentes publicos, sejam aqueles que estdo buscando atendimento de saude, entre
a propria equipe de trabalho e os moradores no entorno dessas regifes, devido a
grande capacidade de veiculacéo desses vetores.

Referente a deteccdo de virus, diferentes trabalhos apontam que maiores
taxas de captura de adulto vetores sdo necessarias para maiores chances de
encontrar amostras com material genético de virus de interesse, portanto, para
detectar a presenca dos arbovirus DENV, ZIKV e CHIKV, é necessario ressaltar a
necessidade de uma maior abrangéncia da area de coleta e uma extenséo da duracao
da amostragem, tendo em vista que, durante o periodo amostrado deste trabalho, ndo
foram detectadas presenca desses arbovirus nas amostras coletadas.

O trabalho de monitoramento em Sertandpolis tera continuidade, com seus
resultados sendo apresentados em trabalhos futuros. Assim como ja exposto, as
diversas atividades de monitoramento realizadas podem auxiliar as equipes de saude
e combate a endemias, além dessa acao podendo ser integradas ao PNCD como uma

ferramenta de monitoramento de Culicidae adultos e circulagédo viral.
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7 ANALISE DE ESTATISTICAS — ANEXO 1

Edson Kawabata
2024-05-03
Anexo com os comandos e analises realizadas no RStudio

Dados e testes realizados de acordo com os resultados obtidos durante as
coletas na cidade de Sertandpolis/PR, durante o periodo outubro/2023 a mar¢o/2024

Pacotes utilizados no script:

library(dplyr)
library(RVAideMemoire)
library(car)
library(readxl)
library(knitr)
library(rstatix)
library(DescTools)
library(1lmtest)
library(ggplot2)

7.1.1 Teste de correlacdo de presenca entre espécies e local amostrado

Carregamento dos dados

dadoSpp=read_excel("Dados_R.xlsx", sheet = "PlanSpp")

kable(dadoSpp)

Local Spp Quant
UBS-1 CulexSpp 15
UBS-1 AegySpp 17
UBS-1 AlboSpp 0
UBS-2 CulexSpp 142
UBS-2 AegySpp 15
UBS-2 AlboSpp 1
UBS-3 CulexSpp

UBS-3 AegySpp

UBS-3 AlboSpp

A19_Clau CulexSpp
A19_Clau  AegySpp
A19_Clau AlboSpp

O = N = a NN
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Local Spp Quant
A02_Dart  CulexSpp 10
AO02_Dart  AegySpp 50
A02_Dart  AlboSpp 0
A09_Tore  CulexSpp 116
A09_Tore  AegySpp 21
A09_Tore  AlboSpp 0
A10_Nena CulexSpp 18
A10_Nena AegySpp 22
A10_Nena AlboSpp 0

Teste de Shapiro, para verificar normalidade dos dados

byf.shapiro(Quant ~ Spp, dadoSpp)

H##

## Shapiro-Wilk normality tests
H#it

## data: Quant by Spp

H#it

it W p-value

## AegySpp ©.8703 ©.1865980
## AlboSpp ©.6004 ©.0002752 ***

## CulexSpp ©.7183 0.0058477 **

# - --

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' 9.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

Interpretacao: Distribuicao da quantidade de adultos por espécie/local ndo segue uma
normal com escessao pra Ae. aegypti* Teste de Levene para verificar homogeniedade
das variancias

leveneTest(Quant ~ Spp, dadoSpp, center=mean)

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = mean)

#it Df F value Pr(>F)

## group 2 16.062 9.932e-05 ***

## 18

#Hit ---

## Signif. codes: @ '***' @9.001 '**' 9.01 '*' @.05 '.' 0.1 ' ' 1

Interpretacdo: ndo ha homogeniedade das varidncias Ver presenca de outlier via
BoxPlot

boxplot(Quant ~ Spp, data= dadoSpp,
ylab= "Quantidade total de Adultos/spp",
xlab= "Espécie Amostrada")
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Interpretacdo: tem outlier em Aedes, com relacdo a quantidade de adulto
capturado Testar correlacdo entre variaveis Quantidade de adultos capturados e

espécie especifico
kruskal.test(Quant ~ Spp, dadoSpp)

Hit

## Kruskal-Wallis rank sum test

H#it

## data: Quant by Spp

## Kruskal-Wallis chi-squared = 12.616, df = 2, p-value = 0.001822

Interpretacdo: tem diferenca significativa Teste Post-Hoc de dunn para verificar onde
esta a diferenca

dunn_test(Quant ~ Spp, data=dadoSpp, p.adjust.method = "bonferroni")

