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RESUMO

Introducé&o: No Brasil, o controle quimico de Aedes aegypti continua sendo a
principal ferramenta para prevencdo de surtos de arboviroses. Monitorar a
suscetibilidade do vetor aos inseticidas é importante para substituicdo das
substancias, caso haja resisténcia confirmada. Ainda, a relagdo entre mosquitos
resistentes e a capacidade de infeccéo por arbovirus é pouco explorada e nao
estd clara, principalmente por Zika virus (ZIKV). Objetivos: Analisar a
suscetibilidade de populacdes de Ae. aegypti aos inseticidas piriproxifeno (PPF)
e malathion entre 2017 e 2018 no Brasil, assim como reavaliar a evolucao da
resisténcia ao PPF, apos dois anos de exposicdo a aplicacdes bimestrais do
larvicida, e investigar a relacdo entre mosquitos resistentes ao PPF e a
capacidade de infeccdo por ZIKV. Métodos: Foram realizadas coletas de ovos
de Ae. aegypti em 132 cidades por meio de armadilhas de oviposic&o. Colonias
foram submetidas a testes de suscetibilidade com larvas expostas a Dose
Diagnostica (DD) de PPF (0,3 pg/L) e adultos com a DD de malathion obtida no
laboratorio (20 pg), além da DD indicada pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) (50 pg) em ensaio com garrafa. Posteriormente, bioensaios Dose-
Resposta (DR) com PPF foram realizados em populacées com IE < 98% para
estimar a RR. Em 2020, ovos foram coletados nas cidades onde registramos
resisténcia ao PPF anteriormente, para novos bioensaios DR. Mosquitos de
populacées com diferentes niveis de resisténcia ao PPF e uma cepa suscetivel
a inseticidas (Rockefeller) foram experimentalmente infectadas oralmente com
ZIKV para determinar sua competéncia vetorial relativa. Resultados: A alteracéo
da suscetibilidade ao PPF foi registrada em 6 (4,5%) popula¢cdes do vetor, nos
estados Bahia e Ceara, com Razéao de Resisténcia (RR) entre 1,51 a 3,58. Para
malathion, 73 (55,3%) populacdes distribuidas no pais foram resistentes quando
expostas a DD local (20 pg/garrafa). Por outro lado, nenhuma populacdo foi
resistente e apenas 10 (7,6%) populacbes apresentaram suscetibilidade
reduzida (taxa de mortalidade 90 a 98%) quando a DD da OMS (50 pg/garrafa)
foi utilizada. Em 2020, mosquitos de Ico, Serrinha, e Brumado apresentaram
baixos niveis de resisténcia ao PPF (RRso= 2,33, 4,52 e 4,83, respectivamente),

niveis moderados foram detectados nas populacbes de Juazeiro do Norte



(RRs0=5,83) e Itabuna (RRs0=7,88), e alto nivel em Quixada (RRso=11). Embora
todas as populagdes fossem competentes para infectar-se com ZIKV, aquelas
com niveis moderados a altos de resisténcia a inseticidas (RI) exibiram
suscetibilidade semelhante ou menor a infec¢cdo por ZIKV, comparando-se a
populacdes de baixa Rl ou a cepa suscetivel. Conclusfes: Registrou-se
resisténcia ao PPF, em populacdes de Ae. aegypti procedentes do nordeste
brasileiro, assim como a DD local para malathion (20pg/garrafa) foi mais sensivel
que a da OMS (50 ug/garrafa) para detectar precocemente diminuicdo da
suscetibilidade; a evolucdo desta resisténcia pode comprometer os esforcos
para seu controle e 0 monitoramento continuo é essencial no manejo efetivo de
inseticidas. O uso do PPF para controle do Ae. aegypti pode estar associado
ao beneficio indireto de suscetibilidade reduzida a infeccdo por ZIKV, sem
alteracdes na infeccdo disseminada e transmissdo deste arbovirus entre

fendtipos resistentes ao PPF.

Palavras-chave: Arbovirus, Aedes aegypti, resisténcia a inseticidas, inseticidas
organofosforados, piriproxifeno, controle de mosquito, Zika virus, infecgéo oral,

competéncia vetorial.



ABSTRACT

Introduction: Aedes aegypti chemical control in Brazil remains the main tool for
preventing arboviral outbreaks. Monitoring the vector's susceptibility to
insecticides is essential for replacing substances in case of confirmed resistance.
Still, the relationship between resistant mosquitoes and the ability to infect
arboviruses is little explored and unclear, especially with the Zika virus (ZKV).
Objectives: To analyze the susceptibility of Ae. aegypti populations to the
insecticides pyriproxyfen (PPF) and malathion between 2017 and 2018 in Brazil,
as well as to reassess the evolution of PPF resistance after two years of exposure
to bimonthly applications of the larvicide; and to investigate the relationship
betweenresistant mosquitoes to PPF and its ability to be infected by ZIKV.
Methods: Ae. aegypti eggs were collected in 132 cities using oviposition traps.
Colonies were subjected to susceptibility tests with larvae exposed to the
Diagnostic Dose (DD) of PPF (0.3 pg/L) and adults with the DD of malathion
obtained in the laboratory (20 ug), in addition to the DD indicated by the World
Health Organization (WHO) (50 pg) in bottle assay. Subsequently, Dose-
Response (DR) bioassays with PPF were performed in populations with EI < 98%
to estimate the RR. In 2020, eggs were collected in cities where we previously
recorded PPF resistance for new DR bioassays. Mosquitoes from populations
with different resistance levels to PPF and an insecticide-susceptible strain
(Rockefeller) were experimentally orally infected with ZIKV to determine their
relative vector competence. Results: Changes in susceptibility to PPF were
recorded in 6 (4.5%) populations, in Bahia and Ceard states, with a Resistance
Ratio (RR) from 1.51 to 3.58. For malathion, 73 (55.3%) populations distributed
in the country were resistant when exposed to local DD (20 pg/bottle). On the
other hand, no population was resistant, and only 10 (7.6%) populations showed
reduced susceptibility (mortality rate 90 to 98%) when the WHO DD (50 pg/bottle)
was used. In 2020, mosquitoes from IcoO, Serrinha, and Brumado showed low
levels of PPF resistance (RRso= 2.33, 4.52, and 4.83, respectively); moderate
levels were detected in populations from Juazeiro do Norte (RR50=5.83) and
ltabuna (RRs0=7.88), and high level in Quixada (RRso=11). Although all



populations were competent to become infected with ZIKV, those with moderate
to high levels of insecticide resistance (IR) exhibited similar or lower susceptibility
to ZIKV infection compared to populations with low IR or the strain susceptible.
Conclusions: Resistance to PPF was registered in Ae. aegypti populations from
northeastern Brazil; as well as the local DD for malathion (20 pg/bottle) was more
sensitive than the WHO one (50 pg/bottle) for early detection of decreased
susceptibility; the evolution of this resistance can compromise efforts to control it,
and continuous monitoring is essential for effective insecticide management. The
use of PPF to control Ae. aegypti may be associated with the indirect benefit of
reduced susceptibility to ZIKV infection without changes in disseminated infection
and transmission of this arbovirus among PPF-resistant phenotypes.

Keywords: Arbovirus, Aedes aegypti, insecticide resistance, organophosphate
insecticides, pyriproxyfen, mosquito control, Zika virus, oral infection, vector

competence.



1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia das arboviroses

1.1.1. Dengue

Dengue é uma doenga causada por um arbovirus (virus transmitido por
artropodes) do género Flavivirus, familia Flaviviridae, com 4 sorotipos distintos
(DENV-1 a DENV-4). Estima-se que 3,9 bilhdes de pessoas distribuidas em 128
paises infestados por mosquitos do género Aedes estejam sob risco de infeccéo
pela doenca, principalmente em regides tropicais e subtropicais da Africa,
Américas, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (Brady & Hay, 2020). Segundo
Leta e colaboradores (2018), 111 (44,4%) paises ou territdrios relataram

ocorréncia autdctone de dengue entre 1952 e 2017.

O virus dengue causa maior numero de casos de doencas e mortes do
gue qualquer outro arbovirus que acomete humanos (Brady et al., 2012). Estima-
se cerca de 400 milhdes de infec¢des anuais de dengue no mundo, sendo cerca
de 75% subclinicas. A Asia responde por 75% da carga de doenca, seguida pela
Ameérica Latina e Africa (Bhatt et al., 2013). Mais de 20 milhdes de casos de
dengue foram notificados nas Américas, entre 2013 e 2022, dos quais 69,5%
estavam concentrados no Brasil, o qual é responsavel pelo registro de 56,7%
das 9.188 mortes pela doencga no continente sul-americano durante este periodo
(OPS, 2023).

A Fig.1 apresenta os casos notificados e 6bitos confirmados pela doenca
no Brasil entre 2013 e 2022.
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Figura 1. Casos notificados e 6Obitos confirmados por dengue no Brasil entre
2013 e 2022. Fonte: PLISA Plataforma de Informacién em Salud para las
Ameéricas/Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2023).

A primeira epidemia brasileira de dengue documentada clinica e
laboratorialmente aconteceu em 1981-1982, em Boa Vista/Roraima, causada
pelos sorotipos 1 e 4. Em 1986, ocorreram epidemias no estado do Rio de
Janeiro e em algumas capitais da regido Nordeste. Desde entdo, a doenca é
considerada um relevante problema de salde publica no pais ocorrendo de
forma endémica, com epidemias geralmente associadas a circulacdo ou
alteracdo dos sorotipos atualmente conhecidos ou com a circulacdo destes em
areas anteriormente indenes. Nos anos seguintes, a doenc¢a no pais apresentou
um processo de interiorizagcdo da transmissdo com epidemias de grande
magnitude, aumento do numero de hospitalizacbes e O&bitos e circulacédo
simultanea dos quatro sorotipos (Brasil, 2019). O surgimento de novos sorotipos
do virus aumenta o risco de infeccbes novas e infeccBes mais graves,

especialmente em areas vulneraveis (Cunha et al., 2021; Ribeiro et al., 2021).

A maioria das infec¢Bes por dengue é assintomatica, contudo, quando
sintomética, a doenga pode se desenvolver em sua forma leve (febre do dengue)
ou formas mais graves da doenca que podem levar ao Obito, incluindo a febre
hemorragica do dengue (FHD) ou sindrome do choque por dengue (SCD) (Dick
et al., 2012). Os sintomas do dengue simples séo inespecificos: febre, artralgia,

dores musculares, e no fundo dos olhos. Anorexia, nduseas, vomitos, diarreia e



exantema podem estar presentes. Os sinais de agravamento, que ocorrem com
o declinio da febre, sdo dor abdominal intensa, vomitos persistentes, acimulo de
liquidos, hipotensdo postural, letargia e/ou irritabilidade, hepatomegalia,

sangramento de mucosa e aumento progressivo do hematdécrito (Brasil, 2019).

No Brasil, adotou-se a classificagcdo dengue com complicacdes (DCC),
qguando havia acometimento neurolégico, hepatico, renal ou outros sinais de
agravamento, entretanto ndo havia resultado laboratorial positivo, sinais de
extravasamento plasmatico ou sangramento, impossibilitando a classificacdo do
caso como FHD ou SCD. Buscando melhorar o registro dos casos graves, em
2009 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) adotou nova classificacdo dos
casos de dengue (dengue sem sinais de alarme, dengue com sinais de alarme
e dengue grave), jA que com a classificacdo anterior os casos graves eram
subnotificados. Essa nova forma de classificagdo dos casos foi adotada pelo
Ministério da Saude (MS)/Brasil em anos posteriores (Campos et al., 2015b).

No mosquito, o periodo de incubacao extrinseco do virus da dengue varia
entre 8 e 12 dias (Gubler, 1997), enquanto que no homem o periodo de
incubacéo intrinseco pode variar entre 3 e 14 dias (média de 4 a 7 dias). Nesse
periodo, o virus pode ser transmitido a outro mosquito durante o repasto
sanguineo, porém outros mecanismos de transmissao tém sido registrados,
como por exemplo, por meio de transfusdo de sangue, transmissao vertical,
transplante de 6rgaos, lesGes por picada de agulha e respingos de mucosa
(Sabino et al., 2016; Arragain et al., 2017).

O principal vetor é o mosquito Aedes aegypti, do subgénero Stegomyia
(Dick et al.,, 2012). A espécie Ae. aegypti também € responsavel pela
transmissao de outros arbovirus como chikungunya e Zika, podendo ocorrer
circulacado concomitante desses virus em uma mesma regido durante epidemias
(Roiz et al., 2018). As doencas transmitidas por vetores exacerbam a pobreza,
causam perda de dias de trabalho e escola, aumentam o custo dos cuidados de
saude e prejudicam a produtividade econdmica (Parra-Henao et al., 2021).

A elevada taxa de adaptacdo da espécie Ae. aegypti e sua variacado
espaco-temporal favorecidas pelas mudancas climaticas foram demonstradas
por Iwamura e colaboradores quando sugeriram que o mundo se tornou

aproximadamente 1,5% mais adequado ao desenvolvimento desta espécie por



década, durante 1950-2000. Além disso, essa tendéncia deve acelerar para 3,2-
4,4% por década até 2050 (lIwamura et al., 2020).

O mosquito Aedes albopictus, embora menos eficiente, € o principal vetor
do dengue na Asia. Apesar de presente no continente americano, até o momento
nao foi associado a transmissao dos virus dengue, chikungunya e Zika nas
Américas. Apesar disso, a importancia da espécie Ae. albopictus ndo pode ser
desconsiderada pelos programas de controle, uma vez que apresenta
suscetibilidade para se infectar, propagar e/ou desenvolver e transmitir esses
arbovirus sob condicdes de laboratorio e esta presente em todas as regiées do
Brasil (Carvalho et al., 2014). Este vetor estd se expandindo geograficamente
para regidbes de clima tropical e temperado, aumentando assim o potencial

epidémico do dengue em novas regifes temperadas (Rocklov et al., 2016).

1.1.2. Chikungunya

A doenca Chikungunya é causada pelo virus de mesmo nome (CHIKV),
arbovirus pertencente ao género Alphavirus, familia Togaviridae. CHIKV era
mantido em ciclos silvaticos nas regides leste e central da Africa, entre mosquitos
do género Aedes, pertencentes as espécies Ae. furcifer, Ae. taylori, Ae. africanus
e Ae. luteocephalus e primatas ndo humanos nas florestas (Mason & Haddow,
1957; Diallo et al.,1999). Inicialmente, foi isolado de um paciente na Tanzania
durante um surto de doenca semelhante ao dengue, em 1952 (Gudo et al., 2016).
O nome dado ao virus refere-se, no dialeto local, a postura curvada de pacientes
afetados pelas dores nas articulagbes causadas pela doenca (Halstead, 2015).

Sé&o sintomas de febre do chikungunya febre, erupcédo cuténea, dor
articular, dor de cabeca, mialgia, conjuntivite, sintomas gastrointestinais como
nausea, vémito, diarréia ou dor abdominal e fadiga, mal-estar ou fraqueza.
Embora menos frequentes, podem ocorrer dor retro-orbital, disturbios
hemorragicos e sintomas neuroldgicos. Muitos desses sintomas Sao comuns nas
infeccBes por outras arboviroses como DENV e Zika virus (ZIKV) (Ng et al.,
2018), tornando o diagnostico dificil quando ha cocirculacdo desses virus
(Cabral-Castro et al., 2016). A infeccao por CHIKV é altamente debilitante,
entretanto causa baixas taxas de letalidade (Vairo et al., 2019).



Coinfeccbes de CHIKV e outros patdgenos foram relatadas, sendo os
mais comuns DENV, malaria e ZIKV; além de triplas coinfec¢des simultaneas
com CHIKV, DENV e ZIKV (Villamil-Gomez et al., 2016), que podem ser
transmitidas pelos mesmos vetores, principalmente Ae. aegypti e Ae. albopictus.
Tendinite, sinovite, distdrbios do equilibrio, Sindrome de Guillain-Barré (SGB),
artrite crbnica, distlrbios neuroldégicos como encefalopatias, encefalomielite
disseminada aguda e distlrbios oculares foram sequelas de longo prazo
associadas a infeccdo por CHIKV (Mascarenhas et al., 2018).

O periodo de incubacao intrinseca varia entre 1 e 12 dias (média 2 a 7
dias), e o de viremia geralmente dura até o quarto ou sexto dia apés inicio dos
sintomas (Brouard et al., 2008). Foi relatada uma proporcédo de 3 a 28% de
infeccbes assintomaticas durante epidemias (Ayu et al., 2010). A existéncia de
condicbes cronicas preexistentes como diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares e obesidade, e faixa etéria entre 55 e 64 anos foram fatores de
risco para a maior incidéncia da doenca (Mascarenhas et al., 2018). J& na faixa
etaria de 0 a 14 anos, a taxa de incidéncia foi mais baixa (Feldstein et al., 2016).

Ae. albopictus passou a ser espécie vetora altamente competente para
CHIKV apés a ocorréncia de mutacdo na glicoproteina de membrana viral
externa E1 detectada em linhagem proveniente de mosquito das Ilhas Reuni&o,
causando alteracdo de aminoacidos com uma substituicdo de Alanina por Valina
na posicao 226 (Tsetsarkin et al., 2007). Ap6s tal mutacéo, ocorreram grandes e
frequentes epidemias, com emergéncia ou ressurgimento do CHIKV em
diferentes continentes. As epidemias acometeram grande parte da populagéao da
india e ilhas do Oceano indico, causaram alto nimero de casos graves nas llhas
Reunido (34,3%), e taxas de letalidade de 4,5% nas llhas Mauricio e 4,9% na
india, em 2005 e 2006 (Renault et al., 2008). Outras epidemias ocorreram na
Asia e, em 2013, nas Américas, inicialmente nas ilhas St. Martin, na regi&o do
Caribe. Posteriormente a transmissao se expandiu para outras ilhas do Caribe e
para a América do Sul, com altas prevaléncias e acometimento de regides onde
0s vetores estavam bem estabelecidos (Mascarenhas et al., 2018). Como foi
colocado anteriormente, a espécie Ae. Albopictus ainda ndo foi associada a
transmissao dos virus dengue, chikungunya e Zika nas Américas.

A urbanizacdo e migracdo humana para &reas urbanas levaram a

adaptacdo das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus para viver proximo as



habitacbes humanas, sustentando o ciclo de transmissdo entre mosquitos e
humanos (Vairo et al., 2019). Outras formas de transmissédo de CHIKV menos
comuns que a picada de mosquitos infectados sao as transfusées sanguineas,
picadas de agulha com sangue infectado e a transmisséao vertical de mae para
filho, com ocorréncia de complicacbes em neonatos de gestantes virémicas
(Torres et al., 2016). Foram relatadas transmissdes por meio de enxertos de
cornea, transfusdes de rins e figado (Couderc et al., 2012; Gasperina et al., 2015;
Girdo et al., 2017).

Assim como ocorrido na india, a epidemia iniciada em 2013 no Brasil foi
associada a linhagens diferentes do virus, asiatica e ECSA (leste/central/sul-
africana) (Conteville et al., 2016; Nyari et al., 2016). Desde 2015, mais de 100
paises das Américas, Europa, Asia e Africa notificaram casos de Chikungunya,
e a doenca afetou milhdes de pessoas mostrando uma expanséao alarmante das
areas sob risco de transmisséo (Vairo et al., 2019). Entre os anos 2013 e 2022
foram notificados a Organizacdo Pan Americana de Saude 3.469.659 casos de
infeccdo por CHIKV nas Américas. No Brasil, foram registrados 1.534.897
(44,2%) notificacBes, sendo o principal vetor a espécie Ae. aegypti. Os casos
notificados de CHIKV podem ser observados na Fig. 2 (OPS, 2023).
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Figura 2. Casos notificados de febre do chikungunya no Brasil e nas Américas
entre 2013 e 2022. Fonte: PLISA Plataforma de Informacién em Salud para las
Américas/Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2023).



1.1.3. Febre do Zika

O virus Zika (ZIKV), pertencente a familia Flaviviridae e género Flavivirus
- agente causador da Febre do Zika é transmitido por fémeas de mosquitos
infectados do género Aedes (Hamel et al., 2015). Esse virus foi isolado de um
macaco do género Rhesus, na Floresta de Zika em Uganda em 1947, e de
mosquitos na mesma floresta, no ano seguinte (Dick et al., 1952). A infec¢do em
humanos foi descrita pela primeira vez na Nigéria (Africa), em 1953 (Macnamara,
1954). Nas décadas seguintes, ZIKV nao foi considerado um problema de saude
publica devido a poucos casos clinicos relatados em humanos (Lessler et al.,
2016), mesmo com evidéncias de anticorpos em populacdes de toda a Africa
Subsaariana e Sudeste Asiatico (Slavov et al., 2016).

O primeiro surto ocorreu em 2007, na llha Yap, Micronésia, causado pela
linhagem asiatica do virus (Duffy et al., 2009). Aproximadamente 73% dos
residentes da ilha foram infectados e relataram sintomas leves e de curta
duracdo (Lessler et al., 2016). De 2013 a 2014, a Polinésia Francesa
experimentou um surto de ZIKV com altas taxas de ataque e casos associados
a complicacdes neuroldgicas (sindrome de Guillain-Barré) (Cao-Lormeau et al.,
2016). O virus se espalhou por todo o Pacifico Sul em 2014, provocando surtos
na Nova Caledonia, Ilhas Cook e llha de Pascoa (Roth et al., 2014).