## # A tibble: 3 x 9

Hi#t Y. groupl group2 nl n2 statistic p p.adj p.adj.si
gnif

## * <chr> <chr> <chr> <int> <int> <dbl> <dbl> <dbl> <chr>
## 1 Quant AegySpp AlboSpp 7 7 -2.94 0.00331 0.00994 **

## 2 Quant AegySpp CulexSpp 7 7 0.261 0.794 1 ns

## 3 Quant AlboSpp CulexSpp 7 7 3.20 0.00138 0.00415 **

Existe diferenga no numero de individuos nas espécies coletadas, diferenca
significativa (por bonferroni) se encontra na comparacao entre Aedes aegypti x Aedes
albopictus & Aedes albopictus x Culex spp.
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7.1.2 Teste de correlacdo da amostragem por local

Carregamento dos dados

dadoTot= read_excel("Dados R.xlsx", sheet = "PlanSppLoc")
dadoAe= read_excel("Dados R.xlsx", sheet = "PlanAelLoc")

Tabela de dados

kable(dadoTot)

Coleta Local Total Culex aegypti albopictus aegypti_F  Culex_F AedesSpp
1 ubsi 19 12 7 0 3 1 7
1 ubs2 88 84 4 0 0 24 4
1 ubs3 1 1 0 0 0 1 0
1 A19-clau 0 0 0 0 0
1 AO02-dart 17 6 11 0 3 5 11
1 AO09-tore 48 48 0 0 0 22 0
1 A10-nena 11 11 0 0 0 6 0
2 ubsi 1 1 0 0 0 0 0
2 ubs2 28 28 0 0 0 9 0
2 ubs3 1 1 0 0 0 1 0
2 A19-clau 2 0 0 0 0 0
2 AO02-dart 13 2 11 0 7 0 11
2 A09-tore 60 54 6 0 2 34 6
2 A10-nena 4 4 0 0 0 4 0
3 ubsi 3 1 2 0 0 1 2
3 ubs2 7 1 5 1 1 1 6
3 ubs3 0 0 0 0 0 0 0
3 A19-clau 0 0 0 0 0 0 0
3 A02-dart 10 0 10 0 4 0 10
3 AO09-tore 5 4 1 0 0 1 1
3 A10-nena 9 2 7 0 3 1 7
4  ubsi 1 0 1 0 0 0 1
4 ubs2 6 0 6 0 2 0 6
4 ubs3 0 0 0 0 0 0 0
4 A19-clau 0 0 0 0 0 0 0
4 A02-dart 11 2 9 0 0 1 9
4  A09-tore 7 4 3 0 3 1 3
4 A10-nena 1 0 1 0 0 0 1
5 ubs1 8 1 7 0 2 0 7
5 ubs2 6 6 0 0 0 6 0



Coleta

Local

Total Culex

aegypti

albopictus

aegypti_F

Culex_|

F
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AedesSpp

o 0O O O O o o0 o1 o1 o

ubs3
A19-clau
AO02-dart
A09-tore
A10-nena
ubs1
ubs2
ubs3
AO02-dart
A09-tore

Teste de normalidade das variaveis

17
15
5
9
1
20
11 8

0 = © = =2 0 O O o

N

N O O b

3

byf.shapiro(Total ~ Local, dadoTot)

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

Shapiro-Wilk normality tests

data

AO2 -
AQ9-
Al0-
Al19-
ubs1l
ubs2
ubs3

Sign

: Total by

W
.9097
.8209
.9748
.7709
.8079
.6617
.6827

dart
tore
nena
clau

OO0 O®

if. codes:

Local

p-value
.434124
.089774 .
.905223
.045954 *
.069108 .
.002381 **
.004039 **

OO0

0 "***' 9,001

Tk !

O O O O O O o o o o

0.01 '*'

- O O o N OO0~ b =~ O

0.05 '.'