Em 2015, foi relatado o primeiro surto nas Américas (Brasil) (Campos et
al., 2015a; Zanluca et al., 2015) e, no ano seguinte, o0 virus ja circulava nas
Ameéricas do Sul, Central, do Norte e Caribe; enquanto um surto ocorria na Africa
(Cabo Verde) (Musso & Gubler, 2016). Entre 2015 e 2022, foram notificados
938.688 casos de febre do Zika nas Américas, de acordo com a Organizacao
Panamericana de Saude, dentre os quais 51,3% ocorreram no Brasil, conforme
demonstrado na Fig. 3 (OPS, 2023). Até o momento, um total de 89 paises e
territorios relataram evidéncias de infecgdo pelo virus Zika transmitida por
mosquitos, no entanto, a vigilancia permanece limitada globalmente (WHO,
2023).
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Figura 3. Casos notificados de febre pelo virus Zika no Brasil e nas Américas
entre 2015 e 2022. Fonte: PLISA Plataforma de Informacién em Salud para las
Ameéricas/Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2020).

ZIKV foi isolado em diversas espécies de mosquitos na Africa e Asia,
incluindo mosquitos arbdéreos como Aedes africanus e outros de ampla
distribuicdo tropical e subtropical como, respectivamente, Ae. aegypti e Ae.
albopictus (Marchette et al., 1969; Grard et al., 2014; Kazmi et al., 2020).
Geralmente, é transmitido pela picada de mosquitos infectados, sendo Ae.
aegypti a espécie considerada a mais importante vetora na transmissao para
humanos (Marchette et al., 1969), e Ae. albopictus identificada como espécie
vetora em potencial (Wong et al., 2013; Grard et al., 2014). Estes virus séo
endémicos, tendo se espalhado nos paises infestados com mosquitos Ae.
aegypti e Ae. albopictus (Musso & Gubler, 2016). Além da transmissao vetorial,
h& evidéncias de que ZIKV possa ser transmitido para humanos por exposi¢ao
laboratorial, intrauterina, amamentacgéo, sexual e transfusdo de sangue, o que
pode dificultar o controle desse virus (Besnard et al., 2014; Slavov et al., 2016;
Hills et al., 2017; Moreira et al., 2017).

A maioria das pessoas infectadas por ZIKV nédo desenvolvem sintomas.
Quando se desenvolvem apos periodo de incubacao de cerca de 3 a 14 dias, os
sintomas sao leves e inespecificos e podem incluir febre, erupcédo cutanea,
conjuntivite, dores musculares e articulares, mal-estar, dor de cabeca e dor retro
orbital, durando geralmente de 2 a 7 dias (Marano et al., 2016; WHO, 2023).



No Brasil, em novembro de 2014 estados da regidao Nordeste relataram
surtos de infecgdo por ZIKV (Campos et al., 2015), e em maio do ano seguinte o
primeiro caso autoctone de febre do Zika foi confirmado na Bahia (Zanluca et al.,
2015; Musso & Gubler, 2016). Ao final do mesmo ano, o virus ja havia sido
detectado em 19 dos 27 estados em todas as regides do pais (Brasil, 2017). No
ano seguinte, o numero estimado de casos provaveis (casos notificados, sendo
excluidos os descartados) de febre pelo virus Zika chegou a 215.319 (taxa de
incidéncia de 105,3 casos/100 mil hab.), distribuidos em 2.306 municipios de
todos os estados, tendo sido confirmados 130.701 (60,7%) casos (Brasil, 2017).
Considerando a maior dificuldade para diagnostico dos casos no inicio da
epidemia, entretanto, estima-se que ocorreram entre 440.000 e 1.300.000 casos
de ZIKV em 2015 (Heukelbach et al., 2016). Mais tarde, a transmissao autoctone
do ZIKV se espalhou para todos os estados brasileiros, Américas do Sul e
Central e para o Caribe (Fauci & Morens, 2016; Faria et al., 2017).

A associacdo entre infeccdo por ZIKV e sinais/sintomas neuroldgicos
graves em adultos (Sindrome de Guillain-Barré) foi confirmada (Brito, 2015;
ECDC, 2015), seguida pela confirmacdo da associagao entre infeccéo por ZIKV
e microcefalia neonatal, em outubro de 2015, no Brasil, apés o isolamento do
virus do liquido amniético e do tecido cerebral fetal (PAHO, 2015; Rasmussen et
al., 2016; Schuler-Faccini et al.; 2016). Analises retrospectivas sugeriram que
nascimentos de bebés com microcefalia associados a infeccéo por ZIKV também
ocorreram durante o surto na Polinésia Francesa, em 2013 e 2014 (Cauchemez
et al, 2016).

No Brasil, entre 2015 e 2017, foram identificados no pais 1.711 nascidos
vivos com sindrome congénita associada a infec¢ao pelo virus Zika, sendo a
maioria dos casos confirmados nascida na regido Nordeste (Brasil, 2022a).
Infeccdo pelo ZIKV e outras arboviroses emergentes tém aumentado em
incidéncia nas ultimas décadas no mundo e sua circulacdo pode ocorrer
concomitante na mesma regiao durante epidemias (Roiz et al., 2018).

Estudos filogenéticos sugerem que o ZIKV pode ter sido introduzido no
Brasil durante o campeonato mundial de canoagem de primavera no Rio de
Janeiro, em 2014, que contou com a participacéo de paises do Pacifico em que
o0 virus circulava (Musso, 2015). Entretanto, discute-se que a cepa da Polinésia

Francesa ZIKV, linhagem asiatica do virus, tenha entrado no pais entre maio e
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dezembro de 2013, durante eventos esportivos especificos (Faria et al., 2016).
Como as primeiras epidemias foram relatadas na Africa e Asia, ZIKV foi
relacionado a duas linhagens Africanas (Leste e Oeste) e uma Asiatica (Haddow
et al., 2012), tendo sido a Asiatica isolada durante a epidemia ocorrida em 2015
no Brasil (Faria et al., 2016) e circulado no pais durante os anos seguintes. Em
2019, entretanto, foi detectada no Brasil a circulagdo de ZIKV da linhagem
Africana em amostras de mosquitos Ae. albopictus provenientes do Rio Grande
do Sul e de macacos da espécie Alouatta guariba (Almeida et al., 2020;
Kasprzykowski et al., 2020). A circulacdo de diferente cepa representa um risco

potencial para a ocorréncia de novas epidemias.
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1.2. Controle do mosquito Aedes aegypti

As vacinas sao consideradas a principal forma de controlar surtos de
doencas infecciosas (Excler et al., 2021). No entanto, considerando que poucas
vacinas eficazes estdo disponiveis para a maioria dos arbovirus, o controle
vetorial continua sendo o método essencial para prevencdo de infeccles
humanas e surtos de arboviroses (Domingo et al., 2008, Achee et al., 2015).

O mosquito africano Ae. aegypti, principal vetor das arboviroses, foi
introduzido no Novo Mundo e geograficamente distribuido durante o trafico de
escravos entre a Africa Ocidental e as Américas e 0 comércio resultantes,
durante os séculos XVII, XVIIl e XIX. Esta espécie tornou-se altamente adaptada
a vida em ambientes préximos aos seres humanos e espalhou-se pelos tropicos
do mundo por meio de navios (Service, 1997). Ae. aegypti € um mosquito
altamente domestico que prefere depositar seus ovos em recipientes artificiais,
comumente encontrados ao redor da casa. Recipientes usados para
armazenamento de agua sdo especialmente importantes na producdo de um
grande numero de mosquitos adultos nas proximidades de moradias. Os
mosquitos adultos preferem descansar dentro de casa, as fémeas séo discretas
e preferem se alimentar em humanos durante o dia. Sdo alimentadoras vorazes,
interrompendo o processo de alimentacdo ao menor movimento para continuar
a alimentacdo momentos depois, podendo se alimentar e transmitir virus para

varias pessoas em um curto periodo de tempo (Gubler & Rosen, 1976).

A migracéo rural-urbana, o crescimento da densidade populacional com
auséncia de fornecimento regular de 4gua encanada, aumento da producdo de
lixo e, consequentemente, de criadouros para o vetor, tornam o ambiente urbano
cada vez mais favoravel a infestacdo do Ae. aegypti, vetor epidémico bastante
eficiente. Os ovos do vetor sdo capazes de resistir a longos periodos na auséncia
de agua, existindo relatos de ecloséo apos 492 dias de seca (Silva & Silva, 1999).
Isso contribui para sua manutencdo no ambiente ao longo das diferentes
estacOes climaticas e sua dispersdo a novos territdérios pelos meios de
transporte, ampliando as areas com possibilidade de transmisséo dos arbovirus.
Tais caracteristicas de domiciliacdo, alimentacdo e dispersdo do Ae. aegypti,

assim como as condi¢des climaticas favoraveis a sua reproducao, tornam seu
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controle cada vez mais dificil e, consequentemente, das arboviroses causadas

por arbovirus por ele transmitidos (Zara et al., 2016).

As acdes para controle do Ae. aegypti coordenadas pelo Ministério da
Saude no Brasil se baseiam principalmente na mobilizagdo social, no manejo
ambiental e amparo de legislacbes buscando se manter ambientes livres de
criadouros, além do uso de controle biolégico e controle quimico para reducéo
da infestacdo (Brasil, 2009a). O manejo ambiental, que envolve o controle
mecanico de criadouros buscando sua eliminacéo, cobertura, drenagem ou a
criacdo de barreiras fisicas como telas em janelas e portas sdo formas de
controle capazes de produzir resultados mais duradouros (Manrique-Saide et al.,
2015). Essas acdes apresentam melhores resultados quando realizadas pelos
agentes publicos com a participacdo da comunidade na identificacdo e
eliminacdo dos criadouros, utilizando estratégias de educacdo em saude e
comunicacdo (Manjarres-Suarez & Olivero-Verbel, 2013). Com a compreensao
da importancia de manutencdo do ambiente limpo, a eliminacdo ou destino
adequado dos criadouros pode ser mantida nos periodos de auséncia do poder
publico de maneira sustentavel (Manjarres-Suarez & Olivero-Verbel, 2013).

O controle bioldgico consiste na utilizacdo de predadores ou patégenos
capazes de reduzir as larvas e pupas comendo-as, como no caso dos peixes, ou
liberando toxinas como fazem algumas bactérias, fungos e parasitas. Bactérias
entomopatogénicas bastante utilizadas para controle do Ae. aegypti sdo o
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), que produz endotoxinas de potente acao
larvicida, e o Bacillus sphaericus (Boyce et al., 2013; Zara et al., 2016). Além
destas, as espinosinas sdo moléculas extraidas da bactéria Saccharopolyspora
spinosa que atuam como moduladores alostéricos, ou seja, alteram a
conformacdo da proteina receptora de acetilcolina tornando-a mais ativa. O
resultado é a ativacdo prolongada das proteinas receptoras de acetilcolina,
causando a transmissdo continua e descontrolada dos impulsos nervosos e,
consequentemente, hiperexcitacao e tremores continuos (McCormack, 2011).

A forma mais utilizada para controle do mosquito € o controle quimico ou
aplicacdo de inseticidas, por sua capacidade de reduzir rapidamente as
populacées de larvas e adultos interrompendo a transmissao de arbovirus (Valle

et al., 2019). A reducado da populagcéo do inseto na fase imatura (ovo, larva e
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pupa) € mais factivel, pois o ciclo de desenvolvimento desta fase do inseto ocorre
em locais especificos e restritos, ao contrario dos individuos da fase adulta que
podem ser encontrados dispersos em diversos ambientes. O controle quimico
das larvas é realizado por meio do tratamento focal, quando sdo aplicados
inseticidas quimicos ou biolégicos nos depdsitos de agua descobertos e nao
passiveis de remoc¢do. Para os mosquitos adultos o controle quimico pode ser
realizado por tratamento espacial perifocal ou a Ultra Baixo Volume (UBV). No
tratamento perifocal, é aplicado inseticida de acdo residual nas partes externas
dos reservatorios e paredes proximas. E realizado em locais com grande
quantidade de reservatorios e locais recém infestados. Ja o tratamento a UBV
consiste na aspersdo aérea de inseticida buscando a rapida reducdo da
populacdo do vetor alado, sendo utilizado para bloqueio de transmissao das
arboviroses e controle de surtos ou epidemias (Brasil, 2009; Manjarres-Suarez
& Olivero-Verbel, 2013; Zara et al., 2016).

O controle quimico deve ser utilizado de maneira complementar ao
manejo ambiental, uma vez que sem a mobilizacdo da populacdo e sem acdes
de saneamento ndo se consegue a manutencdo de um ambiente com baixa
quantidade ou livre de criadouros. O uso racional da combinagao dos diferentes
métodos de controle de maneira mais custo-efetiva, sustentavel, segura e
ecoldgica para a reducéo da populacéo vetorial € chamado Manejo Integrado de
Vetores (MIV), considerado vital para o alcance dos objetivos de controle das
doencas de transmisséo vetorial (WHO, 2012). MIV inclui o envolvimento regular
da comunidade, vigilancia de vetores e patégenos, mapeamento e reducao de
criadouros, controles biolégico e quimico, monitoramento da eficacia e
resisténcia dos mosquitos vetores a inseticidas.

O Ministério da Saude do Brasil recomenda a aplicacdo de larvicidas, a
cada dois meses, em reservatorios domesticos que nao podem ser cobertos ou
eliminados. Além disso, ciclos de aplicagBes espaciais de inseticidas séo
recomendados sempre que houver transmissdo de arbovirus em uma
determinada localidade (Brasil, 2020). Assim, as acdes de saude publica para
controlar o vetor no pais consomem uma quantidade expressiva de inseticidas
anualmente, considerando que 5.237 municipios brasileiros registraram casos
de dengue nos anos de 2017 a 2021, de acordo com o Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificacdo/Ministério da Saude (SINAN/MS) (Brasil, 2023).
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1.2.1. Inseticidas utilizados em saude publica para o controle de Ae.

aegypti

Os controles quimico e biolégico do mosquito Ae. aegypti no Brasil sdo
realizados somente com a utilizacdo de inseticidas pré-qualificados pela OMS
para uso em agua destinada ao consumo humano ou para aplicacdo no meio
ambiente, fornecidos pelo Ministério da Saude as Secretarias Estaduais e
Municipais de Saude. No processo de pré-qualificacdo, os produtos passam por
avaliacdes confiaveis de seguranca, toxicidade ambiental e eficacia (Lima et al.,
2011). Seu uso deve respeitar as recomendacgOes de formas de aplicacdo e
dosagens recomendadas pela OMS para minimizar os riscos a saude da
populacdo humana e animal e desequilibrios ao meio ambiente, ja que outras
populacdes podem ser afetadas e ndo apenas a de mosquitos. Além disso, o
Ministério da Saude avalia os compostos sob condi¢Bes locais antes de sua
aquisicao para utilizacado pelos Programas Municipais de Controle de Vetores
(Lima et al., 2011).

Estes inseticidas quimicos pertencem as classes dos organoclorados
(OC), organofosforados (OP), carbamatos (CA), piretroides (Pl) e, mais
recentemente pré-qualificados, inseticidas reguladores de crescimento (IGR),
neonicotinoides (NEO) e butenolides (WHO, 2023a). Os OC agem na
transmissao dos impulsos nervosos pela modificacdo da entrada e saida de ions
da membrana dos neurénios, atuando sobre o canal de sédio regulado por
voltagem (Nay) ou sobre o receptor do neurotransmissor acido gama-
aminobutirico (GABA), poés-sinaptico. O efeito final desses inseticidas
neurotdxicos € a hiperativacdo dos neurdnios e musculos, ocasionando fadiga,
paralisia e morte (Valle et al., 2015). Foram utilizados mundialmente, entre 1940
e meados dos anos 1960, quando foram trocados por outros inseticidas de
menor toxicidade, persisténcia no ambiente e bioacumulacdo na cadeia
alimentar, apesar de sua alta eficiéncia no controle vetorial (Fatta et al., 2007;
Roberts et al., 2015). Do grupo dos organoclorados, o Dicloro-Difenil-
Tricloroetano (DDT) esta entre os inseticidas pré-qualificados com restricoes, de
uso proibido no Brasil, mas ainda utilizado em alguns paises principalmente para
o controle da maléaria (WHO, 2023a).
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OP séo derivados do acido fosforico e seus homdélogos, e tém como
mecanismo de a¢do a inibicdo da enzima colinesterase. Sao mais toxicos para
os invertebrados que os demais inseticidas, entretanto sdo quimicamente
instaveis, tendo sido substituido pelos organoclorados por ndo se
bioacumularem no organismo, tecidos ou ambiente, apresentando baixa
toxicidade aos vertebrados e baixo custo (Midio & Silva, 1995; Roberts et al.,
2015). Entre os OP pré-qualificados estdo o fenitrothion, malathion,
chloropyrifos, fenthion, pirimiphos-methyl e temefés (WHO, 2023a).

CA séo derivados do acido carbamico de acdo praguicida altamente
eficiente, inibidores da acetilcolinesterase como os organofosforados. Possuem
baixa a¢éo residual devido a instabilidade quimica de suas moléculas, e baixa
toxicidade a longo prazo se comparados aos organofosforados (Midio & Silva,
1995). Sdo CA pré-qualificados para controle do Ae. aegypti os inseticidas
bendiocarb e propoxur (WHO, 2023a).

Os PI, desenvolvidos na década de 80, atuam na modulacdo dos canais
de sédio e sédo considerados seguros devido a sua alta propriedade inseticida
em baixas doses de aplicacdo, persisténcia no meio ambiente e toxicidade em
mamiferos (Marcombe et al., 2009a). Dessa classe, alpha-cypermethin,
bifenthrin, cyfluthrin, deltamethrin, etofenprox, lambda-cyalothrin, permethrin e
cyphenothrin possuem pré-qualificacdo (WHO, 2023a).

Entre os IGR estéo as benzoylureas e os analogos de horménio juvenil.
Os IGR em insetos se destacam por serem seletivos contra espécies especificas,
trazendo seguranca ao meio ambiente (Mulla et al., 2003). As benzoylureas
possuem como modo de acdo a inibicdo da sintese de quitina, elemento
essencial do exoesqueleto para protecdo mecanica do inseto. Dessa maneira,
impedem o desenvolvimento das larvas ou levam a ma formagéo e esterilidade
em insetos adultos, caso consigam eclodir (Muthukrishnan et al.,, 2012). Os
analogos de horménio juvenil, inseticidas de uso recomedado em agua para
consumo humano, agem prolongando o estagio imaturo por até 20 dias e inibindo
o desenvolvimento de caracteristicas de inseto adulto. A metamorfose completa
é, portanto, comprometida com a mortalidade, especialmente no estagio pupal
ou com o surgimento de adultos malformados. Diflubenzuron e novaluron séo as

benzoylureas, e piriproxifeno (PPF) o analogo de horménio juvenil pré-
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qualificados pela OMS para uso em agua de consumo humano (Koehler &
Patterson, 1991; Valle et al., 2015; WHO, 2023a).

Os inseticidas do grupo NEO agem como agonistas da acetilcolina,
competindo pelos receptores nicotinicos na membrana pos-sinaptica, entretanto
insensiveis a acdo da acetilcolinesterase. Dessa forma, a ativacdo dos
receptores € prolongada causando hiperexcitabilidade do sistema nervoso
central, devido a transmisséo continua e descontrolada de impulsos nervosos
(Faria, 2009). Os NEO foram pré-qualificados mais recentemente pela OMS, em
formulacdes associadas a PI: imidacloprid e prallethrin, para uso em dispersao
espacial; clothianidin e deltamethrin, para uso em borrifagdes de efeito residual
(IRS - indoor residual spraying) (WHO, 2023a). O grupo butenolide possui
somente um principio ativo associado a piretréide com formulacdo pré-
qualificada recentemente, flupyradifurone e transfluthrin, para uso em disperséo
espacial indoor e outdoor. Possui modo de acdo semelhando ao dos NEO,
agindo como modulador competitivo de receptores nicotinicos da acetilcolina
(Zahouli et al, 2023).

A partir de 2014, para o controle quimico da espécie Ae. aegypti em areas
de transmissdo de arboviroses, o Ministério da Saude passou a recomendar a
utilizacao a Ultra Baixo Volume (UBV) de malathion EW 44% (formulacéo oil in
water emulsion ou, em portugués, emulsédo de 6leo em 4gua em concentracao
44%), e tratamento perifocal de efeito residual com o CA bendiocarb WP 80%
(formulacdo wettable powder ou, em portugués, pé molhavel em concentracdo
80%), assim como o tratamento dos criadouros ndo passiveis de remo¢ao ou
vedacdo com aplicacao do larvicida piriproxifeno G 5% (formulacdo em granulos
e concentracdo 5%) a cada dois meses (informacgdes obtidas no Ministério da
Saude por meio da Lei de Acesso a Informacédo). O uso de PPF em baixas
concentracdes pode inibir a emergéncia de mosquitos Ae. aegypti até o estagio
adulto ao interromper sua metamorfose e reproducédo, o que se espera que
reduza o numero de mosquitos em uma populacdo (Maoz et al., 2017; Alomar et
al., 2020; Alomar e Alto 2021, 2022).

Apoés analise dos resultados obtidos nos ensaios de resisténcia de Ae.
aegypti aos inseticidas realizados em 2017 e 2018 (aqui apresentados
posteriormente), o Ministério da Saude optou pelo manejo dos produtos

utilizados em saude publica, a partir de 2020. Atualmente, para controle do vetor
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adulto em situacBes emergenciais, malathion foi substituido pela combinacéo
das moléculas imidacloprida (30 g/kg; 3% p/p) e pralethrin (7,5 g/kg; 0,75% p/p),
em aplicagbes espaciais a UBV (Brasil, 2020a). Além disso, para aplicagédo
residual foi adotada formulagéo de clothianidin (200mg, 50% p/p) e deltamethrin
(25mg, 6,25% p/p) em pd molhavel (Brasil, 2020b). O larvicida PPF foi
substituido em 2021 por Espinosade DT 7,48% (formulacdo tablet for direct
application), derivado da fermentacédo biologica da bactéria Saccharopolyspora
spinosa (Brasil, 2021). O produto biolégico Bacillus thuringiensis israelensis (Bti),
Cepa AM 65-52, na formulagdo WG 37,4% (formulagdo water dispersible
granules, ou, em portugués, granulos dispersaveis em agua e concentracao
37,4%), e poténcia aproximada 3.000 Bt UTI/mg (Unidades Toxicas
Internacionais por miligrama), passou a ser distribuido pelo Ministério da Saude
para o controle larvario do Ae. aegypti em alguns municipios, em 2022 (Brasil,
2022hb).

A Fig. 4 mostra os inseticidas distribuidos pelo Ministério da Saude do
Brasil aos municipios especificamente para o controle de Ae. aegypti, desde
1980 (CGARB/DEDT/SVS/MS).
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Figura 4. Inseticidas distribuidos pelo Ministério da Saude do Brasil especificamente para o controle de Aedes aegypti, 1980 — 2022.
Fonte: CGARB/DEDT/SVS/MS.
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1.3. Resisténcia aos inseticidas

1.3.1. Definicéo, tipos e mecanismos de resisténcia

A resisténcia é o desenvolvimento de uma habilidade em uma linhagem
de um organismo em tolerar doses de toxicos que seriam letais para a maioria
da populacdo normal (suscetivel) da mesma espécie (Bergamin & Amorim,
1966), e ja foi observada em mais de 500 espécies de insetos ao redor do mundo
(Hemingway & Ranson, 2000). A propagacao de resisténcia a inseticidas em
populac6es de insetos esta relacionada com a frequéncia de sua utilizacao e é
resultante da pressdo seletiva desses compostos toxicos sobre estas
populacdes e das caracteristicas herdadas das espécies de insetos envolvidas
(Dong, 2007; Silva, 2014). Com o0 uso continuo e intensivo de um mesmo
ingrediente ativo, a frequéncia de resisténcia de uma populacdo podera alcancar
niveis em que a eficacia do produto € comprometida. Sendo assim, a
suscetibilidade aos inseticidas em uso deve ser regularmente monitorada
(Roush, 1989; WHO, 2012).

Quatro mecanismos envolvidos na resisténcia aos inseticidas em
mosquitos sdo mais conhecidos: 1) alteracbes comportamentais; 2) alteracdes
no exoesqueleto dos insetos que dificultam a penetracdo destes compostos; 3)
mutacBes estruturais nas proteinas alvo desses compostos impedindo ou
atrapalhando sua ligacdo (mutacdes no sitio-alvo); 4) aumento na capacidade de
detoxificac&o do inseticida por maior capacidade de catalizagdo ou ampliacéo da
guantidade de enzimas produzidas (resisténcia metabdlica) (David et al., 2013;
Valle et al., 2015; Moyes et al., 2017).

A resisténcia comportamental € pouco estudada, e ocorre quando por
alteracdes na resposta comportamental o inseto evita o contato com inseticidas
(Ranson et al., 2011). Em um destes estudos do comportamento do Anopheles
sp. foi demonstrado o efeito do uso de redes de cama sobre a alteracdo nos
horarios de busca pelo hospedeiro para repasto, reduzindo a atividade do
periodo noturno, quando os humanos estdo protegidos pelas redes, e
aumentando as buscas por alimentac¢do no crepusculo, amanhecer ou durante o

dia ao ar livre (Lefevre et al., 2009). Briet & Chitnis sugeriram em 2013 que o
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impacto da resisténcia comportamental pode ser tdo importante quanto o da
resisténcia fisioldgica sobre a eficacia das intervencdes de controle.

Alteracbes no exoesqueleto dos insetos referem-se a modificacbes na
cuticula que acabaréo por retardar a penetracdo de moléculas inseticidas no
corpo dos insetos. Espessamento cuticular e alteracdo da composicdo da
cuticula sdo mecanismos ja descritos de resisténcia a penetracdo (Balabanidou
et al., 2018). A superexpressao de genes que codificam proteinas cuticulares foi
relatada em cepas de Ae. aegypti, Ae. albopictus, Anopheles stephensi e Culex
pipiens pallens resistentes a inseticidas (Seixas et al., 2017). A andlise de larvas
de Ae. aegypti com resisténcia selecionada em laboratorio a deltametrina e
acetamiprida revelou cuticulas 1,48 vezes e 1,97 vezes mais espessas em
comparacdo a cepa parental, respectivamente. O aumento da espessura
cuticular possivelmente inibiu a penetracao do inseticida em larvas selecionadas
(Samal & Kumar, 2021).

As modifica¢des cuticulares séo atribuidas a superexpressédo de genes ou
proteinas diversificadas, que pertencem a componentes estruturais (proteinas
cuticulares principalmente), enzimas que catalisam reacdes enzimaticas
(CYP4G16 e lacase 2) ou transportadores ABC que promovem a translocacao
cuticular. Na espécie Ae. aegypti, entretanto, a resisténcia a inseticidas tem sido
associada principalmente aos mecanismos de resisténcia metabdlica e
mutacdes no sitio-alvo (Ferrari, 1996; Valle et al., 2015; Goindin et al., 2017).

A resisténcia metabdlica ocorre quando hd uma intensificacdo na
atividade enzimatica impedindo ou dificultando que o inseticida alcance seu sitio-
alvo. Tal alteracdo pode ocorrer por mutacdes nos genes que codificam as
enzimas, aumentando sua afinidade pelo inseticida ou a eficiéncia na catalizacao
ou ainda por aumento na sintese enzimatica por alteracdo da expressdo ou
amplificagéo génica (Hemingway, 2000b, Valle et al., 2015). Carboxilesterases
(EST), Glutationa S-Transferases (GST) e Oxidases de Fung¢édo Mista (MFO ou
citocromo P450) sdo as principais familias de enzimas envolvidas na
detoxificagédo dos inseticidas (Hemingway & Ranson, 2000; Silva, 2014). EST e
MFO atuam na fase inicial de detoxificagcdo promovendo modificagdes quimicas
nos inseticidas, e as GST transferem uma molécula do tripeptideo glutationa para

0 substrato, atuando na fase de conjugacao (Valle et al., 2015).
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Populacfes de mosquitos da espécie Ae. aegypti resistentes a inseticidas
com superexpressdo de genes que codificam as enzimas de detoxificacdo
citocromo P450 e GST foram relatadas em diversas localidades (Vontas et al.,
2012; Smith et al., 2016). O aumento da expressao de GST foi associado a
espécie Ae. aegypti resistentes a PIl, assim como o de EST a populacdes
resistentes aos OP (Montella et al., 2007). A superexpressao do citocromo P450
pode conferir resisténcia de populacdes de Ae. aegypti a ampla gama de
inseticidas quimicos. Frequentemente associada a resisténcia a Pl embora
outras enzimas de detoxificacdo também estejam implicadas nesse processo
(David et al., 2013, Moyes et al., 2017), foi também associada a resisténcia ao
inseticida biolégico espinosina (Sparks et al., 2012; Valle et al., 2015).

A resisténcia ocorre pelo mecanismo de insensibilidade do sitio-alvo
guando ha uma alteracéo conformacional nas moléculas do inseto que interagem
com o inseticida, prejudicando a ligacdo adequada da molécula de inseticida
tornando-o menos toxico ou ineficiente (Brogdon & McAllister, 1998; Hemingway
et al., 2004). O numero de mutacdes existentes que conferem resisténcia aos
inseticidas € baixo, uma vez que poucas alteracdes no sistema nervoso, alvo dos
inseticidas, ndo comprometem suas funcgdes fisiolégicas. As mesmas mutacdes
podem ocorrer em diferentes espécies de insetos, sendo este um dos mais
importantes mecanismos de resisténcia aos Pl (Ffrench-Constant et al., 1998;
Silva, 2014).

Algumas mutagbes ndo silenciosas no canal de sédio regulado por
voltagem (Nav), alvo de inseticidas Pl e do OC DDT, foram associadas a
resisténcia aos inseticidas Pl denominada 'kdr' (resisténcia ao knockdown).
Efeito knockdown é a perda de coordenacao e paralisia causada pelo inseticida,
frequentemente acompanhados de espasmos e tremores, e resisténcia ao
knockdown foi primeiramente relatada na espécie Musca domestica (Williamson
et al., 1996). Foi sugerido que a substituicio de um aminoacido leucina por
fenilalanina no segmento hidrofobico 11S6 (L1014F) resultou em um aumento
moderado de resisténcia ao DDT (Schleier & Peterson, 2011; Silva et al., 2014).

Em mosquitos Ae. aegypti, as muta¢des do Nay associadas a resisténcia
ao knockdown sdo muito comuns. As mais relatadas séo a F1534C, V1016G ou
V10161, que podem atuar conjuntamente em combinacdo com uma mutacéo
adicional, S989P (Smith et al., 2016). A mutacdo F1534C pode ser encontrada
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nos continentes Africano, Asiatico e Americano, ja a V1016G é encontrada na
Asia e V10161 nas Américas e, em baixa frequéncia, no Gana (Harris et al., 2010;
Kushwah et al., 2015; Kawada et al., 2016; Moyes et al., 2017).

Tais alteracbes possuem carater recessivo, portanto a resisténcia
manifesta-se apenas quando a mutacdo ocorre em homozigose no individuo,
favorecendo a disseminacdo do alelo que confere resisténcia aos Pl na
populacado (Marcombe et al., 2009b). A frequéncia crescente destas mutacdes
em populacdes brasileiras de Ae. aegypti detectada, desde 2002, contribuiu para
a interrupcédo do uso de PI no controle do Ae. aegypti em saude publica no Brasil
(Brasil, 2009b; Valle et al., 2015).

As mutacbes na acetilcolinesterase (AchE), sitio-alvo dos
organofosforados, ndo ocorrem amplamente em mosquitos do género Aedes
(Weill et al., 2004). Contudo, o monitoramento € importante devido a deteccao
da mutacdo 119S em uma populagéo indiana (Muthusamy & Shivakumar, 2015)
e a importancia deste tipo de mutagdo na resisténcia a carbamatos e
organofosforados (Labbe et al., 2007; Moyes et al., 2017).

Resisténcia cruzada ocorre quando um mecanismo confere resisténcia a
mais de um inseticida, de mesma classe ou de classe diferente. A resisténcia
multipla € a ocorréncia, em um inseto, de diferentes mecanismos capazes de
conferir resisténcia a diferentes classes de inseticidas simultaneamente. A
exposicao frequente de populacdes a varios inseticidas de forma néo racional,
tanto pelos programas de saude publica quanto por empresas privadas e pelo
uso doméstico podem contribuir com a selecdo de individuos com mudltipla
resisténcia (Valle et al., 2015). Uma estratégia racional de controle deve se
basear em conhecimento detalhado sobre a distribuicao territorial do vetor, sua
susceptibilidade as distintas classes e mecanismos envolvidos na selecdo da
resisténcia, com o objetivo de reduzir os niveis de infestagcdo vetorial e

consequentemente a transmisséo das arboviroses (Roush, 1989).
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1.3.2. Historico de resisténcia do mosquito Ae. aegypti aos

inseticidas utilizados no seu controle, com énfase para o Brasil

O primeiro relato de resisténcia de Ae. aegypti a inseticidas ocorreu em
Trinidad em 1955, quando foi relatada resisténcia ao DDT. Algum tempo depois
0 problema j& ocorria em todas as regibes do Caribe, com resisténcia aos
organoclorados DDT e dieldrin, quando toda a regiéo passou a utilizar malathion
para aspersao espacial na regido (Camargo, 1967). Os primeiros casos de
resisténcia aos organofosforados, carbamatos e piretréides foram relatados em
diversos paises a partir de 1989 (Lee & Lime, 1989; Mazzari & Georghiou, 1995;
Rawlins & Wan, 1995; BissetLazcano et al., 2009). A resisténcia de Ae. aegypti
aos inseticidas no Brasil foi detectada inicialmente ao OP temefés nos estados
de Goias e Séo Paulo, em 1995 (Macoris et al., 1995) e aos piretréides nos
estados Alagoas, Sergipe e Rio de Janeiro, em 2001 (Cunha et al., 2005).
Poucos anos depois foi detectada a reducdo da persisténcia do temefos em
estudos de campo, assim como alteracdo da suscetibilidade para fenitrothion e
malathion em populacdes provenientes dos estados de Séo Paulo, Rio de
Janeiro, Rondonia e Minas Gerais (Lima, 2003). Em 2001, a resisténcia ao PI
cipermetrina foi detectada por meio de ensaios de garrafa em populacdes
procedentes do estado do Rio de Janeiro. Os autores registraram mortalidade
menor que 80% ao inseticida, e provavel mutacdo kdr nos canais de sédio
(Cunha et al., 2005). Segundo a OMS, a resisténcia aos organofosforados e
piretrdides esta presente em larga escala na maioria das regides, onde o
mosquito Ae. aegypti esta estabelecido (WHO, 2013).

Diante desse cenario, o Programa Nacional de Controle da Dengue
(PNCD) implementou, em 1999, a Rede Nacional de Monitoramento da
Resisténcia de Ae. aegypti a Inseticidas (MoReNAa), com a finalidade de
subsidiar tecnicamente as decisfes para o controle quimico do Ae. aegypti no
pais. A Rede monitorou sistematicamente a suscetibilidade de populacdes
provenientes de localidades consideradas prioritarias ou estratégicas para as
intervencdes de controle do mosquito em aproximadamente 80 municipios,
incluindo aqueles com alta incidéncia de dengue, mais populosos, com altos
indices de infestacao e todas as capitais dos estados, avaliados a cada dois anos

(Brasil, 2006). Bioensaios qualitativos e quantitativos para deteccao e
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mensuracdo de resisténcia de larvas foram realizados de acordo com a
metodologia da OMS (WHO, 2016a). Ja a resisténcia de mosquitos adultos foi
avaliada por meio de bioesaios utilizando-se a metodologia de garrafas
impregnadas com o inseticida avaliado, recomendada pelos Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) (CDC, 2010), ou por meio de tubos contendo
papel impregnado com o inseticida diluido em azeite de oliva (OP e CA) ou 6leo
de silicone (PI), conforme recomendado pela OMS (WHO, 2016a).

Divergéncias de resultados quando comparadas as duas metodologias de
bioensaios para avaliacdo de resisténcia de mosquitos adultos (CDC e WHO)
foram relatadas. Para Ledoux et al. (2020), a comparacdo do status de
suscetibilidade de populacbes de Ae. aegypti avaliadas utilizando-se estas
diferentes metodologias variou com o inseticida testado, tendo relatado
importantes inconsisténcias dos resultados de suscetibilidade de algumas
populacées a deltametrina e similaridades entre os resultados de diferentes
populacbes expostas a outros piretrdides. Em estudo de Pareja-Loaiza et al.
(2020), populacdes Colombianas de Ae. aegypti classificadas como suscetiveis
a piretroides em ensaios com a metodologia de garrafas apresentaram
resisténcia aos mesmos inseticidas, em ensaios com tubos. O oposto foi
observado por Aizoun et al. (2013) e Fonseca et al. (2009), que ao avaliar a
suscetibilidade de mosquitos Anopheles gambiae a deltametrina e Anopheles
nuneztovari ao fenitrotion, relataram suscetibilidade utilizando-se a metodologia
de tubos e resisténcia nos ensaios em garrafas, metodologia na qual o tempo de
exposicdo ao inseticida (tempo diagnéstico) foi consideravelmente menor.
Hipotese levantada pelos autores para explicar tais resultados foi a influéncia
dos diferentes mecanismos de resisténcia das populacbes avaliadas.
Resisténcia causada por mutacao kdr ocasiona a ndo ocorréncia do knock down
nos mosquitos aos 30 minutos e sua contabilizacdo como resistentes, o que nao
ocorre se 0 principal mecanismo de resisténcia for metabdlico, jA que os
mosquitos deverdo se recuperar do efeito knock-down apds as enzimas de
detoxificagdo metabolizarem o inseticida, de acordo com Pareja-Loaiza e
coautores (2020). Owusu e colaboradores consideraram, em 2015, que a
comparacao direta entre os resultados das diferentes metodologias néo pode ser
realizada, ja que o tempo knock-down no ensaio de garrafa (CDC) é um mau

preditor da mortalidade em 24 horas no ensaio do tubo (WHO).
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Uma limitacdo de uso da metodologia do tubo da OMS € a possivel
dificuldade para obtencao dos papéis impregnados com inseticidas, necessarios
aos bioensaios. O material certificado pela OMS é produzido atualmente apenas
na University Saints Malaysia (Penang, Malasia) e as dificuldades para sua
aguisicao e importacao contribuem para que o método de garrafas impregnadas
seja mais utilizado na regido da América Latina (Ledoux et al., 2020).

A identificacdo de mecanismos de resisténcia das populacdes brasileiras
de Ae. aegypti pela Rede MoReNAa foi realizada por meio de ensaios
bioquimicos, para quantificacdo de alteracbes da atividade enzimatica e
genotipagem de mutacbes kdr, com o objetivo de investigar as bases
moleculares da selecdo da resisténcia a inseticidas (Linss et al, 2014; Viana-
Medeiros et al, 2017; Macoris et al., 2018). Tais resultados ajudaram a apoiar a
deciséo técnica sobre a substituicdo de inseticidas utilizados para o controle
desta espécie em salde publica no pais (Braga & Valle, 2007; Brasil, 2006).

Baseado no aumento da deteccdo de populacbes de Ae. aegypti
resistentes ao temefds e na busca de alternativas viaveis para controle larvario,
o produto foi substituido pelo larvicida biolégico Bti em alguns municipios
considerados criticos no ano 2000. O uso de Bti entretanto encontrou
dificuldades operacionais, uma vez que sua producdo em larga escala em
formulacbes suficientemente persistentes em condicbes ambientais,
especialmente sob exposi¢cdo solar, € uma importante limitacdo (Lima et al.,
2016; Parra & Coelho Junior, 2019). Nos anos seguintes, 0 monitoramento da
resisténcia de populacdes brasileiras de Ae. aegypti ao temefds demonstrou que
cerca de 50% dos municipios brasileiros apresentava mortalidades de
populacdes de mosquitos expostos a esse inseticida inferiores a 80%. Com o
uso intenso do larvicida, este cendrio foi se agravando nos anos posteriores
atingindo niveis que poderiam comprometer as acdes de controle vetorial
(Chediak et al., 2016).

Foram realizados ensaios de avaliagdo de eficacia de alguns produtos
recomendados pela OMS sobre populagBes de campo sensiveis e resistentes
ao larvicida (Lima, 2003; Braga & Valle, 2007), optando-se a partir de 2009 pela
adocéao dos IGR em todo o pais com inicio do inibidor de sintese de quitina
diflubenzuron, seguido pelo novaluron (Brasil, 2009a). A utilizagdo do analogo

de horménio juvenil PPF ocorreu a partir de 2013, baseada na intencdo de
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rotacao de inseticidas com distintos modos de agéo e devido a resisténcia de Ae.
aegypti a outros inseticidas, incluindo piretroides e organofosforados (Lima et al.,
2011; Campos et al., 2020). O PPF atua garantindo a manutencéo do carater
imaturo dos insetos ao interferir em seu sistema endocrino, inibindo o
desenvolvimento de suas caracteristicas adultas como asas, maturacdo dos
orgéaos reprodutivos e genitélia externa. A metamorfose pode acontecer de forma
incompleta ou nem acontecer, mantendo-o0s no estagio de larva por até 20 dias,
resultando em adultos malformados ou estéreis (Valle et al., 2015; Alomar et al.,
2020; Alomar & Alto, 2021; Alomar & Alto, 2022).

A Tabela 1 apresenta os quantitativos de piriproxifeno e malathion
distribuidos pelo Ministério da Saude do Brasil as Secretarias Estaduais de
Saude para repasse aos municipios, especificamente para o controle de Aedes

aegypti, desde o inicio da utilizacdo do PPF.



Tabela 1. Quantidade de piriproxifeno e malathion distribuidos pelo Ministério da Saude do

Brasil especificamente para o controle de Aedes aeqypti, 2014 — 2019.