—
a N = O O = b O O O

. 1 T ]

1

0
1
9
11
14

w N O O

Dartoria, Nena, Torezan e UBS-1 ndo seguem uma distribuicdo normal, Claudio, UBS-2
e UBS-3 seguem uma distribuicédo normal

byf.shapiro(Total ~ Coleta, dadoTot)

H#
Hit
Hit
H#
Hit
Hit
H#
Hit
Hit
H#
Hit
Hit
Hit
Hit

Shapiro-Wilk normality tests

data

uih wWnN B
OO0

6

Sign

: Total by Coleta
W p-value
.8237 0.06972 .
.7513 0.01309 *
.9173 0.44882
.8411 0.10170
.9388 0.62790
.9675 0.85893
if. codes: © '***' 9,001

Tk !

0.01 '*'

0.05 '.'

. 1 1 []
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somente a 2° coleta teve distribuicdo normal de adultos coletados dentro dos pontos
amostrados

byf.shapiro(Culex ~ Local, dadoTot)

Hit

## Shapiro-Wilk normality tests
Hit

## data: Culex by Local

H#it

H# W  p-value

## A@2-dart 0.7406 0.0160911 *
## AQ9-tore 0.7156 0.0089834 **
## Al@-nena 0.8363 0.1549741

## A19-clau ©0.5522 0.0001310 ***
## ubsl 0.5652 0.0001703 ***
## ubs2 0.7319 0.0131712 *
## ubs3 0.6827 0.0040393 **
H#H# ---

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' @9.01 '*' ©0.05 '.' 0.1 ' ' 1

nédo segue uma normal, com excessdo de nena.

Teste de Levene para verificar homogeniedade das variancias

leveneTest(Total ~ Local, dadoTot, center=mean)

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = mean)

#it Df F value Pr(>F)

## group 6 5.8265 0.0003176 ***

## 33

## ---

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' @9.01 '*' @.05 '.' 0.1 ' ' 1

*Levene test demonstrou que os dados nao seguem uma distribuicao homogénea.*

Boxplot para verificar outlier

boxplot(Total ~ Local, data= dadoTot,
ylab= "Quantidade total de Adultos",
xlab= "Local Amostrado")
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tem outlier, com relacdo a quantidade de adulto capturado nos pontos

amostrados #UBS-1 e UBS-2 demonstram presenca de outlier

kruskal.test(Total ~ Local, dadoTot)

H#it

## Kruskal-Wallis rank sum test

H#i#

## data: Total by Local

## Kruskal-Wallis chi-squared = 25.468, df = 6, p-value = 0.0002796

Tem diferenca significativa, segundo kruska
kruskal.test(Total ~ Coleta, dadoTot)

##

## Kruskal-Wallis rank sum test

##

## data: Total by Coleta

## Kruskal-Wallis chi-squared = 5.9836, df = 5, p-value = 0.3078

Né&o tem diferenca significativa na distribui¢do de adultos coletadas por dias de coleta
kruskal.test(Culex ~ Local, data= dadoTot)

##

## Kruskal-Wallis rank sum test

##

## data: Culex by Local

## Kruskal-Wallis chi-squared = 16.377, df = 6, p-value = 0.01187
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Tem diferencga significativa
dunn_test(Total ~ Local, data=dadoTot, p.adjust.method = "bonferroni")

## # A tibble: 21 x 9

# Y. groupl  group2 nl n2 statistic p p.adj p.adj
.signif

## * <chr> <chr> <chr> <int> <int> <dbl> <dbl> <dbl> <chr>
## 1 Total A@2-dart A@9-tore 6 6 -0.0744 0.941 1 ns
## 2 Total A@2-dart Al@-nena 6 5 -1.11 0.265 1 ns
## 3 Total A@2-dart Al19-clau 6 5 -3.31 0.000918 0.0193 *

## 4 Total A@2-dart ubsl 6 6 -1.76 0.0781 1 ns
## 5 Total A@2-dart ubs2 6 6 -0.471 0.637 1 ns
## 6 Total A@2-dart ubs3 6 6 -3.50 0.000468 0.00982 **
## 7 Total A@9-tore Al@-nena 6 5 -1.04 0.297 1 ns
## 8 Total A@9-tore Al19-clau 6 5 -3.24 0.00118 ©0.0248 *

## 9 Total A@9-tore ubsl 6 6 -1.69 0.0915 1 ns
## 10 Total A@9-tore ubs2 6 6 -0.397 0.691 1 ns

## # 1 11 more rows

trés locails apresentaram diferencas significativas, pelo teste de Dunn
Dartoria x Claudio

Dartoria x UBS-3

Claudio x Torezan

HOoH W W R R ®

dunn_test(Culex ~ Local, data=dadoTot, p.adjust.method = "bonferroni")