Piriprozifeno 0.5 G*

Malathion EW 443"

Regiao Estado 2014 2015 20016 2017 2018 2019 Total (kg 2014~ 2015 2016 2007 2018 2019* Total [L])
I fore FO07 1000 1500 BOO {500 ] G207 000 Ag00 2000 3200 2000 2000 23800
I Amazonas 00 2490 200 100 100 1] a0 4000 BOOQ  MO0O0 20000 23000 1] E4000
I Amapa 00 Ta 1] 130 1] 1] 360 2000 1] 1] ] ] ] 2000
I Para 00 1530 2400 1540 B30 2410 9360 1] 1] 1000 1] 1] 2000 2000
I Fonddnia 00 280 ira 200 300 1] 1060 1] 3000 34000 ] 4000 3000 44000
I Roraima 0 B0 140 T 140 1] 470 1] 4000 v200 22000 2000 1] 45200
I Tocantins 400 5a0 a00 ann 400 260 2930 ] 200 5400 000 3000 10800 34400

ME Alagoas 2EQn B0 TEQQ  BE00 e200 EROO FE400 0 froo0 z&00 ] 2000 000 22800
ME Bahia G000 25000 26200 19500 34300 2T330 137330 1] 13000 43800 20000 23000 25600 125400
ME Ceard BEO0 42300 19000 19000 22200 16500 9v000 1] 200 46000 20000 23000 25000 174200
ME Faraiba 1200 B360 12600 1000 000 EBOO 32660 ] 200 20800 0000 9500 £000 4E300
ME Fernambuco 0S8 14000 18100 17000 16300 {12000 24014 a0 22600 20000  BOOO 9000 {3000 E3E00
ME Piauf E00 1300 1920 1800 1300 1400 2920 200 4000 4E00 15000 G000 5000 45400
ME Fio Grande do 2600 5400 V00 4200 TOOO 4200 31000 ] Me00 28400 BOOO  FFO00Q 5000 aa000
ME Maranhio FO00 4000 B3RO0 4000 OO BABOO0 23080 ] 4000 35000 20400 20000 {F000 106400
ME Sergipe a00 1200 20 1200 800 1500 GE20 ] 19600 17600 15000 1] 2000 EOz00
co Distrito Federal 00 510 280 1] 400 400 1640 1] 2e00 1800 ] ] 5200 20400
co Gioias oo 1050 450 200 a0 260 200 OO0 28000 25000 12600 23600 2000 10200
co Mato Grosso do 200 400 200 200 400 520 220 OO0 30200 49600 25000 35000 12600 162400
co Mlato Groszo o000 800 19000 1000 1200 EO0 EEO0 a0 8000 8000 4800 20200 a0 41000
SE E=pirito Santa 200 oo 1020 1Moo 1200 nan 5920 1] 20000 23000 1000 12000 3000 TRO00
SE Fio de Janeiro 00 aY00 4220 4309 G000 3900 22929 ] 12000 20000 1193 17@00 6000 E7333
SE Minaz Gerais 30 ga00 9200 200 13200 EBOO B04480 ] ZEE00 1289200 32000 FIOOQ  TEO0O0 34000
SE Sao Faulo 040 1200 4500 1000 1000 1600 10340 14000 135600 72000 15000 40000 50000 FR2e00
=1 Farana 200 500 a00 a00 a00 EO0 2800 000  B9000 102200 25000 25000 40000 ZEE200
s Fio Grande doSul - 140 E20 roa 200 200 a00 2620 ] 000 2e00 200 200 400 4500
5 Santa Catarina 50 380 280 200 200 150 1260 a0 5000 1000 a0 400 400 EE00
Eiraszil "22105 "100120 129050 "93749 "1zE220 T02070 " Bo2szd4 27200 "4E4000 "T29200 "IETRI9 "436200 242600 2377199

Fonte: Ministério da Salde [MS]. Motas: “Piriprosifenc 0.5 G: formulagio de grinulos a uma concentragdo de 5 gfkg, relatada em quilogramas. *Malathion
Ew 443 Formulagio de emuls3o de dleo em Agua [EW] a uma concentragio de 440 gfL, relatada em litros. "Guantidade de Malathion GT, formulagio de

concentrado emulsionivel [CE] distribuida até 2014, ndo foiinfFarmada pelo Ministério da Sadde. 40 Ministério da Sadde caletou de valta a quantidade tatal
de 225,000 litroz de malathion ndo utilizado em 2013 devidao 3 precipitagio do produto nos galdes de estaque.
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Existem poucos relatos de resisténcia aos IGR, por serem inseticidas de
uso recente em saude publica. Algumas alteracdes de suscetibilidade ao
piriproxifeno foram observadas em populacfes de Ae. aegypti da Martinica (RRso
2,2; RRos 1,9), em 2007 (Marcombe et al., 2011), e Ae. albopictus dos Estados
Unidos (RRso 1,8 - 2,4) (Marcombe et al., 2014). As maiores alteragdes, no
entanto, foram observadas em mosquitos Ae. aegypti da Malasia (RRs06,1) (Lau
et al., 2015) e dos Estados Unidos (RRso 38,7; RRoeo 81,5), em 2015 (Su et al.,
2019).

Andrigetti et al. (2008), Rodriguez et al. (2013) e Lau et al. (2015)
registraram populacbes de mosquitos suscetiveis ao PPF e resistentes ao
temefds apresentando concentracdes letais aumentadas, quando comparadas
as populacbes de referéncia. Marcombe et al. (2014) sugeriram resisténcia
cruzada entre IGRs e temefds envolvendo mecanismo de base metabdlica, apos
encontrarem diferencas significativas nas atividades das enzimas de
detoxificacdo em populacdes de Ae. albopictus resistentes (Hustedt et al., 2020).

Foram descritas, em 2008, alteracdes de suscetibilidade ao PPF em
populacdes de Ae. aegypti provenientes de Salvador e Barreiras no estado da
Bahia (RRes 5,5 e 1,5, respectivamente). Nesse mesmo ano, também se
registrou na cidade de Bauru, no estado de Sdo Paulo uma RRgs=3,5, conforme
demostrado por Andrighetti et al. (2008). Ensaios laboratoriais realizados em
2017/18 por Moreira (2018) e por Carvalho e colaboradores (2020) detectaram
alteracdes em diferentes populacbes de Ae. aegypti provenientes do Distrito
Federal (RRso 1,42 — 2,21 e RRso0 1,7 - 7,7; respectivamente).

OP malathion comecgou a ser empregado para controle de Ae. aegypti
adultos no Brasil nas aplicacbes a Ultra Baixo Volume (UBV) e pulverizacéo
residual na década de 80, tendo sido substituido pelo OP fenitrothion para
pulverizagao residual em 1989, porém mantido no tratamento a UBV pelos 10
anos seguintes. Em 1999 os OP foram substituidos pelo Pl cipermetrina para
controle de adultos (UBV e residual) em todo o pais, com excecao do estado de
Sédo Paulo, que ja havia realizado este manejo dez anos antes (Macoris et al.,
2007). Apds anos sem ser usado no controle de Ae. aegypti adultos, malathion
foi novamente adotado com a introducédo dos IGR para controle larvario em todo
o pais desde 2009 (Valle et al., 2019).
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Os OP séao derivados do acido fosforico e seus homadlogos, e tém como
mecanismo de acado a inibicdo da enzima colinesterase (Valle et al., 2015).
Resisténcia ao malathion foi documentada em populacbes de Ae. aegypti
provenientes de Laos, no Sudeste Asiatico, com taxas de mortalidade variando
entre 33 e 98% (Marcombe et al., 2019). Niveis moderados de resisténcia foram
também relatados em Aruba, Jamaica, Trindade, Porto Rico, St. Lucia e Antigua,
e niveis baixos em Guadalupe e Saint Martin (Goindin et al., 2017), na regido do
Caribe (Rawlins & Wan, 1995). No Brasil, baixas taxas de mortalidade de Ae.
aegypti a este inseticida foram registradas em municipios do estado de Sé&o
Paulo e de estados da regido Nordeste do pais, sendo a menor mortalidade
relatada 42,6% em Santos/S&o Paulo (Macoris et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

Dengue, febre do chikungunya e febre do Zika apresentam importancia
crescente no mundo ocasionando milhares de 6bitos todos os anos em diversos
paises. No Brasil, Ae. aegypti € considerada a principal espécie vetora e o
controle quimico € a principal ferramenta para reducdo da densidade
populacional dessa espécie.

Com o uso continuado dos piretréides e organofosforados para controle
da espécie Ae. aegypti, a possibilidade de selecdo de individuos resistentes
torna-se maior, constituindo-se em importante ameaca ao controle da
transmissao das arboviroses, uma vez que as populacdes de campo passam a
ser capazes de sobreviver quando entram em contato com os inseticidas.
Consequentemente, podem sustentar a transmissédo de arboviroses de forma
continua e contigua em locais em que ndo se consegue atingir sua reducao em
niveis esperados, apés aplicacéo de larvicidas ou adulticidas.

Portanto, torna-se fundamental a melhor compreensao do perfil de
resisténcia de populacbes de Ae. aegypti aos inseticidas de uso em saude
publica e sua distribuicdo no territério nacional, a fim de contribuir com a
elaboracao de propostas de estratégias de controle vetorial mais efetivas para
reduzir as populacbes do vetor e, consequentemente a transmissdo de

arbovirus.

A resisténcia aos inseticidas (RI) pode ter um custo na biologia dos
insetos, afetando suas caracteristicas de histéria de vida, como desenvolvimento
larvario, competicdo sexual, suscetibilidade a predacdo e competéncia vetorial
(Paris et al., 2011; Martins et al., 2012; Diniz et al., 2015; Ndiath, 2019). Sabe-se
que a RI pode afetar os esforcos de controle de vetores e prevencdo de
epidemias; entretanto, poucos estudos avaliaram sua influéncia sobre a
competéncia do vetor Ae. aegypti para arbovirus. Até onde sabemos, nenhum
estudo foi publicado avaliando a associacdo entre resisténcia ao PPF e a
capacidade do vetor se infectar, manter e transmitir arbovirus. Aqui, testamos a
hipotese de que a competéncia vetorial em populacdes brasileiras de Ae. aegypti

pode variar de acordo com o nivel de resisténcia do PPF.
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Perguntas de pesquisa

Considerando as justificativas apresentadas, buscamos por meio deste

estudo responder as seguintes perguntas:

Qual era, em 2017/2018, o perfil de suscetibilidade/resisténcia de
diferentes populacbes brasileiras aos inseticidas usados para seu

controle?

Os niveis de resisténcia ao PPF em populagdes de mosquitos Ae. aegypti
apresentaram alteracdo em 2020, com a continuidade de uso regular do

produto para o controle larvario?

A probabilidade um mosquito (corpo, pernas e saliva) de determinada
populacao ter sido infectado pelo ZIKV pode ser influenciada pelo nivel

de resisténcia da populagao ao PPF?

Os titulos de ZIKV em amostras de mosquitos resistentes (corpo, pernas
e saliva) podem ser influenciados pelo nivel de resisténcia desta
populacdo ao PPF?
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Monitorar o perfil de resisténcia de populacdes brasileiras da espécie Ae.
aegypti ao inseticida PPF, avaliar sua resisténcia ao malathion e analisar
a capacidade de infeccdo do virus Zika em populacdes resistentes de Ae.

aegypti ao larvicida PPF.

3.2. Objetivos especificos

Analisar a suscetibilidade de populacdes brasileiras do mosquito Ae.
aegypti ao IGR PPF e ao OP malathion, durante 2017 e 2018 (Artigo 1 —
Anexo X);

Reavaliar, em 2020, a resisténcia ao PPF nas populacdes de Ae. aegypti
gue apresentaram resisténcia ao produto em 2017 e 2018 (Artigo 2 —
Anexo XI);

Analisar a relacao entre os diferentes niveis de resisténcia de Ae. aegypti

ao PPF e a capacidade de infeccdo por ZIKV (Artigo 3 — Anexo XII).
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4. METODOS

Para um melhor entendimento do leitor, os métodos desta tese seréo
dividivos em trés partes. A primeira parte contém os métodos da avaliagdo da
suscetibilidade de populacdes de campo de Ae. aegypti ao PPF e malathion em
2017 — 2018. A segunda trata-se sobre nova avaliacao da suscetibilidade das
populacdes de campo de Ae. aegypti ao PPF. Essa avaliagéo foi realizada em
populacdes do mosquito coletadas, em 2020, nos mesmos municipios onde foi
anteriormente detectada resisténcia ao larvicida. A terceira parte destaca a
analise da suscetibilidade de populacdes de Ae. aegypti resistentes ao PPF a

infeccdo por virus Zika.

4.1. Avaliacdo da suscetibilidade de populacdes de campo de Ae. aegypti
ao PPF e malathion em 2017- 2018

4.1.1. Populagdes de estudo avaliadas em 2017 — 2018 e método de

coleta de amostras

Para avaliar a suscetibilidade/resisténcia das populacdes brasileiras de
mosquitos Ae. aegypti para os inseticidas empregados em saude publica no pais,
selecionamos 146 municipios (Tabela 2, Fig. 5) com base em uma proposta de
representacdo geogréafica. Os pontos de amostragem consideraram diversas
areas no territério nacional brasileiro, cobrindo um grande numero de cidades
em menores distancias, em conglomerados urbanos com alta densidade
populacional, conforme sugerido por Chediak et al. (2016), e preferencialmente
em locais previamente avaliados durante o esforco de 12 anos da Rede
MoReNAa, conforme descrito por Valle et al. (2019). Escolhemos
preferencialmente as capitais dos estados, as fronteiras internacionais e as
cidades com dados anteriores de resisténcia a inseticidas. Essa proposta foi

ajustada considerando-se também a capacidade operacional das equipes
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municipais, de forma que se realizassem as coletas nos 146 municipios no

decorrer de um ano e sete meses, entre 2017 e 2018 (Anexo ).
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Tabela 2. Municipios participantes do monitoramento de suscetibilidade de

populacdes de Aedes aegypti ao PPF e malathion, entre 2017 a 2018, no Brasil.

Ne° Latitude Longitude Regi&do Estado Cidade N° Latitude Longitude Regi&do Estado Cidade

1 -7,363 -72,673 N AC Cruzeiro do Sul 74 -13,535 -48,224 co GO Minagu

2 -9,978 -67,811 N AC Rio Branco 75 -14,088 -46,362 co GO Posse

3 -11,016 -68,748 N AC Brasiléia 76 -16,769 -47,607 (ef0) GO Cristalina

4 -2,627 -56,736 N AM  Parintins 77 -16,673 -49,256 (o) GO Goiania

5 -0,136 -67,084 N AM Sao Gabriel da Cachoeira 78 -16,440 -51,120 (o) GO Ipora

6 -7,512 -63,027 N AM  Humaita 79 -17,886 -51,721 (o) GO Jatai

7 -4,232 -69,946 N AM Tabatinga 80 -17,735 -49,110 coO GO Morrinhos

8 -4,084 -63,142 N AM  Coari 81 -19,006 -57,649 (efe) MS Corumbéa

9 -3,135 -60,023 N AM Manaus 82 -22,227 -54,811 coO MS Dourados

10 0,039 -51,057 N AP Macapa 83 -20,789 -51,710 CcoO MS Trés Lagoas

11 3,851 -51,831 N AP  Oiapoque 84 -18,508 -54,758 coO MS Coxim

12 2,497 -50,945 N AP  Calgoene 85 -22,486 -55,711 CcoO MS Ponta Pora

13 -2,436 -54,719 N PA Santarém 86 -20,458 -54,616 co MS Campo Grande

14 -7,102 -49,943 N PA  Xinguara 87 -15,570 -56,073 Cco MT Cuiaba

15 -1,460 -48,488 N PA Belém 88 -16,470 -54,634 Cco MT Rondonépolis

16 -1,691 -50,481 N PA Breves 89 -10,641 -51,571 co MT Confresa

17 -5,353 -49,142 N PA Maraba 90 -9,872 -56,092 Cco MT Alta Floresta

18 -3,206 -52,214 N PA  Altamira 91 -14,049 -52,159 co MT Agua Boa

19 -4,264 -55,990 N PA Itaituba 92 -15,230 -59,338 coO MT Pontes e Lacerda
20 -3,767 -49,667 N PA  Tucurui 93 -11,422 -58,762 co MT  Juina

21 -8,028 -50,030 N PA Redencédo 94 -15,889 -52,260 coO MT Barra do Gargas

22 -11,434 -61,443 N RO Cacoal 95 -11,858 -55,501 co MT  Sinop

23 -10,436 -62,476 N RO Jaru 96 -20,850 -41,112 SE ES Cachoeiro do Itapemirim
24 -8,769 -63,831 N RO Porto Velho 97 -20,320 -40,322 SE ES Vitéria

25 -10,774 -65,324 N RO  Guajara-Mirim 98 -18,713 -40,402 SE ES Nova Venécia

26 -12,741 -60,139 N RO Vilhena 99 -19,823 -40,276 SE ES Aracruz

27 0,937 -60,425 N RR Rorainépolis 100 -23,009 -44,320 SE RJ Angra dos Reis

28 2,817 -60,671 N RR Boa Vista 101 -21,752 -41,330 SE RJ Campos dos Goytacazes
29 -11,625 -46,820 N TO Dian6polis 102 -22,510 -44,094 SE RJ Volta Redonda

30 -10,163 -48,351 N TO Palmas 103 -22,877 -43,228 SE RJ Rio de Janeiro

31 -11,730 -49,071 N TO Gurupi 104 -19,938 -43,926 SE MG Belo Horizonte

32 -7,191 -48,209 N TO Araguaina 105 -18,853 -41,947 SE MG Governador Valadares
33 -9,661 -35,702 NE AL Maceid 106 -21,761 -43,349 SE MG Juiz de Fora

34 -9,756 -36,657 NE AL Arapiraca 107 -16,723 -43,865 SE MG Montes Claros

35 -9,385 -37,999 NE AL  Delmiro Gouveia 108 -19,714 -47,984 SE MG Uberaba

36 -11,303 -41,859 NE BA Irecé 109 -17,863 -41,510 SE MG Tedfilo Otoni

37 -13,015 -38,488 NE BA Salvador 110 -19,525 -42,624 SE MG Coronel Fabriciano
38 -17,538 -39,745 NE BA Teixeira de Freitas 111 -21,557 -45,432 SE MG Varginha

39 -14,789 -39,273 NE BA Itabuna 112 -18,593 -46,516 SE MG Patos de Minas

40 -14,205 -41,667 NE BA Brumado 113 -21,185 -47,805 SE SP  Ribeirdo Preto

41 -11,660 -39,008 NE BA Serrinha 114 -22,123 -51,387 SE SP  Presidente Prudente
42 -3,724 -38,590 NE CE Fortaleza 115 -23,499 -47,458 SE SP  Sorocaba

43 -3,688 -40,349 NE CE Sobral 116 -20,813 -49,381 SE SP  Sé&o José do Rio Preto
44 -5,177 -40,668 NE CE Cratels 117 -23,807 -45,403 SE SP  S&o Sebastido

45 -4,964 -39,012 NE CE Quixada 118 -23,567 -46,570 SE SP  Sé&o Paulo

46 -6,403 -38,863 NE CE Ico 119 -25,542 -54,587 S PR Foz do Iguagu

47 -7,211 -39,317 NE CE Juazeiro do Norte 120 -23,312 -51,163 S PR Londrina

48 -6,763 -38,230 NE PB Sousa 121 -23,082 -52,462 S PR Paranavai

49 -7,149 -34,873 NE PB Jodo Pessoa 122 -23,422 -51,940 S PR Maringa

50 -7,221 -35,884 NE PB Campina Grande 123 -26,078 -53,056 S PR Francisco Beltrdo
51 -7,037 -35,634 NE PB Alagoa Grande 124 -27,867 -54,478 S RS Santa Rosa

52 -8,063 -34,889 NE PE Recife 125 -29,946 -50,991 S RS Gravatai

53 -8,071 -39,121 NE PE Salgueiro 126 -28,262 -52,407 S RS Passo Fundo

54 -8,889 -36,493 NE PE Garanhuns 127 -29,686 -53,809 S RS Santa Maria

55 -9,397 -40,500 NE PE Petrolina 128 -30,383 -56,454 S RS Quarai

56 -8,679 -35,588 NE PE Palmares 129 -26,726 -53,519 S SC Séo Miguel do Oeste
57 -7,578 -40,502 NE PE Araripina 130 -26,875 -52,405 S SC Xanxeré

58 -7,955 -36,204 NE PE Santa Cruz do Capibaribe 131 -26,907 -48,657 S SC Itajai

59 -6,770 -43,021 NE PI Floriano 132 -27,107 -52,617 S SC Chapecé

60 -5,086 -42,805 NE Pl  Teresina 133 -10,943 -69,563 N AC Assis Brasil

61 -2,903 -41,778 NE Pl Parnaiba 134 -9,065 -68,656 N AC Sena Madureira

62 -7,081 -41,469 NE Pl Picos 135 0,777 -51,947 N AP  Pedra Branca do Amapari
63 -9,015 -42,692 NE Pl Sao Raimundo Nonato 136 -0,856 -52,539 N AP Laranjal do Jari

64 -5,751 -35,252 NE RN Natal 137 -9,372 -37,245 NE AL Santana do Ipanema
65 -6,115 -38,203 NE RN Pau dos Ferros 138 -12,145 -45,004 NE BA Barreiras

66 -6,586 -36,775 NE RN Jardim do Seridd 139 -4,567 -37,773 NE CE Aracati

67 -5,194 -37,357 NE RN Mossoré 140 -4,232 -44,782 NE MA Bacabal

68 -2,532 -44,298 NE MA Sé&o Luis 141 -7,531 -46,039 NE MA Balsas

69 -10,907 -37,048 NE SE Aracaju 142 -5,508 -45,239 NE MA Barra do Corda

70 -10,216 -37,420 NE SE Nossa Senhora da Gléria 143 -5,527 -47,480 NE MA Imperatriz

71 -10,686 -37,427 NE SE Itabaiana 144 -22,286 -42,533 SE RJ  Nova Friburgo

72 -10,915 -37,666 NE SE Lagarto 145 -17,220 -46,875 SE MG Paracatu

73 -15,794 -47,888 Cco DF __ Brasilia 146 -27,588 -48,548 S SC __ Florianépolis

Notas: Sublinhado: Capitais de estados. Siglas de regides: N: Norte, NE:

Nordeste, CO: Centro-Oeste, SE:

Sudeste, S: Sul. Siglas de

estados: AC: Acre, AM: Amazonas, AP: Amapa, PA: Para, RO: Rondbnia, RR: Roraima, TO: Tocantins, AL: Alagoas, BA: Bahia; CE:
Ceara, PB: Paraiba, PE: Pernambuco, PI: Piaui, RN: Rio Grande do Norte, MA: Maranhdo, SE: Sergipe, DF: Distrito Federal, GO: Goias,
MS: Mato Grosso do Sul, ES: Espirito Santo, RJ: Rio de Janeiro, MG: Minas Gerais, SP: Sdo Paulo, PR: Parana, RS: Rio Grande do Sul,
SC: Santa Catarina.
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Figura 5. Mapa brasileiro mostrando os municipios participantes da rodada de
monitoramento de 2017-2018 de suscetibilidade ao piriproxifeno e malathion em
Aedes aegypti. Os numeros em vermelho representam as capitais dos estados.
As linhas continuas no territorio brasileiro delimitam os diferentes estados do

pais
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Populacdes de campo de mosquitos Ae. aegypti foram coletados pelos
Agentes de Controle de Endemias de cada cidade, utilizando de 100 a 300
armadilhas de oviposi¢éo (ovitrampas) em cada cidade, de acordo com 0 numero
de casas e seguindo a metodologia indicada pela Rede MoReNAa em 2008
(Brasil, 2008), orientada por um video com procedimentos passo a passo

(https://www.youtube.com/watch?v=2w89kagSOKM) para garantir que as

coletas fossem feitas da forma mais homogénea possivel (Fig. 6). Além do video,
foi produzida uma cartilha instrucional com a metodologia para amostragem de
Ae. aegypti por meio de armadilhas de postura (Anexo Il). A amostragem foi

realizada em todo o territério nacional.
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Figura 6. (a) Reunido com representantes estaduais dos Programas de Controle
do Aedes e laboratérios de entomologia para apresentacdo do projeto. Video
instrucional padronizando a metodologia para coleta e envio de ovos de Aedes
aegypti, contendo: (b) apresentacdo da armadilha de oviposicdo e forma de
identificacdo, (c) orientacdo sobre locais de instalacdo da armadilha, (d)
preenchimento do boletim de campo, (e) demonstracdo da armadilha instalada
no peridomicilio e (f) forma de acondicionamento das paletas para envio ao
laboratério. O video foi disponibilizado no Canal do Instituto Oswaldo Cruz, na
plataforma eletrbnica YouTube
(https://lwww.youtube.com/watch?v=2w89kagSOKM).