## # A tibble: 21 x 9

H## Y. groupl group2 nl n2 statistic p p.adj p.adj.s
ignif

## * <chr> <chr> <chr> <int> <int> <dbl> <dbl> <dbl> <chr>
## 1 Culex A@2-dart A@9-tore 6 6 1.69 0.0913 1 ns
## 2 Culex A@2-dart Al@-nena 6 5 0.0865 0.931 1 ns
## 3 Culex A@2-dart A19-clau 6 5 -1.60 0.110 1 ns
## 4 Culex A@2-dart ubsil 6 6 -9.416 0.678 1 ns
## 5 Culex A@2-dart ubs2 6 6 0.945 0.345 1 ns

## 6 Culex A@2-dart ubs3 6 6 -1.40 0.162 1 ns

## 7 Culex A@9-tore Al@-nena 6 5 -1.52 0.128 1 ns

## 8 Culex A@9-tore Al19-clau 6 5 -3.21 0.00133 0.0279 *

## 9 Culex A@9-tore ubsl 6 6 -2.10 0.0354 0.743 ns

## 10 Culex A@9-tore ubs2 6 6 -9.743 0.457 1 ns

## # 1 11 more rows
#s0 Torezan x Claudio demonstraram diferenca significativa
dunn_test(aegypti ~ Local, data=dadoTot, p.adjust.method = "bonferroni")

## # A tibble: 21 x 9

## Y. groupl  group2 nl n2 statistic p p.adj p.a
dj.signif
## * <chr> <chr> <chr> <int> <int> <dbl> <dbl>  <dbl> <ch

r>



#H#t
##
#H#t
#H#t
##
#H#t
#H#t
##
#H#t
## 10

LCooNOOUVTE, WNBR

#Dartoria x Claudio

aegypti
aegypti
aegypti
aegypti
aegypti
aegypti
aegypti
aegypti
aegypti

aegypti
## # 1 11 more rows

AQ2-dart
A@2-dart
AQ2-dart
AQ2-dart
A@2-dart
AQ2-dart
A@9-tore
A@9-tore
A@9-tore
A@9-tore

A@9-tore
Al0-nena
Al19-clau
ubsl
ubs2
ubs3
Al0-nena
Al19-clau
ubsl
ubs?2

[e)INe)INe) I o)) I e) ie) Be) Re) Ne)]

A OYU1TUTOYOY O U1 UTOY

-1.50
-1.77
-3.36
-1.60
-2.38
-3.85

-0.334

-1.92

-0.0900
-0.875

O OO0

.0770
.000785

.0173
.000120

.0545
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1 ns
1 ns
0.0165 *

1 ns
0.364 ns
0.00252 **
1 ns
1 ns
1 ns
1 ns

#Dartoria x Ubs3 (sendo que UBS3 ndo apresentou dados de aedes coletados)

7.1.3 Testes de correlacdo com variaveis climaticas

Carregar dados

dadosC= read_excel("Dados R.xlsx", sheet= "Correlac")

kable(dadosC)
An M Plu
o @és viT
20 ou 161
23 t .8
20 no 110
23 v .6
20 de 107
23 z .6
20 ja 108
24 n .0
20 fe 166
24 v .0
20 m 72.
24 ar 0

shapiro.test(dadosC$Adultos)###segue uma normal (p-value

#H#

## Shapiro-Wilk normality test

#H#

Pluvi
15

130.
4

104.
8

99.8

108.
0

166.
0

72.0

Temp
M

24.96
022

25.27
056

26.01
129

25.57
231

25.99
066

25.66
398

Temp
M15

25.04
906

25.79
233

26.22
162

25.57
231

25.99
066

25.66
398

TempM

Min
24.243
68

24.472
64

25.146
10

24.814
65

25.250
86

24.976
08

Analises para verificar normalidade

UmiR
el

73.04
032

71.73
056

72.25
269

73.02
554

75.80
460

77.16
532

UmiR
Min
69.84
005

68.03
472

68.40
457

69.14
651

7213
218

73.86
290

Adul

tos

184

109

34

26

56

46

Aed  Aed

esT esF
22 6
17 9
25 8
20 5
42 16
9 3
0.114)

CasosD

ENV

26

41

19

44

449

563
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## data: dadosC$Adultos
## W = 0.83303, p-value = 0.114

#
shapiro.test(dadosC$UmiRel)###seqgue uma normal (p-value = 0.2279)

H#it

## Shapiro-Wilk normality test
H#it

## data: dadosC$UmiRel

## W = 0.87044, p-value = 0.2279

#
shapiro.test(dadosC$UmiRMin) ###seqgue uma normal (p-value

0.3533)

##

## Shapiro-Wilk normality test
##

## data: dadosC$UmiRMin

## W = 0.89644, p-value = 0.3533

#
shapiro.test(dadosC$TempM)###segue uma normal (p-value = 0.6019)

#H#

## Shapiro-Wilk normality test
#H#

## data: dadosC$TempM

## W = 0.9328, p-value = 0.6019

#
shapiro.test(dadosC$TempM15)###seqgue uma normal (p-value

0.8772)

#H#

## Shapiro-Wilk normality test
#H#

## data: dadosC$TempM15

## W = 0.96778, p-value = 0.8772

#
shapiro.test(dadosC$TempMMin)###seqgue uma normal (p-value = 0.6699)

#i#

## Shapiro-Wilk normality test
#i#

## data: dadosC$TempMMin

## W = 0.94132, p-value = 0.6699

#
shapiro.test(dadosC$PluviT)###seqgue uma normal (p-value = 0.2667)

##

## Shapiro-Wilk normality test
##

## data: dadosC$PluviT

## W = 0.87948, p-value = 0.2667
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#
shapiro.test(dadosC$Pluvil5)###seqgue uma normal (p-value = 0.7391)

H#it

## Shapiro-Wilk normality test
H#it

## data: dadosC$Pluvils

## W = 0.94985, p-value = 0.7391

#
shapiro.test(dadosC$CasosDENV)###ndo segue uma distribui¢do normal (p-valu
e = 0.009623)

##

## Shapiro-Wilk normality test

##

## data: dadosC$CasosDENV

## W = 0.71848, p-value = 0.009623

#

shapiro.test(dadosC$AedesT)###segue uma normal (p-value = 6.527)
##

## Shapiro-Wilk normality test

#H#

## data: dadosC$AedesT

## W = 0.92298, p-value = 0.527

#

shapiro.test(dadosC$AedesF)###segue uma norma (p-value = 0.4174)
##

## Shapiro-Wilk normality test

#H#

## data: dadosC$AedesF
## W = 0.90707, p—value = 0.4174

Verificar presenca de outliers
par(mfrow= c(1,1))

boxplot(dadosC$Adultos, ylab= "n2Adulto"”, main= "BoxPlot Adultos Coletados
/més" )
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BoxPlot Adultos Coletados/més
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par(mfrow= c(1,2))

boxplot(dadosC$UmiRel, ylab= "Umid. Relativa(%)", main= "BoxPlot Umidade R
elativa/més")

boxplot(dadosC$UmiRMin, ylab= "Umid. Relativa minima (%)", main= "BoxPlot
Umidade Relativa/més")

BoxPlot Umidade RelativaBoxPlot Umidade Relativa/

72 73 74

Umid. Relativa(%)

72 73 74 75 76 77
Umid. Relativa minima (%)

68 69 70 71
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par(mfrow= c(2,2))

boxplot(dadosC$TempM, ylab= "Temp. Media (2C)", main= "BoxPlot Temperatura
Média/més")

boxplot(dadosC$TempM15, ylab= "Temp. Media (°C) de 15 dias", main= "BoxPlo
t Temperatura Média/més")

boxplot(dadosC$TempMMin, ylab= "Temp. Media minima (°C)", main= "BoxPlot T
emperatura Média/més")
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par(mfrow= c(1,2))

boxplot(dadosC$PluviT, ylab= "Pluvi. Total (mm)", main= "BoxPlot PluviT/mé
SII

boxplot(dadosC$Pluvil5, ylab= "Pluvi. de 15 dias (mm)", main= "BoxPlot Plu
viT/de 15 dias da coleta")



65

BoxPlot PluviT/més xPlot PluviT/de 15 dias da
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Anélise de casos de DENV

par(mfrow= c(2,2))

boxplot(dadosC$CasosDENV, ylab= "n2 Casos de Dengue", main= "BoxPlot Casos
de Dengue/més")

boxplot(dadosC$AedesT, ylab= "n2Adulto Ae. aegypti", main= "BoxPlot Ae. ae
gypti capturado/més")

boxplot(dadosC$AedesF, ylab= "n2Adulto Ae. aegypti Fem.", main= "BoxPlot A
e. aegypti Fém. capturado/més")
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cor.test(dadosC$UmiRel, dadosC$Adultos, method="pearson") #p-valor ajustad
0 ndo significativo