As armadilhas foram instaladas no terreno de casas distribuidas
uniformemente, com cobertura total do territério urbano. Como atrativos para
fémeas gravidas, utilizamos uma solucéo de extrato de levedura a 0,04%. A fim
de facilitar a preparacdo desta solucdo em campo, 0s agentes receberam um
tubo coénico de 50 mL contendo 6 g de extrato de levedura comercial (Arma
Zen®). Durante a instalacdo da armadilha, os tubos foram preenchidos com agua
da torneira até a marca de 50mL e homogeneizados. Com o auxilio da pipeta
plastica de Pasteur, 1 mL desta solucdo foi adicionado a armadilha e depois
preenchido com agua da torneira até a marca de 300 mL. As armadilhas foram
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mantidas nos domicilios por 15 dias, com uma troca das paletas e da solucao
atraente no final da primeira semana. As paletas contendo os ovos foram secas
em temperatura ambiente durante 2 a 3 dias antes de serem enviadas aos
laboratérios.

A coleta das amostras na totalidade de municipios selecionados foi
iniciada em agosto de 2017, tendo sido finalizada no ultimo municipio a instalar
as ovitrampas em dezembro de 2018. Foi planejado um cronograma escalonado
para que os ensaios fossem realizados ao longo de todo esse periodo, de forma
a ndo sobrecarregar os laboratorios. As amostras coletadas em campo foram
inicialmente enviadas para um laboratério central de entomologia em seus
respectivos estados, que confirmou o correto registro da amostragem nos locais
de origem e o armazenamento adequado das paletas. As paletas foram entdo
enviadas para o LAFICAVE/IOC/FIOCRUZ, onde foi registrada a chegada e os
boletins de amostragem preenchidos pelos Agentes de Controle de Endemias
no momento da coleta (Anexo Ill) foram armazenados e as populac¢des rotuladas
com um cédigo conhecido apenas pelo diretor do estudo, a fim de manter a
confidencialidade de sua origem. Metade das populacbes permaneceu no
LAFICAVE e a outra metade foi enviada ao LEnA. A identificacdo de espécimes
de Ae. aegypti, manutencdo de colénias e conducdo de bioensaios foram
realizados por esses dois laboratorios: LAFICAVE e LENnA.

Minha participacdo neste projeto se deu por meio da execucdo de
atividades de coordenacdo e acompanhamento das acdes, que incluiram:
elaboracdo do projeto juntamente com o PhD. José Bento Pereira Lima
(LAFICAVE); iniciacéo e formalizacdo do mesmo junto ao MS; identificacdo dos
representantes dos Programas de Controle do Aedes e dos Laboratérios de
Entomologia nas Secretarias Estaduais de Salde e contato constante com 0s
mesmos para acompanhamento e orientagdes; realizacdo, juntamente com a
equipe do LAFICAVE, de reunido com o0s representantes estaduais para
apresentacao do projeto, material de treinamento e planejamento das atividades;
monitoramento dos relatorios de resultados parciais e prestacdes de contas;
elaboracdo de pareceres técnicos e outros documentos relacionados emitidos

pelo Ministério da Saude durante todas as suas fases.



40

4.1.2. Criacdo de mosquitos em laboratorio

Paletas com ovos foram imersas em agua desclorada e as larvas
eclodidas foram transferidas para bacias contendo 1 L de 4gua desclorada e 100
mg de racao para peixes (TetraMin®, Tetra Marine Granules) adicionados a cada
trés dias (Fig. 7 a,b). Foram levadas para criagdo um namero maximo de 5000
larvas por populacdo de campo, sendo descartadas aquelas em numero
excedente. Os mosquitos adultos resultantes foram identificados por espécie e
género, separando 500 fémeas e 500 machos Ae. aegypti para serem mantidos
em gaiolas (33 x 24 x 8 cm), onde uma solucéo de sacarose a 10% foi oferecida
ad libtum (Fig. 7 ¢). Quando o nimero de fémeas era insuficiente para produzir
uma geracdo F1 (menos de 100 fémeas), novas coletas de campo eram
solicitadas.

Para produzir ovos para a proxima geracdo, as fémeas FO foram
adicionalmente alimentadas com sangue usando cobaias (Cavia porcellus -
Linnaeus, 1758) trés dias apds a emergéncia (autorizacées do Comité de Etica
em Uso de Animais da FIOCRUZ LW-20/14 e L-004/2018). Alternativamente, foi
oferecido as fémeas que se alimentassem de sangue de coelho citratado através
do alimentador de membranas Hemotek (Discovery Workshops, Accrington,
Reino Unido), contendo 6 mL de sangue coberto com uma membrana de tripa
de porco ou carneiro, selada com um anel de borracha, a 37 °C por 1 hora (Fig.
7 d,ef).

Mosquitos da geracao F1 eram geralmente empregados nos bioensaios,
no entanto, era necessaria uma geracao F2 sempre que o numero de individuos
da geracdo F1 era insuficiente para realizar todos os ensaios com larvas e
adultos. Para cada populacao, foram necessarias no minimo 960 larvas para as
quatro repeticdes dos ensaios de dose-resposta, e 1.760 larvas para as quatro
repeticdes dos ensaios DD, respectivamente. Além disso, foram necessarias
1.000 fémeas adultas para realizar quatro repeticbes dos testes de

suscetibilidade ao malathion.
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Figura 7. Criacdo de mosquitos Aedes aegypti em laboratorio. (a) Imersédo das
paletas para eclosédo das larvas, (b) criacdo das larvas eclodidas em bacias, (c)
alimentacdo de mosquitos adultos com solugédo de sacarose a 10%, (d, e, f)
alimentacdo de fémeas com sangue de coelho citratado através do alimentador
artificial Hemotek (Discovery Workshops, Accrington, Reino Unido), (Q)
manutencdo dos mosquitos em gaiola para a coépula, (h) ovos da proxima
geracdo da espeécie Ae. aegypti. Os insetos foram mantidos sob controle de
temperatura (26 + 2 °C) e umidade (70 = 10%), seguindo o manual de
biosseguranca da Fiocruz para inseticidas e insetos vetores (Adegas et al.,
2005).

A linhagem Rockefeller (Kuno, 2010) referéncia para suscetibilidade e
vigor a inseticidas em condicdes de laboratorio, foi empregada para
determinacado de doses diagnésticas (DD) a serem utilizadas nos bioensaios, e
foi exposta em paralelo, em cada ensaio, como controle de qualidade. Para
testes biolégicos com adultos e larvas, a padronizagéo foi realizada usando esta

cepa suscetivel.
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4.1.3. Bioensaios de avaliacdo da resisténcia (2017 — 2018)

4.1.3.1. Estimativa das doses diagndsticas

Estimativa de DD em bioensaios - Antes da avaliacdo da suscetibilidade
de populagbes de campo de Ae. aegypti, foi necessario estimar a DD para PPF
e malathion, respectivamente em larvas e adultos, sob as condi¢es locais. As
DDs estabelecidas localmente foram obtidas por ensaios de dose-resposta com
a linhagem Rockefeller. A coldnia Rockefeller mantida no LEnA foi usada para
0s testes em ambos os laboratorios.

Estimativa da DD para piriproxifeno - Os bioensaios larvais foram
conduzidos com o IGR PPF padréo analitico (Sigma Pestanal®), pré-dissolvidos
em acetona (Sigma Aldrich®) e posteriormente diluidos em etanol (Merck®).
Seguindo os procedimentos descritos nas Diretrizes da OMS para bioensaios de
larvicidas com poucas modificacdes (WHO, 2016a), as larvas do terceiro estadio
(estéadio L3) foram submetidas a um gradiente de 13 concentra¢des do produto
(0,0667 a 0,2337 pg/L), a partir das quais a porcentagem da inibicdo da
emergéncia de adultos (IE) foi avaliada no final de 7 a 10 dias, quando todas as
larvas do controle emergiram em adultos. Quatro réplicas, com 10 larvas em
estadio L3 cada, foram preparadas para cada concentracdo e um namero igual
de controles foi preparado usando apenas etanol. As larvas foram alimentadas
com 10 mg de racao para peixes (TetraMin®, Tetra Marine Granules) no primeiro
dia e 5 mg no terceiro dia apds a exposicéo inicial das larvas. Os ensaios foram
lidos diariamente até a emergéncia completa dos adultos no grupo controle.

Um ensaio seria descartado se o IE do grupo controle fosse > 10%, caso
contrario, corrigido pela férmula de Abbott quando houvesse algum IE entre 5%
e 10% (WHO, 2016a). Quatro testes foram realizados em momentos diferentes.
Quando as pupas comecaram a surgir, 0s copos foram cobertos com uma malha
para evitar eventuais fugas de adultos. A mortalidade e o surgimento de adultos
foram registrados quando todos os espécimes em condicdo de controle
emergiram como adultos. Consideramos adultos vivos aqueles totalmente livres

de suas exuvias e capazes de voar quando tocados suavemente. O percentual
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de inibicdo de emergéncia de adultos (IE) foi calculada usando Probit (Polo-PC,
LeOra Software, Berkeley, CA) e analise de regressao logistica (Raymond,
1985). Finalmente, a DD do PPF foi determinada como o dobro da dose que
inibia a emergéncia de adultos em 99% (IEg) das larvas de Rockefeller expostas

ao composto.

Estimativa da DD para malathion - Para a realizagdo dos bioensaios,
foram preparadas aliquotas de solucdes de estoque do OP a uma concentracéo
de 3000 mg/L a partir do malathion padrdo analitico (Sigma Pestanal®) e
solvente acetona (Sigma Aldrich®) e armazenadas no freezer a -80 °C. Garrafas
de vidro de 250 mL (Wheaton) foram impregnadas com 1 mL de malathion
dissolvido em solucdo de acetona, em quatro concentracfes (12, 15, 18 e 20
pg/garrafa) preparadas a partir da solucdo estoque 24 h antes do teste. Foram
utilizadas duas garrafas por concentracdo e um controle (impregnado apenas
com 1 mL de acetona) para cada teste, cada garrafa contendo 25 fémeas com 3
a 5 dias de idade. Foram realizados seis testes com cada dose, em dias distintos.
Os mosquitos foram expostos ao inseticida por até 30 minutos, com mortalidade
registrada a cada 10 minutos. A dose que causou 100% de mortalidade em 30
minutos, tempo recomendado pela OMS, foi considerada a DD (WHO, 2016a).
Os testes de DD com populac¢des de campo consistiram em 25 fémeas com 3 a
5 dias de idade sopradas suavemente com um aspirador de Castro dentro das
garrafas: quatro garrafas impregnadas com a DD do malathion e dois controles
contendo apenas acetona. Testes adicionais foram conduzidos com a DD
recomendada pela OMS (50 ug/garrafa) (WHO, 2016b). Foram realizados trés
ensaios independentes para cada populacdo e com as DDs determinadas pelo

laboratério e as recomendadas pela OMS.

4.1.3.2. Avaliacao da suscetibilidade ao piriproxifeno (2017 — 2018)

Primeira triagem com DD - Uma vez obtida a DD do PPF, larvas da populacao
de campo (16 réplicas de 10 larvas, total de 160 larvas) foram expostas a DD do
IGR, além de 80 larvas (8 réplicas de 10 larvas) como controle negativo (apenas

etanol). Paralelamente, 80 larvas de Rockefeller (8 réplicas de 10 larvas) também
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foram expostas a DD, como controle interno de qualidade do ensaio. As solu¢des
de IGRs foram preparadas a partir do padrdo analitico de PPF (Sigma
Pestanal®) pré-dissolvido em acetona (Sigma Aldrich®) e posteriormente
diluidas em etanol (Merck®). Aliquotas contendo 15 puL de IGR a uma
concentracdo de 100.000 mg/L foram preparadas e armazenadas no freezer a -
80 °C. Essas aliquotas foram usadas para preparar solugdes-estoque de 5 mL
na concentracéo de 300 mg/L e armazenadas na geladeira por 30 dias. A partir
dessas solucdes estoque, uma nova diluicdo foi preparada no mesmo dia dos
testes, em uma concentracdo final a partir da qual 1 mL resultaria na DD
desejada nos copos de teste de 250 mL (Fig. 8 a, b). Cada populagéo foi testada
em quatro dias diferentes. O resultado de IE de cada populagéo foi obtido pela
meédia desses quatro ensaios. Adaptamos os critérios da OMS para classificar
as populacées como suscetiveis, quando seu IE% foi maior ou igual a 98, com
resisténcia sugerida quando esse percentual ficou entre 90 e 97,9, ou resistentes
nos casos em que IE foi menor que 90% (WHO, 2016a).

Figura 8. Ensaios para avaliacdo da suscetibilidade de populacdes de Aedes
aegypti ao PPF e ao malathion. (a, b) preparo dos copos para exposi¢cado das
larvas a DD do PPF ou ao controle com etanol, (c) garrafas impregnadas para
exposicdo de fémeas adultas a DD de malthion ou ao controle com acetona.
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Estimativa da razdo de resisténcia - As populacdes de campo nao
suscetiveis ao PPF (IE <98%) nos ensaios de DD foram submetidas a um ensaio
de dose-resposta para quantificar seus niveis de resisténcia, seguindo os
procedimentos acima para a obtencdo de DD. As larvas foram expostas a uma
faixa de 10 concentracdes (0,008-0,45 pg/L) em quatro repeticdes, com 10
larvas L3 cada, quatro repeticbes de controles usando apenas etanol.
Rockefeller foi executada em paralelo, em 4 repeticbes, com larvas expostas
apenas a DD. As mortalidades foram registradas até a emergéncia de todos os

adultos na condicao de controle.

A inibicdo de emergéncia das concentracdes em adultos de 50% e 95%
(IEso e IEgs) de cada populagéo foi obtida pela analise Probit (Finney, 1971). As
razdes de resisténcia foram obtidas dividindo-se o IEso e IEgs de cada populacéo
pelo IE equivalente da linhagem Rockefeller de referéncia. As populagdes foram
classificadas como sugerido por Mazzari e Georghiou (1995) com resisténcia
baixa, moderada ou alta, respectivamente, para RRos <5, entre 5,0 e 10,0 e
>10,0.

4.1.3.3. Avaliacao da suscetibilidade ao malathion (2017 — 2018)

As populacdes de campo de Ae. aegypti foram testadas usando fémeas
adultas, trés a cinco dias apdés a emergéncia e ndo alimentadas com sangue,
das geracgdes F1 ou F2. Cada teste consistiu ha exposi¢cao de grupos de 20 a 25
fémeas por garrafa, com quatro garrafas impregnadas com cada DD (20
ug/garrafa e 50 pg/garrafa) além de duas garrafas impregnadas apenas com
acetona e utilizadas como controle negativo (Fig. 8 c). Rockefeller foi usada em
paralelo com duas garrafas impregnadas com cada DD. Os registros de
mortalidade eram coletados a cada 15 minutos e 0s mosquitos que nao
conseguiam voar ou se manter de pé eram considerados mortos. A mortalidade
das réplicas de cada DD foi calculada no tempo de diagnéstico (30 min.) em cada
ensaio. Foram realizados quatro bioensaios para cada populagdo, enquanto o

resultado final considerou a mortalidade média.
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Os ensaios de dose diagndstica e dose-resposta para os compostos IGR
e adulticida foram realizados nas condi¢des de insetario de testes, com controle
de temperatura (26 + 2°C) e umidade (60-80%).

4.1.4. Analise de dados (2017 - 2018)

O percentual de inibicdo da emergéncia de adultos, as concentracfes
letais de dose-resposta (CL), seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%)
e o slope das populacdes foram calculadas pelo software Polo-PC, empregando
uma andlise Probit (Finney, 1971). As Razfes de Resisténcia (RR) foram obtidas
pelo quociente entre a CL de uma populacao e o da Rockefeller. Os mapas foram
construidos com os softwares QGIZ versdo 2.18.6 e GIMP versao 2.10.14
(Raymond, 1985).

4.2. Avaliacdo da suscetibilidade de populacdes de campo de Ae. aegypti ao
PPF em 2020

4.2.1. Populacdes de estudo avaliadas em 2020 e método de coleta

A coleta de populacdes de campo de Ae. aegypti ocorreu em municipios onde
a resisténcia ao PPF foi detectada em estudo anterior, dois anos apés a avaliacao
inicial. Essas populacdes foram derivadas de seis cidades localizadas nos estados
Ceara (Quixada, Ic6 e Juazeiro do Norte) e Bahia (Itabuna, Brumado e Serrinha),
na regido Nordeste do Brasil (Figura 9).
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Figura 9. Mapa do Brasil mostrando as localizacbes geograficas onde mosquitos
foram amostrados nos estados do Ceara e da Bahia, em 2020.

Ovos de Ae. aegypti foram coletados em fevereiro e margo de 2020 pelos
Agentes de Controle de Endemias (ACEs) de cada municipio, utilizando cerca de
100 armadilhas de oviposi¢ao (ovitrampas) naqueles com até 50.000 imoveis e 150
ovitrampas naqueles com até 200.000 imoveis, seguindo a metodologia da Rede
MoReNAa (Lima et al., 2003, Braga & Valle, 2007). Para instalar as armadilhas, os
imoveis foram selecionados respeitando-se uma distribuicdo uniforme em padrédo
de grade e cobertura completa do territério urbano, incluindo regides que
apresentavam diferentes niveis de infestacdo. Os ACEs instalaram uma armadilha
em uma area sombreada no terreno de cada imovel selecionado. Cada ovitrampa
foi preenchida com 300 ml de agua de torneira, 1 ml de solugédo de extrato de
levedura (0,04%) como atrativo para fémeas gravidas e uma Unica paleta de
madeira como substrato para oviposicdo. As ovitrampas foram mantidas nos
domicilios por 15 dias, as paletas e solu¢des atraentes foram trocadas ao final da
primeira semana. As paletas contendo os ovos foram secas ao ar por dois a trés

dias antes de serem enviadas para o Laboratério de Fisiologia e Controle de
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Artropodes Vetoriais (Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores,
LAFICAVE), no Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), Rio de Janeiro/RJ.

4.2.2. Criacado de mosquitos em laboratorio

As paletas contendo ovos foram submersas em 4gua desclorada. Depois da
eclosdo dos ovos, as larvas foram transferidas para bacias (33 x 24 x 8 cm)
contendo 1 litro de agua e 100 mg de racdo para peixes (TetraMin® Tropical
Granules, Granulos Tetra Marine; Tetra Gmbh, Melle, Alemanha), com alimentacéo
suplementar adicionada a cada trés dias (Fig. 10 a). Dez bacias com 500 larvas de
cada populacdo foram usadas para estabelecer as colénias de mosquitos. Em
alguns casos, menos de 500 larvas estavam disponiveis e, portanto, todas as larvas
disponiveis foram usadas para estabelecer a colénia. Pupas de populacbes de
campo foram coletadas e colocadas em tubos com rolhas de algod&o para permitir
a captura de adultos recém-emergidos e a identificacdo de espécies. Os mosquitos
Ae. aegypti adultos foram mantidos em gaiolas plasticas (30 X 30 X 30 cm) com
acesso a uma solucdo de sacarose a 10% através de mechas de algodao (Fig. 10
a). Para produzir ovos para a préxima geracao, oferecemos para as fémeas
refeicbes de sangue (sangue de coelho) contendo citrato de sodio como
anticoagulante, através de alimentadores de membrana Hemotek (Discovery
Workshops, Accrington, Reino Unido) a 37° C por 1 h. As colbnias de mosquitos
foram mantidas a 26 £ 2° C de temperatura e 70 £ 10% de umidade relativa. A
colonia de Ae. aegypti Rockefeller foi usada como controle experimental e uma cepa
conhecida por ser suscetivel a inseticidas (Kuno, 2010). Esta linhagem de referéncia

foi usada para determinar a razdo de resisténcia (RR).
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Figura 10. Criacdo de populacbes de mosquitos Aedes aegypti no Laboratério de
Entomologia Médica da Flérida, e conducdo de bioensaios de resisténcia ao
piriproxifeno. (a) criagdo de larvas de mosquitos em bacias, e manutencéo de
adultos em gaiolas plasticas; (a, b, ¢) conducéo de bioensaios de resisténcia dos
mosquitos ao piriproxifeno, por meio da exposicdo de larvas a diferentes
concentracfes do produto em copos plasticos.

4.2.3. Preparacdo de piriproxifeno, bioensaios de toxicidade e

estimativa da raz&o de resisténcia (2020)

O padrao analitico de PPF (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, EUA) foi dissolvido
em acetona e posteriormente diluido em série em etanol para preparar diferentes
concentracbes para o0s bioensaios de toxicidade (Campos et al., 2020). Os
bioensaios do tipo dose resposta (DR) foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia Médica da Florida (FMEL) em Vero Beach, FL. Ovos de populacdes
de campo (geracéo F3) foram enviados para FMEL ap0s receber uma autorizacéo
de exportagao pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) (Anexo VII). Usamos a geracao F4 para os bioensaios devido

ao atraso na realizacdo de experimentos resultantes da pandemia de COVID-19.
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Os mosquitos foram criados para a obtencdo da préoxima geracdo (F4) em
condi¢bes semelhantes as mencionadas anteriormente, antes de serem submetidos
aos bioensaios de toxicidade. Seis populacdes de campo e uma cepa de Ae. aegypiti
suscetivel a inseticidas (Rockefeller) foram submetidas a bioensaios de DR para
guantificar seus niveis de resisténcia, seguindo os procedimentos descritos nas
diretrizes da OMS para bioensaios de larvicidas (Fig. 10 a, b, c).

Resumidamente, quarenta larvas de 3° ou 4° instares (quatro repeticdes com
dez larvas cada) foram expostos a dez concentragdes, variando de 0,0008 a 0,05
Mg/L. Quatro testes foram realizados em momentos diferentes. Alimento larval (10
mg) foi adicionado aos copos no dia inicial da exposi¢édo durante os bioensaios, e 5
mg de alimento suplementar dois dias depois. Os percentuais de inibicdo de
emergéncia de adultos (IE) foram calculados ao final dos bioensaios, quando todas
as pupas do controle emergiram em adultos (expresso como uma porcentagem da
coorte original de mosquitos). Os adultos foram considerados como tendo
sobrevivido se estavam livres da exuvia pupal e capazes de voar quando tocados

suavemente.

4.2.4. Analise de dados (2020)

Os Percentuais de inibicdo da emergéncia de 50% e 90% dos adultos (IEso e
|IEs0) de cada populacdo foram determinados usando andlise Probit (SAS verséo
9.22, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA.). A mortalidade foi corrigida pela formula
de Abbot, quando necessario. As razdes de resisténcia (RRso) foram obtidas
dividindo o IEso de cada populagdo de mosquitos pelo equivalente IE da cepa de
referéncia Rockefeller. Os niveis de resisténcia foram classificados como baixo (<5),
moderado (5,0-10,0) ou alto (>10,0) (Mazzari & Georghiou, 1995).
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4.3. Suscetibilidade de populacdes de Ae. aegypti resistentes ao

piriproxifeno ainfecgcao pelo virus Zika

4.3.1. Aspectos éticos

Experimentos de infeccdo de mosquitos por ZIKV foram realizados no
Laboratério de Entomologia Médica da Universidade da Flérida (instituicdo de
pesquisa em arbovirologia com nivel de biosseguranca-2 e nivel de contencao
de artrépodes-2), de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de
Biossegurancga Institucional e pelo Comité de Cuidado e Uso de Animais da

Universidade da Florida.

4.3.2. Populacdes de mosquitos

As populacdes do mosquito Aedes aegypti foram coletadas em fevereiro
e marco de 2020 em diferentes cidades localizadas no Nordeste do Brasil
(Serrinha, Brumado e Itabuna, na Bahia; Juazeiro do Norte e Quixada, no Ceard)
(Fig. 11) usando em torno de 100 armadilhas de oviposi¢cdo (ovitrampas) em
municipios com até 50.000 domicilios e 150 ovitrampas em municipios com até
200.000 domicilios, seguindo a metodologia da Rede MoReNAa (Lima et al.,
2003; Braga & Valle, 2007). Essas ovitrampas contendo agua da torneira,
solucéo de extrato de levedura (0,04%) e uma paleta de madeira (Eucatex) foram
distribuidas por 15 dias no terreno das casas selecionadas, seguindo uma
distribuicdo uniforme que abrangeu a totalidade do territério urbano, para incluir
regides com diferentes niveis de infestacéo.

Ovos de geracdo parental coletados em campo foram eclodidos e
utilizados para estabelecer coldnias de laboratério de cada populacéo, que foram
mantidas no Laboratério de Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores,
LAFICAVE, do Instituto Oswaldo Cruz. IOC/Fiocruz), Rio de Janeiro/RJ antes de
serem enviados ao Laboratério de Entomologia Médica da Universidade da
Flérida (FMEL/UF), Vero Beach.

Os mosquitos foram mantidos em um insetario a 26—-28 °C, umidade

relativa de 70-80% e ciclo claro-escuro de 12: 12 h. As larvas foram eclodidas
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em agua desoxigenada preparada em um recipiente isolado a vacuo acionado
por uma bomba eletrénica por 45 min, e as larvas recém eclodidas foram criadas
em bandejas com agua destilada (1,5 L) e alimentadas com racdo para peixes
(TetraMin). As pupas foram transferidas para gaiolas de criacao de adultos, onde
os adultos emergentes foram mantidos com uma dieta de solu¢do de sacarose
a 10%.

Para gerar ovos, as fémeas adultas foram alimentadas com sangue em
galinhas (Gallus gallus domesticus) de acordo com as politicas de uso e
cuidados de animais do Comité Institucional de Cuidados e Uso de Animais da
Universidade da Flérida - IACUC (Protocolo 202007682). Os ovos recém-postos
foram coletados e secos ao ar antes de serem armazenados em temperatura

ambiente em recipientes plasticos.

Os bioensaios larvarios foram realizados em todas as populacdes de
campo e em uma populacdo reconhecidamente suscetivel (Rockefeller), para
determinar seus niveis de resisténcia ao PPF, seguindo os procedimentos
descritos nas diretrizes da OMS para bioensaios de resisténcia a larvicidas
(WHO, 2016c). Os resultados dos bioensaios realizados em 2017 e 2018,
seguindo os mesmos procedimentos, revelaram baixas taxas de resisténcia ao
PPF para todas essas seis populacdes de campo (Serrinha, Brumado, Juazeiro

do Norte, Itabuna e Quixada).
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Figura 11. Mapa do Brasil mostrando as cidades onde populagbes de Aedes
aegypti foram coletadas com seus niveis relativos de resisténcia ao PPF.

4.3.3. Zika virus e células

O isolado da linhagem asiatica de ZIKV (estirpe Porto Rico, PRVABC59)
usado neste estudo foi coletado do soro de um humano infectado por ZIKV que
viajou para Porto Rico em 2015 e nos foi fornecido pelos Centros de Controle e
Prevencao de Doencgas dos EUA (Fig. 12 a). O ZIKV foi passado trés vezes em
cultura de células antes de usar no estudo. A sequéncia completa do genoma
desta cepa de virus pode ser encontrada sob o nimero de acesso ao banco de
genes KU501215.1.

A propagacao do ZIKV foi realizada conforme descrito por Alomar e
colaboradores (2021) e no protocolo para replicacdo de células Vero,
propagacéao e titulacdo viral (ensaio de placa) (Anexo VIII). Resumidamente,
células de macaco verde africano (Vero) foram deixadas crescer em frascos de
cultura de células T-175 cm?a 37 °C e 5% de atmosfera de diéxido de carbono
(CO2) até 80-90% de confluéncia. Monocamadas de células foram entdo
infectadas com ZIKV estoque em uma multiplicidade de infeccédo de 0,01 e
incubadas por seis dias a 37°C em meio (Mig) (HyClone, Meio 199, GE

Healthcare, Logan, UT) suplementado com soro bovino fetal a 10% de
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concentracdo inativado pelo calor (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA),
antibiéticos (penicilina-estreptomicina) e micostatina.

Apbs este periodo de incubacdo, o sobrenadante da cultura de células
infecciosas foi colhido e adicionado ao sangue bovino desfibrinado (Hemostat
Laboratories, Dixon, CA) com adenosina-5'-trifosfato de sal dissédico tri-
hidratado (ATP, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) para obter alimentac&o
sanguinea infecciosa (Fig. 12 b) (Alomar & Alto, 2022; Alomar et al., 2022).

Figura 12. Preparo do sangue infectado para alimentacdo de fémeas Aedes
aegypti. (a) estoques da linhagem asiatica de ZIKV, (b) alimentacdo sanguinea
infecciosa preparada para infeccdo oral dos mosquitos (frasco T-175 a
esquerda); sangue bovino desfibrinado (frasco a direita); frascos criogénicos
contendo aliquotas de alimentac&do sanguinea coletadas imediatamente antes e
apos serem oferecidas aos mosquitos.

4.3.4. Sangue infectado pelo virus Zika e infeccao oral

Mosquitos fémeas com 5-8 dias de idade foram mantidos em copos de

papeldo (50 mosquitos/copo) e privados de solugdo de sacarose 24 h antes do
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desafio de infeccéo oral em refei¢cdes de sangue virémicas (Fig. 13 a). O sangue
foi administrado através de alimentadores Hemotek (Discovery Workshops,
Lancashire, Reino Unido) cobertos com intestino de ovelha como membrana, e
aguecidos a 37°C. Os mosquitos foram alimentados por 45 minutos em estufa a
28°C (Fig. 13 b, ¢, d, e).

Antes e imediatamente apds serem oferecidas as fémeas, a alimentacéo
sanguinea infecciosa foi aliquotada em frascos criogénicos, congelados a -80 °C,
para posteriormente serem determinados os titulos virais alimentados pelos
mosquitos por meio de ensaios (Fig. 13 b). Fémeas totalmente ingurgitadas
foram separadas daquelas parcialmente ou nao alimentadas, apds serem
anestesiadas com diéxido de carbono, sendo em seguida transferidas para
novos copos de papeldo com acesso a solucdo de sacarose a 10% durante o

periodo de incubacao extrinseco (Fig. 13 f).
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Figura 13. Alimentacdo das fémeas de Aedes aegypti com sangue bovino
infectado. (a) fémeas de Aedes aegypti mantidas em copos aguardando infeccao
oral, (b) alimentadores Hemotek preparados com membrana de intestino de
ovelha, (c) insercdo de sangue bovino infectado nos alimentadores Hemotek, (d,
e) mosquitos sendo alimentados por meio de Hemotek em estufa a 28°C, (f)
fémeas ingurgitadas apds alimentagéo, transferidas para novos copos com
acesso a solucéo de sacarose a 10%.

4.3.5. Coleta de saliva por meio de papel catiénico (Cationic-Q-paper)

Para examinar a eficiéncia da transmissao viral, a saliva das fémeas foi
coletada usando a abordagem de papel catibnico a base de celulose [celulose-

based cationic (Q) paper ou CQP, sigla na lingua Inglesa], conforme descrito por
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Alomar e colaboradores (2021). Por meio de interacfes eletrostaticas, o papel
catibnico (carregado positivamente) adsorve os 4cidos nucleicos (DNA e RNA),
que sao polianions, depositados em sua superficie (Glushakova et al., 2018).

As fémeas foram mantidas por um periodo de incubacéo de 14 dias apos
infeccédo oral, tendo acesso a solucéo de sacarose a 10% até 24 horas antes do
procedimento de coleta de saliva, e com acesso a somente a agua nas ultimas
24 horas. Ao 152 dia, foram anestesiadas com dioxido de carbono e transferidas
individualmente para frascos de cultivo de Drosophila (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA). Os frascos haviam sido previamente preparados com CQPs de
1 cm X 1 cm, colocados em suas telas superiores para coletar a saliva
depositada pelas fémeas enquanto se alimentavam de mel, oferecido nos CQPs
umidos. Corante alimentar azul foi misturado ao mel como marcador visual para
determinar as fémeas que se alimentaram, uma vez que estas apresentavam
abdome azul quando vistas sob uma fonte de luz (Fig. 14 a).

Os mosquitos foram mantidos nos frascos de cultivo e deixados para se
alimentar dos CQPs contendo mel por 24 h (Fig. 14 b). As fémeas alimentadas
com sucesso, conforme indicado pela visualizacdo da coloracdo azul em seus
abdomens (Fig. 14 c), foram congeladas a -80 °C e posteriormente dissecadas
para separar seus corpos das pernas. Cada amostra de mosquito (corpo, pernas,
CQP) foi armazenada separadamente em tubos de micro centrifuga (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) contendo 1 ml de meio de cultura M199 e
congelada a -80 °C até o processamento posterior (Fig. 14 d).

Os corpos das fémeas alimentadas com sucesso em CQPs foram
testados individualmente quanto a presenca de ZIKV (Fig. 14 €). A presenca do
virus foi testada nas pernas das fémeas que apresentaram deteccado viral em
Seus corpos, e em seguida testou-se a saliva daquelas que apresentaram ZIKV
em suas pernas. O estudo de competéncia vetorial foi realizado com trés réplicas

biolégicas.
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Figura 14. Coleta de saliva de mosquitos Aedes aegypti por meio de papel
catidnico a base de celulose. (a) papéis catidnicos [celulose-based cationic (Q)
papers ou CQPs, sigla na lingua Inglesa] umidos tratados com mel e corante
azul, colocados na tela da parte superior dos frascos de cultivo de Drosophila,
(b) mosquito dentro do frasco se alimentando de mel no CQP, (c) visualizagao
da coloragcdo azul no abdémen de fémea Aedes aegypti (a coloracéo
aparentemente amarronzada do corpo do mosquito se deve a iluminacéo pela
lanterna), (d) tubos de micro centrifuga e meio de cultura M199 para
armazenamento das amostras (patas, corpos e papéis catibnicos) a —80 °C.
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4.3.6. Extracdo de acido ribonucleico e PCR em tempo real para

quantificacdo do virus Zika

O RNA viral foi extraido dos corpos, pernas e CQPs do mosquito
congelados usando o Mini Kit de RNA Viral QlAamp (Qiagen, Germantown, MD,
EUA), ap6s homogeneizacdo das amostras com esferas de aco em um
TissueLyser Il (Qiagen, Hilden, Alemanha) a 19,5 Hz por 3 min e centrifugacéo
a 13.200 rpm por 5 min, segundo Protocolo de extragdo de RNA e PCR
(Mosquito e Virus) em diluente BA-1 (QlAamp Viral RNA Mini Handbook),

apresentado no Anexo IX.

O RNA do virus Zika foi detectado e quantificado pelo sistema quantitativo
de PCR em tempo real CFX96 (qQRT-PCR) (BioRad Laboratories, Hercules, CA).
As sequéncias de primers utilizadas foram F: 5'-CTTCTTATCCACACCGTCTC-
3' e R: 5-CCAGGCTTCAACGTCGTTAT-3', com sequéncia de sonda: 5'-/56
FAM/AGAAGGAGACGAGATGCGGTACAGG/3BHQ _1/-3'. As reacdes foram
realizadas usando o Sistema SuperScript 1ll One-Step RT-PCR com Platinum
Tag Polimerase (Invitrogen). As condi¢cdes do gRT-PCR foram 94°C por 2 min,
e 39 ciclos de 94°C por 15 s, 50°C por 30 min e 58°C por 1 min.

Os titulos de virus em tecidos de mosquito e saliva foram quantificados
usando uma curva padrédo que compara a sintese de cDNA a diluicdes em série
de ZIKV em paralelo com ensaios de placas das mesmas diluicées do virus,
expressos como equivalentes de unidades formadoras de placa (PFUe)/mL.
Para considerar uma amostra positiva para ZIKA nos ensaios de RT-PCR,
considerou-se o valor de limite de ciclo um valor de Cycle Threshold
(quantificagdo do DNA das amostras no gRT-PCR, sigla Ct) < 35 (Parker-
Crockett et al., 2021).

A taxa de infeccdo foi calculada como a porcentagem de fémeas
infectadas (RNA viral detectado no corpo), em relacdo aquelas totalmente
ingurgitadas. A taxa de disseminacao foi a porcentagem de fémeas com RNA
viral nas pernas (indicando que o virus superou as barreiras de escape do
intestino médio), em relacdo as infectadas. J& a taxa de transmissdo foi o

percentual de fémeas com virus detectado na saliva (0 que indica o virus superou
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as barreiras de transmisséo das glandulas salivares), em relacdo aquelas com

infecgao disseminada.

4.3.7. Andlise estatistica

A suscetibilidade a infeccdo (numero de corpos de mosquitos
positivos/numero total de mosquitos testados), infeccao disseminada (nimero de
pernas infectadas/nimero total de corpos infectados) e infeccdo por saliva
(numero de saliva positiva/nimero total de pernas infectadas) foram calculadas
para cada populagéo e analisados por meio de andlise de regressao logistica
(PROC LOGISTIC, SAS 9.4). Efeitos de tratamento significativos foram
examinados usando comparacfes de grupos de tratamento como testes de
acompanhamento, corrigindo para compara¢fes multiplas pelo método de

Tukey-Kramer.

Os titulos virais em amostras de mosquitos foram testados para
diferencas entre populacdes de mosquitos usando andlise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de intervalo de Tukey para comparacdes multiplas. Valores

de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



61

5. RESULTADOS

5.1. Resultados dos ensaios de resisténcia os inseticidas realizados em
2017 - 2018

5.1.1. Planejamento e execucdo da avaliacdo de resisténcia de Ae.

aegypti aos inseticidas utilizados no seu controle (2017-2018)

Em 140 das 146 localidades selecionadas para o estudo (95,9%) os
Agentes de Controle de Endemias conseguiram coletar material adequadamente
e enviar ao laboratério. Ovos provenientes de 14 (9,6%) destes municipios, no
entanto, ndo eclodiram ou o niumero de larvas resultantes foi insuficiente para
produzir uma geragdo F1 (menos de 100 fémeas) e, portanto, novas coletas
foram solicitadas. Seis localidades enviaram novas amostras, possibilitando a
criacdo de colbnias de todas elas. As amostras coletadas nas localidades
Parintins (Amazonas), Irecé (Bahia), Quixada (Ceara) e Salgueiro (Pernambuco)
permaneceram com numero de fémeas de Ae. aegypti menor que 100 apds
segunda coleta, entretanto foram produzidas gera¢cdes F1 com o numero
existente de fémeas. No final, avaliamos 132 popula¢des Ae. aegypti (94,3% dos
pontos de amostragem inicialmente planejados). O niumero de mosquitos Ae.
aegypti obtido por populacdo variou de 48 a 2438 fémeas e de 54 a 2563
machos. Ae. albopictus esteve presente em 59,8% (78/132) das populacdes,

perfazendo 1 a 419 fémeas e 1 a 455 machos.

5.1.2. Coleta de ovos de Ae. aegypti em campo (2017- 2018)

A Tabela 3 apresenta as informacdes sobre as origens geograficas,
namero de paletas totais e positivas (com ovos), percentual de paletas positivas,
namero total de ovos, média de ovos por paletas positivas, total de adultos
resultantes de Ae. aegypti e Ae. albopictus coletadas entre agosto de 2017 e

dezembro de 2018, no Brasil.



Tabela 3. Numero de paletas, ovos e adultos de Aedes aegypti e Aedes

albopictus resultantes das coletas para avaliacdo de resisténcia, entre
2017 e 2018, no Brasil.