Hit
H#
Hit
Hit
H#
Hit
Hit
H#
Hit
Hit
Hit

Pearson's product-moment correlation

data: dadosC$UmiRel and dadosC$Adultos
t = -0.60128, df = 4, p-value = 0.5801
alternative hypothesis: true correlation is not equal to ©
95 percent confidence interval:
-0.8912299 0.6833108
sample estimates:
cor
-0.2879113

cor.test(dadosC$UmiRMin, dadosC$Adultos, method="pearson")#p-valor ajustad
0 ndo significativo

##
H##
##
##
H##
##
##
H##
H##
H##
H##

Pearson's product-moment correlation

data: dadosC$UmiRMin and dadosC$Adultos

t = -0.38365, df = 4, p-value = 0.7208

alternative hypothesis: true correlation is not equal to ©
95 percent confidence interval:

-0.8673431 0.7356439
sample estimates:
cor
-0.18839
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cor.test(dadosC$TempM, dadosC$Adultos, method="pearson")#p-valor significa
tivo, mas 1intervalo para 95% de confin¢a muito abrangente

#H#t
##
#H#t
#H#t
##
#H#t
#H#t
##
##
##
##

Pearson's product-moment correlation

data: dadosC$TempM and dadosC$Adultos
t = -3.2355, df = 4, p-value = 0.03181
alternative hypothesis: true correlation is not equal to ©
95 percent confidence interval:
-0.9833455 -0.1260839
sample estimates:
cor
-0.850607

cor.test(dadosC$TempM15, dadosC$Adultos, method="pearson")#p-valor ajustad
0 ndo significativo

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

Pearson's product-moment correlation

data: dadosC$TempM15 and dadosC$Adultos
t = -2.0781, df = 4, p-value = 0.1063
alternative hypothesis: true correlation is not equal to ©
95 percent confidence interval:
-0.9667672 ©.2192484
sample estimates:
cor
-0.720517

cor.test(dadosC$TempMMin, dadosC$Adultos, method="pearson")#p-valor signif
icativo, mas intervalo para 95% de confing¢a muito abrangente

##
##
##
##
H##
##
##
H##
##
##
##

Pearson's product-moment correlation

data: dadosC$TempMMin and dadosC$Adultos
t = -3.1758, df = 4, p-value = 0.03367
alternative hypothesis: true correlation is not equal to ©
95 percent confidence interval:
-0.9828159 -0.1105189
sample estimates:
cor
-0.8461836

cor.test(dadosC$PluviT, dadosC$Adultos, method="pearson")#p-valor ajustado
nédo significativo

##
#H#
#H#
#H#
##
#H#
#H#

Pearson's product-moment correlation

data: dadosC$PluviT and dadosC$Adultos

t = 1.2626, df = 4, p-value = 0.2753

alternative hypothesis: true correlation is not equal to ©
95 percent confidence interval:
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## -0.4900329 0.9387085
## sample estimates:

## cor

## 0.533827

cor.test(dadosC$Pluvil5, dadosC$Adultos, method="pearson")#p-valor ajustad
0 ndo significativo

##

## Pearson's product-moment correlation
##

## data: dadosC$Pluvil5 and dadosC$Adultos
## t = 0.55728, df = 4, p-value = 0.607

## alternative hypothesis: true correlation is not equal to ©
## 95 percent confidence interval:

## -0.6944147 0.8867998

## sample estimates:

## cor

## 0.2684139

cor.test(dadosC$CasosDENV, dadosC$AedesT, method= "spearman")#p-valor ajus
tado ndo significativo, spearman devido a ndo ser normal

#it

## Spearman's rank correlation rho

##

## data: dadosC$CasosDENV and dadosC$AedesT

## S = 48, p-value = 0.4972

## alternative hypothesis: true rho is not equal to ©
## sample estimates:

#it rho

## -0.3714286

cor.test(dadosC$CasosDENV, dadosC$AedesF, method= "spearman")#p-valor ajus
tado ndo significativo, spearman devido a ndo ser normal

#it

## Spearman's rank correlation rho

#

## data: dadosC$CasosDENV and dadosC$AedesF

## S = 44, p-value = 0.6583

## alternative hypothesis: true rho is not equal to ©
## sample estimates:

#HH# rho

## -0.2571429