Mosquitos adultos®

paletas ovos Ae. aegypti Ae. albopictus
N° Regido Estado Cidade total positivas %pp® total médiaporppb fémeas machos fémeas machos
1 N AC Cruzeiro do Sul 196 72 36,7 5281 733 601 793 0 0
2 N AC Rio Branco 294 188 639 15747 8338 2371 2533 0 0
3 N AC Brasiléia 100 43 430 2912 67,7 734 814 0 0
4 N AM Parintins 196 39 199 2709 69,5 20 54 96 91
5 N AM Sé&o Gabriel da Cachoeira 200 46 230 4680 101,7 423 383 0 0
6 N AM Humaité 200 67 335 1933 289 696 690 0 0
7 N AM Tabatinga 172 50 291 3217 64,3 472 504 0 0
8 N AM Coari 196 70 357 S| S| 253 216 0 0
9 N AM Manaus 512 207 404 10092 4838 1021 1047 187 98
10 N AP Macapa 265 79 298 2571 325 296 209 0 0
11 N AP Oiapoque 200 28 140 928 331 Sl Sl S| S|
12 N AP Calgoene 74 14 189 634 453 207 178 0 0
13 N PA Santarém 302 87 288 3804 437 362 382 102 78
14 N PA Xinguara 202 35 173 3744 107,0 515 501 0 0
15 N PA Belém 600 361 60,2 19844 55,0 1751 1787 419 342
16 N PA Breves 202 26 129 2645 101,7 516 512 4 7
17 N PA Maraba 300 9% 320 7394 770 503 500 0 1
18 N PA Altamira 304 103 339 6893 66,9 526 503 4 28
19 N PA Itaituba 200 102 510 9813 96,2 426 392 416 280
20 N PA Tucuruf 198 923 470 7384 794 504 501 219 158
21 N PA Redencéo 200 29 145 2571 88,7 384 321 1 1
2 N RO Cacoal 196 52 265 1521 29,3 329 414 0 8
232 N RO Jaru 200 85 425 781 91,9 1843 1607 141 72
24 N RO Porto Velho 300 116 387 6269 54,0 1222 1042 257 167
25 N RO Guajara-Mirim 194 58 299 2575 444 1248 1374 0 0
26 N RO Vilhena 200 79 395 4513 57,1 1457 1583 0 0
27 N RR Rorainépolis Sl 39 S| 2124 54,5 352 198 0 0
28 N RR Boa Vista 300 166 553 13007 784 2293 2428 1 6
29 N TO Diandpolis 204 31 152 902 29,1 206 249 0 0
30 N TO Palmas 288 92 319 7152 7,7 578 262 12 32
31 N TO Gurupi 208 35 168 1054 30,1 240 251 0 0
32 N TO Araguaina 344 129 375 5893 457 501 500 1 1
33 NE AL Macei6 386 102 264 6212 60,9 496 395 41 20
34 NE AL Arapiraca 296 92 311 7382 80,2 1128 1007 0 0
35 NE AL Delmiro Gouveia 184 87 473 3287 378 523 309 0 0
36 NE BA Irecé 210 23 110 39 17,2 48 59 0 0
37 NE BA Salvador 878 327 372 21715 84,7 2264 2349 140 173
38 NE BA Teixeira de Freitas 220 83 377 4299 51,8 503 502 0 0
39 NE BA Itabuna 349 155 444 9828 634 505 606 0 2
40 NE BA Brumado 220 20 409 3904 434 289 322 1 1
41 NE BA Serrinha 204 99 485 4656 47,0 500 500 0 0
42 NE CE Fortaleza 696 269 386 18059 67,1 1491 1829 80 92
43 NE CE Sobral 300 97 323 6864 70,8 872 927 0 0
4 NE CE Cratels 100 S| Sl 4624 S| 871 1011 0 0
45 NE CE Quixada 192 34 17,7 2527 74,3 76 64 0 0
46 NE CE Ico 200 131 655 9283 70,9 1919 1997 27 10
47 NE CE Juazeiro do Norte 300 138 46,0 24587 178,2 502 500 0 1
48 NE PB Sousa 200 63 315 1889 299 405 426 0 0
49 NE PB Jo&o Pessoa 388 239 616 12014 50,3 1756 1816 34 31
50 NE PB Campina Grande 300 91 303 3945 434 1007 1013 0 0
51 NE PB Alagoa Grande 200 88 440 2733 311 510 508 0 0
52 NE PE Recife 891 455 51,1 30080 66,1 731 730 87 68
53 NE PE Salgueiro 224 18 8,0 413 229 86 127 0 0
54 NE PE Garanhuns 219 47 215 1064 22,6 274 297 0 0
55 NE PE Petrolina 300 29 9,7 544 188 126 138 0 0
56 NE PE Palmares 198 920 455 6715 74,6 962 877 102 71
57 NE PE Araripina S| 107 Sl 5235 489 881 834 0 0
58 NE PE Santa Cruz do Capibaribe 303 144 475 10095 70,1 511 566 0 0
59 NE PI Floriano 190 56 295 1722 209 757 736 54 29
60 NE PI Teresina 414 125 302 5505 44,0 915 1034 360 273
61 NE PI Parnaiba 251 190 75,7 14090 783 1950 2191 i 63
62 NE PI Picos 100 29 290 1587 54,7 307 299 0 0
63 NE PI Sé&o Raimundo Nonato 100 23 230 462 20,1 165 191 0 0
64 NE RN Natal 400 277 69,3 18294 66,0 1761 1847 144 188
65 NE RN Pau dos Ferros 238 45 189 2660 59,1 806 854 0 0
66 NE RN Jardim do Seridd 100 62 620 4592 741 507 507 0 3
67 NE RN Mossoré 298 205 688 16114 78,6 2012 1858 0 0
68 NE MA Séo Luis 406 154 379 8925 58,0 1882 2148 152 102
69 NE SE Aracaju 416 196 471 15406 78,6 2438 2563 32 41
70 NE SE Nossa Senhora da Gléria 214 84 393 7944 94,6 500 502 0 7
71 NE SE Itabaiana 324 139 429 6187 445 504 503 0 2
72 NE SE Lagarto 328 192 585 15021 782 508 500 0 2

62
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Mosquitos adultos®

paletas 0vos Ae. aegypti Ae. albopictus
N°  Regido Estado Cidade total  positivas  %pp®  total  médiaporppb fémeas machos  fémeas  machos
4 CO GO Minagu 100 3 330 955 289 174 86 215 178
% CO GO Posse 200 8L 405 3693 456 564 535 237 203
76 CO GO Cristalina Sl 98 Sl 5308 54,2 1003 930 0 0
m Co GO  Goidnia 604 222 368 12933 583 2211 2129 84 60
7% CO GO Ipora 200 133 665 10943 823 508 509 0 8
79 CO GO Jatal 24 121 565 9349 437 513 502 0 0
80 €O GO Morrinhos Sl 98 Sl 8672 885 1375 593 1 0
81 CO MS Corumbd 200 70 350 3163 452 802 1099 0 0
82 €O MS Dourados 300 126 20 7404 588 1921 2104 6 7
83 €O MS Trés Lagoas 214 80 292 4961 62,0 919 962 12 13
84 CO MS Coxim 188 43 229 1257 292 1 165 15 30
8% CO MS Ponta Pord 189 46 43 1979 430 455 453 0 0
86 CO MS Campo Grande 408 67 164 2988 446 663 611 0 0
87 €O MT Cuiaba 394 28 71 2075 1 2399 2369 62 88
88 CO MT Rondondpolis 900 158 176 8213 52,0 1207 1300 2 13
89 €O MT Confresa 108 69 639 7673 1112 1581 1715 103 121
9 €O MT Alta Floresta 118 56 475 4610 834 1394 1411 246 170
91 Co MT Agua Boa 202 Sl Sl 3566 S| 518 510 3 7
92 Co MT Pontes e Lacerda 208 Sl Sl 1536 S| 534 544 0 0
93 €O MT Juina 132 93 705 6773 728 735 1006 0 0
94 o MT Barra do Garcas 200 101 505 5987 59,3 503 503 7 34
% €O MT Sinop 150 17 13 523 308 102 85 2 0
9% SE ES Cachoeiro do Itapemirim 286 163 570 9949 61,3 1846 1925 248 293
97 SE ES Vitdria 448 233 520 20108 86,3 218 291 9 4
9% SE ES Nova Venécia 192 93 484 6833 735 506 503 17 39
9 SE ES Aracruz 202 Sl S| 9243 S| 500 531 2 13
100 SE RJ Angra dos Reis 3 107 BL AR 321 425 391 119 118
101 SE RJ Campos dos Goytacazes 330 119 361 5693 478 1386 1242 14 8
102 SE RJ Votta Redonda 296 183 618 16123 88,1 2140 2235 344 455
103 SE RJ Rio de Janeiro 612 306 500 18861 61,6 2399 2260 90 82
104 SE MG Belo Horizonte 1766 935 59 63893 68,3 2360 2175 93 96
105 SE MG Governador Valadares 288 230 799 13853 60,2 1731 1916 95 114
106 SE MG Juiz de Fora 404 37 92 1005 212 218 244 46 20
107 SE MG Montes Claros 396 68 172 1422 20,9 131 136 0 0
108 SE MG Uberaba 9 53 564 1902 359 213 289 0 0
109 SE MG Tedfilo Otoni 29 110 312 305 298 502 502 55 45
110 SE MG Coronel Fabriciano 264 S| S| 3245 S| 107 103 0 0
11 SE MG Varginha 292 39 134 758 194 210 191 6 3
112 SE MG Patos de Minas 297 Sl Sl 2981 S| 510 504 10 2
13 SE SP Ribeiréo Preto Sl Sl Sl 646 S| 118 166 0 0
114 SE SP Presidente Prudente Sl Sl S| 10675 S| 521 555 0 0
115 SE SP Sorocaba Sl Sl S| 2167 S| 500 506 8 15
116 SE SP S&0 José do Rio Preto Sl Sl S| 801 S| 130 184 0 0
17 SE SP Sao Sebastido Sl Sl Sl 11529 S| 515 505 32 2
18 SE SP Séo Paulo Sl Sl S| 3207 S| 500 529 0 0
19 S PR Foz do Iguagu 298 72 42 4432 61,6 947 878 1 7
120 S PR Londrina 400 180 450 13935 74 1537 1955 37 59
121 S PR Paranaval 200 50 250 3373 67,5 502 512 0 0
122 S PR Maringa 400 149 313 89% 60,4 504 500 0 3
123 S PR Francisco Beltrdo 194 29 149 907 313 241 241 0 0
124 S RS Santa Rosa 200 116 580 8850 76,3 164 123 3 0
125 S RS Gravatai 292 175 599 10283 58,8 584 716 0 42
126 S RS Passo Fundo 300 164 547 6010 36,6 528 668 0 1
1271 S RS Santa Maria 300 180 600 18185 10,0 524 502 0 2
128 S RS Quaraf 199 20 101 685 346 219 210 0 0
129 S SC S&o Miguel do Oeste 200 51 255 2349 461 664 637 18 6
130 S SC Xanxeré 200 89 445 3987 448 1000 1323 0 0
131 S SC Itajai 300 219 730 9949 454 2074 2047 30 33
12 s SC Chapec 300 143 477 14286 99.9 1050 1022 0 3

Notas: *Mosquitos autos: total de mosgitos adultos (Ae. aegypti  Ae. albopictus ) da criago de cada populaio de campo (gerago FO). "pp: percentual de paletas
positivas. Sublinhado: capital de estado. SI: Sem informagéo. Siglas de regides: N: Norte, NE: Nordeste, CO: Centro oeste, SE: Sudeste, S: Sul. Siglas de estados: AC: Acre,
AM: Amazonas, AP; Amapd, PA: Par4, RO: Ronddnia, RR: Roraima, TO: Tocantins, AL: Alagoas, BA: Bahia; CE: Cearé, PB: Paraiba, PE: Pernambuco, PI: Piaui, RN: Rio
Grande do Norte, MA: Maranh&o, SE: Sergipe, DF: Distrito Federal, GO: Gois, MS: Mato Grosso do Sul, ES: Espirito Santo, RJ: Rio de Janeiro, MG: Minas Gerais, SP: Sio
Paulo, PR: Parané, RS: Rio Grande do Sul, SC: Santa Catarina.
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5.1.3. Suscetibilidade de populagdes de campo de Ae. aegypti ao
piriproxifeno em 2017-2018

A Tabela 4 apresenta os resultados do bioensaio do tipo dose resposta
para determinar a dose diagnostica de piriproxifeno para Ae. aegypti, realizado
com a cepa Rockefeller. A dose diagndéstica (DD) obtida para o PPF foi de 0,3
ug/L (Tabela 4).

Tabela 4. Bioensaio tipo dose-resposta para determinar a dose

diagndstica de piriproxifeno para Aedes aegypti, cepa Rockefeller, 2017

IEso (Mg/L)? ICso (ug/L)® IEgg (ug/L)? ICoo (ug/L)P Slope

0.06205 0,06012 - 0,06394 0.15589 0,14655 - 0,16733  5,8164

Notas: 2Elso € Elge: concentracfes de piriproxifeno necessarias para a inibicdo de
50% e de 99% dos adultos, respectivamente. °Cl: intervalo de confianca.

Em relagdo a suscetibilidade ao PPF nota-se que dentre as 132
populacdes, seis (4,5%) apresentaram |E <98%, indicando resisténcia sugerida
ao larvicida. Essas seis populacbes eram todas provenientes de cidades
nordestinas brasileiras: Itabuna, Brumado e Serrinha (BA), Quixada, Ic6 e
Juazeiro do Norte (Ceard) (Tabela 5, Fig. 15).
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Tabela 5. Distribuicdo dos percentuais de inibicdo da emergéncia de adultos (IE)

de larvas de Aedes aegypti expostas ao larvicida PPF.

N° Regido Estado Cidade colrl;:t(;/gle |E0/;JJ£(J|;)LE))aO,3 corlrlizs/iodob
1 N AC Cruzeiro do Sul 0,94 100,00 NN
2 N AC Rio Branco 1,61 100,00 NN
3 N AC Brasiléia 0,31 99,50 NN
4 N AM Parintins 0,94 100,00 NN
g N AM ig‘gh%‘zﬁge' da 3,25 100,00 NN
6 N AM Humaita 1,88 100,00 NN
7 N AM Tabatinga 0,00 100,00 NN
g8 N AM Coari 0,63 100,00 NN
9 N AM Manaus 1,50 100,00 NN
10 N AP Macapa 0,31 100,00 NN
11 N AP Oiapoque 2,81 100,00 NN
12 N AP Calcoene 1,56 100,00 NN
13 N PA Santarém 5,00 100,00 NN
14 N PA Xinguara 0,94 99,50 NN
15 N PA Belém 1,33 99,50 NN
16 N PA Breves 1,87 99,50 NN
17 N PA Maraba 2,75 99,40 NN
18 N PA Altamira 3,44 99,10 NN
19 N PA Itaituba 2,19 98,90 NN
20 N PA Tucurui 3,43 98,90 NN
21 N PA Redencéo 0,63 98,30 NN
22 N RO Cacoal 0,00 100,00 NN
23 N RO Jaru 0,50 100,00 NN
24 N RO Porto Velho 0,75 99,90 NN
25 N RO Guajara-Mirim 0,31 99,80 NN
26 N RO Vilhena 0,00 99,20 NN
27 N RR Rorainépolis 0,62 100,00 NN
28 N RR Boa Vista 0,25 98,80 NN
29 N TO Dian6polis 0,00 100,00 NN
30 N TO Palmas 2,25 100,00 NN
31 N TO Gurupi 0,63 99,90 NN
32 N TO Araguaina 2,49 98,40 NN



IE%

IE% (DD 0,3

IE%

N° Regido Estado Cidade controle ug/L)? corrigido®
33 NE AL Maceié 1,56 100,00 NN
34 NE AL Arapiraca 0,31 99,10 NN
35 NE AL Delmiro Gouveia 5,00 98,60 NN
36 NE BA Irecé 0,63 100,00 NN
37 NE BA Salvador 0,31 100,00 NN
38 NE BA Teixeira de Freitas 3,44 98,80 NN
39 NE BA Itabuna 0,94 96,50 NN
40 NE BA Brumado 1,56 91,60 NN
41 NE BA Serrinha 0,63 85,80 NN
42 NE CE Fortaleza 1,94 100,00 NN
43 NE CE Sobral 1,88 99,80 NN
44 NE CE Crateus 2,25 99,30 NN
45 NE CE Quixada 3,75 97,70 NN
46 NE CE Ico 3,43 96,10 NN
47 NE CE Juazeiro do Norte 1,56 95,30 NN
48 NE PB Sousa 3,44 100,00 NN
49 NE PB Jodo Pessoa 0,63 100,00 NN
50 NE PB Campina Grande 1,25 98,60 NN
51 NE PB Alagoa Grande 0,63 98,10 NN
52 NE PE Recife 0,00 100,00 NN
53 NE PE Salgueiro 0,31 100,00 NN
54 NE PE Garanhuns 0,94 100,00 NN
55 NE PE Petrolina 0,62 100,00 Al
56 NE PE Palmares 0,31 99,80 NN
57 NE PE Araripina 1,88 99,80 NN
N PE gzgtisa?igg do 2,19 98,90 NN
50 NE PI Floriano 2,75 100,00 NN
60 NE Pl Teresina 2,00 99,80 NN
61 NE PI Parnaiba 0,25 99,60 NN
62 NE PI Picos 6,87 98,40 98,30
o3 NE P >ao Raimundo 2,58 98,30 NN
64 NE RN Natal 0,00 100,00 NN
65 NE RN Pau dos Ferros 0,83 100,00 NN
66 NE RN Jardim do Serid6 3,44 100,00 NN
67 NE RN Mossoro 1,00 99,90 NN
68 NE MA Sao Luis 1,56 100,00 NN



. . 9 0 IE%
N° Regido Estado Cidade IE% IE% (DD 0,3 0

controle ug/L)2 corrigido®
69 NE SE Aracaju 0,31 100,00 NN
o NE SE g?os”saa Senhora da 3,75 99,70 NN
71 NE SE Itabaiana 1,25 98,40 NN
72 NE SE Lagarto 4,00 98,20 NN
73 CO DF Brasilia 1,25 100,00 NN
74 CO GO Minacu 2,19 100,00 NN
75 CO GO Posse 1,25 100,00 NN
76 CO GO Cristalina 0,31 99,80 NN
77 CO GO Goiania 3,44 99,40 NN
78 CO GO Ipora 0,50 99,10 NN
79 CO GO Jatai 0,75 98,30 NN
go CO GO Morrinhos 0,94 98,10 NN
g1 CO MS Corumba 0,00 100,00 NN
g2 CO MS Dourados 0,00 100,00 NN
83 (6{0) MS Trés Lagoas 0,63 100,00 NN
g4 CO MS Coxim 3,13 100,00 NN
g5 CO MS Ponta Pora 4,69 100,00 NN
gs CO MS Campo Grande 0,31 99,10 NN
g7 CO MT Cuiaba 0,31 100,00 NN
gg CO MT Rondonopolis 0,63 100,00 NN
gg CO MT Confresa 2,19 100,00 NN
g0 CO MT Alta Floresta 2,18 100,00 NN
91 CO MT Agua Boa 1,25 99,80 NN
92 (6{0) MT Pontes e Lacerda 1,88 99,80 NN
93 CO MT Juina 1,25 99,10 NN
94 CO MT Barra do Gargas 1,88 98,70 NN
g5 CO MT Sinop 0,94 98,70 NN
o SE ES I‘f:sgr?ﬁr'f; do 1,88 100,00 NN
97 SE ES Vitéria 3,00 99,50 NN
98 SE ES Nova Venécia 3,44 99,40 NN
99 SE ES Aracruz 1,24 98,10 NN
100 SE RJ Angra dos Reis 1,25 100,00 NN
o1 SE RJ gi;gg;z‘lf 0,00 100,00 NN
102 SE RJ Volta Redonda 4,38 100,00 NN
103 SE RJ Rio de Janeiro 1,75 100,00 NN

104 SE MG Belo Horizonte 1,25 100,00 NN



N° Regido Estado Cidade colrlftor/ryle (;E:;/&élﬁ_[))a corIrIiE;/iO dob
105 SE MG S;’l‘; %r;‘rae‘ior 2,50 100,00 NN
106 SE MG Juiz de Fora 0,00 100,00 NN
107 SE MG Montes Claros 0,94 100,00 NN
108 SE MG Uberaba 0,31 100,00 NN
109 SE MG Tedfilo Otoni 4,38 100,00 NN
110 SE MG Coronel Fabriciano 1,25 99,20 NN
111 SE MG Varginha 4,38 98,40 NN
112 SE MG Patos de Minas 0,94 98,10 NN
113 SE SP Ribeirdo Preto 3,13 100,00 NN
114 SE SP Presidente 3,13 100,00 NN
115 SE SP Sorocaba 1,88 100,00 NN
116 SE SP Sdo Jose do Rio 0,63 99,80 NN
Preto
117 SE SP S&o Sebastido 2,81 99,80 NN
118 SE SP Séo Paulo 0,63 99,50 NN
119 S PR Foz do Iguacu 0,00 100,00 NN
120 S PR Londrina 1,25 100,00 NN
121 S PR Paranavai 2,25 100,00 NN
122 S PR Maringa 2,50 100,00 NN
123 S PR Francisco Beltrdo 0,00 99,10 NN
124 S RS Santa Rosa 3,85 100,00 NN
125 S RS Gravatai 3,13 99,70 NN
126 S RS Passo Fundo 1,25 99,70 NN
127 S RS Santa Maria 3,08 98,80 NN
128 S RS Quarai 4,36 98,50 NN
129 s sc Sa0 Miguel do 0,31 99,80 NN
130 S SC Xanxeré 0,00 99,60 NN
131 S SC Itajai 1,56 99,50 NN
132 S SC Chapeco 2,50 98,40 NN
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Notas: Resultados apresentados em percentual de inibicdo de emergéncia de adultos (IE) a dose
diagndstica do inseticida. °IE%: Percentual de inibicdo de emergéncia de adultos, Dose
Diagndstica (DD) 0,3 pg/L. "IE% corrigida: IE corrigida pela formula de Abbott quando necessario
(quando esteve entre 5% e 10%). Sublinhado: capital de estado. Negrito: populagdo ndo
suscetivel (IE ou mortalidade abaixo de 98%) (WHO, 2016a). Al: amostra insuficiente para
realizar o ensaio. NN: corre¢dao ndo necessdria. Siglas de regides: N: Norte, NE: Nordeste, CO:
Centro oeste, SE: Sudeste, S: Sul. Siglas de estados: AC: Acre, AM: Amazonas, AP: Amapa, PA:
Para, RO: Ronddnia, RR: Roraima, TO: Tocantins, AL: Alagoas, BA: Bahia; CE: Ceard, PB: Paraiba,
PE: Pernambuco, PI: Piaui, RN: Rio Grande do Norte, MA: Maranhdo, SE: Sergipe, DF: Distrito
Federal, GO: Goias, MS: Mato Grosso do Sul, ES: Espirito Santo, RJ: Rio de Janeiro, MG: Minas

Gerais, SP: S3o Paulo, PR: Parang, RS: Rio Grande do Sul, SC: Santa Catarina.
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» Resisténcia sugerida
» Suscetivel

Figura 15. Mapa brasileiro exibindo os resultados da avaliacdo de resisténcia ao
IGR piriproxifeno nas populacfes de Aedes aegypti, 2017-2018. Circulos verdes
ou diamantes laranja representam localidades das quais as popula¢des foram
suscetiveis ou com resisténcia sugerida (IE <98%), respectivamente. Os estados
da Bahia (BA) e Ceara (CE) e seus municipios com populacdes avaliadas foram
destacados.

As razdes de resisténcia (RRso e RRgs) foram pequenas nessas
populacées, variando de 1,07 a 1,97 (RRso0) ou 1,51 a 3,58 (RRgs) (Tabela 6),

portanto classificadas como de baixa resisténcia.
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Tabela 6. Ensaio tipo dose-resposta com populacdes de Aedes aegypti resistentes ao PPF entre 2017 e 2018.

|Eso (Mg/L)?

|Eos (Mg/L)?

Nivel de

. ~ . b b
Regido Estado Populacdo/Cidade (I0) (Cl) RRso” RRes”  Slope resistanciac
Rockefeller 0,0621 (0,0620-0,0639)  0,1190 (0,1137-0,1253) 1,00 1,00 5.81 -

Serrinha 0,1207 (0,0312-0,4665)  0,4257 (0,1711-1,0595) 1.95 3.58 3.00 Baixo

Bahia Itabuna 0,1223 (0,0942-0,1588)  0,4056 (0,2776-0,5927)  1.97 3.41 3.16 Baixo

NE Brumado 0,0666 (0,0510-0,0871)  0,3160 (0,2699-0,3699)  1.07 2.66 2.43 Baixo

Juazeiro do Norte  0,0835 (0,0498-0,1399)  0,2495 (0,1884-0,3304) 1.35 2.10 3.46 Baixo

Ceara Quixada 0,0900 (0,0800-0,0900)  0,2200 (0,2000-0,2400) 1.45 1.85 4.31 Baixo

Icé 0,0700 (0,0600-0,0800)  0,1800 (0,1500-0,2200)  1.13 1.51 4.25 Baixo

Notas: 2lEsp e IEgs: concentracdes de piriproxifeno necessarias para a inibicdo de emergéncia de 50% e 95% de adultos,
respectivamente. IC: intervalo de confianca. PRRso € RRgs: razées de resisténcia. °Nivel de resisténcia: RRes<5,0: baixo; RRes entre
5.0 e 10.0: moderado; RRg5>10.0: alto (Mazzari & Georghiou 1995).
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5.1.4. Suscetibilidade de populacdes de campo de Ae. aegypti ao

malathion em 2017-2018

A DD obtida para o malathion em nossas condi¢6es de laboratorio foi de

20 pg/garrafa (Fig. 16), 2,5x menor que a indicada pela OMS (DD 50 ug/garrafa).

Malathion garrafa
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100+ 1001
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E —— 20 pg/mL i Bad -~ Controle
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Figura 16. Determinacdo da dose diagndstica (DD) de malathion em Aedes
aegypti, cepa Rockefeller. (A) Mortalidade ao longo do tempo de exposicao a
garrafas impregnadas com diferentes doses. (B) Trés ensaios independentes
adicionais, apenas com DD ajustada para 20 pg/ml, mostrando 100% de
mortalidade em 30 minutos. A seta vermelha destaca o tempo de 30 minutos.

O percentual de mortalidade ao adulticida organofosforado malathion nas

doses de 20 ug/garrafa e 50 pg/garrafa podem ser observadas na Tabela 7.

Quando expostas a DD local (20ug/garrafa), 28 populacbes (21,4%)
apresentaram mortalidade acima de 98% (suscetivel), 30 (22,9%) apresentaram
mortalidade entre 90 e 98% (resisténcia sugerida) e 73 (55,7%) mortalidade
abaixo 90% (resisténcia confirmada). Apenas nos estados Maranhdo, onde
apenas uma populacéo foi avaliada, Mato Grosso do Sul e Ronddnia ndo foram
encontradas populagées com resisténcia sugerida ou confirmada ao malathion
utilizando-se esta DD, conforme mostram a Tabela 7 e a Fig. 17. Embora as
localidades com populacdes com resisténcia sugerida ao malathion com a DD

20 pg/garrafa estejam espalhadas por todo o pais, a regido norte apresenta a



72

maior concentracdo daquelas com resisténcia confirmada, entre as avaliadas

(71,9% das populacdes provenientes da regiao norte) (Fig. 17).

Por outro lado, quando expostas a 50 pg/garrafa, a maioria das
populacdes (121 ou 92,4%) foi considerada suscetivel e as demais (10 ou 7,6%),
com “resisténcia sugerida”, com mortalidade entre 90 e 98%. Esses municipios
com populacdes que apresentaram resisténcia sugerida foram: Breves e Tucurui
no Para, Cratels no Ceara, Jodo Pessoa na Paraiba, Picos e Sdo Raimundo
Nonato no Piaui, Cristalina em Goias, Alta Floresta no Mato Grosso, Cachoeiro
do Itapemirim no Espirito Santo e Maringa no Parana, de acordo com a Tabela

7 e com a Fig. 18.
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Tabela 7. Mortalidade de populacdes de Aedes aegypti ao malathion, entre 2017

e 2018.

Malathion (Ae. aegypti adultos)

0, 0,
N° Regido Estado Cidade Morto% Mort%6 (DE Mort%6 (DE

controle 20 pg/L) 50 pg/L)
1 N AC Cruzeiro do Sul 0,00 58,20 99,30
2 N AC Rio Branco 0,00 75,30 99,00
3 N AC Brasiléia 0,00 71,40 99,40
4 N AM Parintins 0,00 75,30 100,00
5 N AM S&o Gabriel da Cachoeira 0,00 100,00 100,00
6 N AM Humaita 0,00 57,00 99,70
7 N AM Tabatinga 0,00 68,70 98,70
8 N AM Coari 0,00 63,30 98,30
9 N AM Manaus 0,00 41,00 98,00
10 N AP Macapa 0,00 80,60 100,00
11 N AP Oiapoque 0,00 93,30 100,00
12 N AP Calcoene 0,00 76,40 98,80
13 N PA Santarém 0,00 85,30 98,80
14 N PA Xinguara 0,00 75,50 99,10
15 N PA Belém 0,00 75,00 98,60
16 N PA Breves 0,00 83,20 97,20
17 N PA Maraba 0,00 79,50 100,00
18 N PA Altamira 0,00 88,10 99,40
19 N PA Itaituba 0,00 35,50 99,40
20 N PA Tucurui 0,00 80,10 96,60
21 N PA Redencéo 0,00 65,80 98,50
22 N RO Cacoal 0,00 100,00 100,00
23 N RO Jaru 0,00 99,00 100,00
24 N RO Porto Velho 0,00 100,00 100,00
25 N RO Guajara-Mirim 0,00 99,30 100,00
26 N RO Vilhena 0,00 100,00 100,00
27 N RR Rorainépolis 0,00 87,40 100,00
28 N RR Boa Vista 0,00 83,00 100,00
29 N TO Dianépolis 0,00 99,30 100,00
30 N TO Palmas 0,00 61,70 99,70
31 N TO Gurupi 0,00 99,30 100,00
32 N TO Araguaina 0,00 63,00 99,10
33 NE AL Maceié 0,00 92,30 99,70
34 NE AL Arapiraca 0,00 94,10 99,40
35 NE AL Delmiro Gouveia 0,00 56,90 99,10
36 NE BA Irecé 0,00 99,30 100,00
37 NE BA Salvador 0,00 100,00 100,00
38 NE BA Teixeira de Freitas 0,00 86,00 99,10
39 NE BA Itabuna 0,00 89,10 98,10
40 NE BA Brumado 0,00 86,80 99,10
41 NE BA Serrinha 0,00 83,10 98,10
42 NE CE Fortaleza 0,00 70,60 98,30
43 NE CE Sobral 0,00 44,20 98,50
44 NE CE Cratels 0,00 31,30 97,30
45 NE CE Quixada 0,00 81,00 100,00
46 NE CE Ico 0,00 87,30 100,00
47 NE CE Juazeiro do Norte 0,00 58,80 99,10
48 NE PB Sousa 0,00 75,00 99,30
49 NE PB Jodo Pessoa 0,00 64,30 91,30
50 NE PB Campina Grande 0,00 87,20 99,70
51 NE PB Alagoa Grande 0,00 88,90 99,40
52 NE PE Recife 0,00 97,30 100,00
53 NE PE Salgueiro 0,00 100,00 100,00
54 NE PE Garanhuns 0,00 94,50 99,10
55 NE PE Petrolina Al Al Al
56 NE PE Palmares 0,00 96,00 100,00
57 NE PE Araripina 0,00 37,60 98,80
58 NE PE Santa Cruz do 0,00 93,90 99,10
59 NE PI Floriano 0,00 100,00 100,00
60 NE Pl Teresina 0,00 99,70 100,00
61 NE PI Parnaiba 0,00 98,30 100,00
62 NE PI Picos 0,00 77,00 91,20
63 NE Pl Sao Raimundo Nonato 0,00 81,10 92,90
64 NE RN Natal 0,00 100,00 100,00
65 NE RN Pau dos Ferros 0,00 99,00 100,00
66 NE RN Jardim do Serid6 0,00 87,20 99,40
67 NE RN Mossord 0,00 99,30 100,00
68 NE MA Séo Luis 0,00 99,60 100,00
69 NE SE Aracaju 0,00 99,30 100,00
70 NE SE Nossa Senhora da 0,00 85,50 98,40
71 NE SE Itabaiana 0,00 95,00 99,70
72 NE SE Lagarto 0,00 89,00 98,20
73 CO DF Brasilia 0,00 95,60 100,00
74 CO GO Minagu 0,00 71,60 100,00
75 CO GO Posse 0,00 90,10 98,20
76 CO GO Cristalina 0,00 82,70 93,40



Malathion (Ae. aegypti adultos)

N° Regido Estado Cidade Mort% Mort% (DD Mort%% (DE
controle 20 pg/L)* 50 ug/L)
77 CO GO Goiania 0,00 69,70 98,60
78 CO GO Ipora 0,00 98,40 100,00
79 CO GO Jatai 0,00 91,30 100,00
80 CO GO Morrinhos 0,00 68,90 99,40
81 CO MS Corumba 0,00 98,30 100,00
82 CO MS Dourados 0,00 99,30 100,00
83 CO MS Trés Lagoas 0,00 97,60 100,00
84 CO MS Coxim 0,00 98,50 99,70
85 CO MS Ponta Pora 0,00 90,70 99,10
86 CO MS Campo Grande 0,00 99,00 100,00
87 CO MT Cuiaba 0,00 82,00 100,00
88 CO MT Rondonépolis 0,00 82,50 100,00
89 CO MT Confresa 0,00 62,10 99,70
90 CO MT Alta Floresta 0,00 80,10 91,60
91 CO MT Agua Boa 0,00 92,60 100,00
92 CO MT Pontes e Lacerda 0,00 84,20 99,10
93 CO MT Juina 0,00 94,10 99,40
94 CO MT Barra do Gargas 0,00 88,60 100,00
95 CO MT Sinop 0,00 88,60 100,00
96 SE ES Cachoeiro do 0,00 46,80 94,30
97 SE ES Vitéria 0,00 84,80 99,70
98 SE ES Nova Venécia 0,00 88,20 99,10
99 SE ES Aracruz 0,00 93,80 98,50
100 SE RJ Angra dos Reis 0,00 72,00 100,00
101 SE RJ Campos dos Goytacazes 0,00 99,30 100,00
102 SE RJ Volta Redonda 0,00 76,20 100,00
103 SE RJ Rio de Janeiro 0,00 83,00 99,00
104 SE MG Belo Horizonte 0,00 79,30 100,00
105 SE MG Governador Valadares 0,00 93,30 100,00
106 SE MG Juiz de Fora 0,00 99,00 100,00
107 SE MG Montes Claros 0,00 100,00 100,00
108 SE MG Uberaba 0,00 98,30 100,00
109 SE MG Teofilo Otoni 0,00 82,30 99,40
110 SE MG Coronel Fabriciano 0,00 63,50 99,40
111 SE MG Varginha 0,00 94,70 99,70
112 SE MG Patos de Minas 0,00 90,20 99,70
113 SE SP Ribeirdo Preto 0,00 97,50 100,00
114 SE SP Presidente Prudente 0,00 97,80 98,70
115 SE SP Sorocaba 0,00 97,90 98,50
116 SE SP Sao José do Rio Preto 0,00 95,10 99,10
117 SE SP Sao Sebastido 0,00 87,90 99,10
118 SE SP Séo Paulo 0,00 86,10 99,50
119 S PR Foz do Iguagu 0,00 86,70 100,00
120 S PR Londrina 0,00 78,00 100,00
121 S PR Paranavai 0,00 91,10 98,80
122 S PR Maringa 0,00 78,40 96,50
123 S PR Francisco Beltrao 0,00 93,70 99,70
124 S RS Santa Rosa 0,00 90,60 100,00
125 S RS Gravatai 0,00 94,50 98,80
126 S RS Passo Fundo 0,00 97,30 98,50
127 S RS Santa Maria 0,00 57,80 98,80
128 S RS Quarai 0,00 94,00 100,00
129 S SC Sao Miguel do Oeste 0,00 78,70 100,00
130 S SC Xanxeré 0,00 73,30 99,10
131 S SC Itajai 0,00 87,70 100,00
132 S SC Chapeco 0,00 98,10 100,00
Notas: Resultados apresentados em mortalidade a dose diagnéstica do inseticida.

#Mort%: Percentual de mortalidade, DD 20 pg/L. DD 50 ug/L (WHO, 2016). Sublinhado:
capital de estado. Negrito: populagdo ndo suscetivel (mortalidade abaixo de 98%) (WHO,
2016). SI: Sem informagdo. Al: amostra insuficiente para realizar o ensaio. NN: corregdo
ndo necessaria. Siglas de regides: N: Norte, NE: Nordeste, CO: Centro oeste, SE:
Sudeste, S: Sul. Siglas de estados: AC: Acre, AM: Amazonas, AP: Amap4, PA: Para, RO:
Rondonia, RR: Roraima, TO: Tocantins, AL: Alagoas, BA: Bahia; CE: Ceard, PB: Paraiba,
PE: Pernambuco, PI: Piaui, RN: Rio Grande do Norte, MA: Maranh&o, SE: Sergipe, DF:
Distrito Federal, GO: Goias, MS: Mato Grosso do Sul, ES: Espirito Santo, RJ: Rio de

Janeiro, MG: Minas Gerais, SP: Sdo Paulo, PR: Parana, RS: Rio Grande do Sul, SC:

Santa Catarina.
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Figura 17. Mapa brasileiro exibindo os resultados da avaliagéo de resisténcia ao
organofosforado malathion em populagcbes de Aedes aegypti, 2017-2018,
empregando a dose diagnoéstica de 20 pg/garrafa. Circulos verdes, diamantes
laranja ou triangulos vermelhos representam localidades das quais as
populacbes foram consideradas suscetiveis, com resisténcia sugerida ou com
resisténcia confirmada, respectivamente.
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Figura 18. Mapa brasileiro exibindo os resultados da avaliacédo de resisténcia ao
organofosforado malathion em populacbes de Aedes aegypti, 2017-2018,
empregando a dose diagnostica de 50 pg/garrafa. Circulos verdes ou diamantes
laranja representam localidades das quais as populagdes foram consideradas
suscetiveis ou com resisténcia sugerida, respectivamente.

5.2. Resultados dos ensaios de resisténcia (2020)

O numero de armadilhas e paletas instaladas, paletas positivas, e 0s ovos
obtidos para cada populacdo de campo sao resumidos na Tabela 8.

Um total de 440 larvas foram avaliadas em cada teste de DR, incluindo
suas reéplicas, requerendo 1.760 larvas de cada populacdo para as quatro
réplicas experimentais. O percentual de inibicdo de emergéncia de adultos da
cepa suscetivel (Rockefeller) sob nossas condi¢des laboratoriais foi estimado em
|Eso = 0,0042 (IC 95% 0,0035 — 0,0048) e 1Ego = 0,0086 (IC 95% 0,0074 — 0,0110)
(Tabela 9).
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Tabela 8. Amostragem das populagdes de campo do Aedes aegypti no Brasil,

2020.
Populacao/ Paletas Ovos
Estado Municipio Armadilhas Total Positivas Total Media a
ovos/pp
ltabuna 150 300 162 11.444 70,60
Bahia Brumado 100 220 154 24.327 158,00
Serrinha 100 183 91 3.350 36,80
Quixada 100 210 73 3.520 48,20
Ceara J“f’l‘\lzc‘fr'trg do 150 300 210  16.694 79,50
Ico 100 200 155 10.508 67,80

Nota: 2Média de ovos por paleta positiva.



Tabela 9. Bioensaios dose-resposta em Aedes aegypti resistentes ao PPF no Brasil, 2020.

2020 2017/2018"
Populacéao/

Estado Municipio Nivel Nivel
P IEso (ug/L) (IC) IEgs (ug/L) (IC) RRso RRgs Slope - RRso -

resis resis

Rockefeller  0.0042 (0.0035-0.0048) o.oog%ﬁbo)om- 1.00 1.00 4.09 - 1.00 -
ltabuna  0.0331 (0.0313-0.0349) 0'063%%5)646' 788 809 397 Moderado | 1.97  Baixo
Bahia  Brumado  0.0203 (0.0117-0.0285) 0'053615(;%389' 483 658 287 Baxo | 1.07  Baixo
Serrinha  0.0190 (0.0087-0.0363) 0'16357((3(;50)762' 452 1924 1.36 Baixo | 1.95  Baixo
Quixadd  0.0462 (0.0298-0.0646) 0'135%%30)945' 11.00 1597 2.71 Alto 145  Baixo

. Juazeiro do 0.0570 (0.0527- .
Ceara  JUAZENC 0.0245 (0.0230-0.0261) 5.0620) 583 6.63 350 Moderado | 1.35  Baixo
Ic6 0.0098 (0.0046-0.0197) 0'103%2'8454' 233 1209 1.25 Baixo | 113  Baixo

Notas: 2Nivel de resisténcia: RRso < 5,0: baixo; RRs0 5.0-10.0: moderado; RRso > 10.0: alto (Mazzarri & Georghiou, 1995).
bCampos et al 2020.
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Bioensaios dose-resposta indicaram que Ae. aegypti das cidades do
Nordeste brasileiro Itabuna, Brumado e Serrinha (Bahia); Quixada, Juazeiro do
Norte e Ico (Ceard) apresentaram razdes de resisténcia (RRso) variando de 2,33
a 11,00; e RRoo variando das 6,58 as 19,24 (Tabela 9). Considerando os valores
de RRso, as populagbes dos municipios de Brumado, Serrinha e Ico tiveram
baixas razbes de resisténcia, indicando baixa resisténcia/alta suscetibilidade
ao PPF. Em contraste, as populacdes de mosquitos de Itabuna (Bahia) e Juazeiro
do Norte (Ceard) apresentaram resisténcia moderada, e a populacdo de Quixada
(Ceara) apresentou alta resisténcia a PPF (Figura 19).
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Figura 19. Inibicdo da emergéncia de adultos induzida por piriproxifeno para
Aedes aegypti apos a exposi¢cdo a uma gama de doses. Doses sado representados
como transformacao de logio em pg/L. As linhas representam o melhor ajuste para
os dados. Os pontos representam uma inibicio média de emergéncia de adultos
de quatro réplicas biolégicas. As barras de erro denotam o erro padréo.
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5.3. Resultados de suscetibilidade de populacbes de Ae. aegypti
resistentes ao PPF a infec¢céo e transmissao do virus Zika

O titulo viral das refeicbes de sangue infecciosas oferecidas as 150
fémeas de cada populacdo foi mensurado em 6,35 logio PFUe/mL, valor
aproximado aos titulos virémicos de Zika observados em humanos (Lanteri et
al.,, 2016). Das 900 fémeas provenientes de populacdes resistentes e da
populacdo Rockefeller alimentadas, 276 sobreviveram ao periodo de incubacao
de 14 dias e foram testadas para a presenca de ZIKV por meio do RT-PCR em
seus corpos apos a extracdo do RNA viral. A presenca do ZIKV foi detectada em
208 desses corpos, sendo a taxa de infeccdo 84,80 + 21,06 e o titulo viral nestes
corpos 3,50 = 2,51 logio PFUe/mL (média + DP), para a totalidade das
populacdes. O virus foi ainda detectado nas pernas de 142 fémeas, com taxa de
disseminacgédo 56,74 + 15,15 e o titulo viral nas pernas 3,63 + 1,90 logio PFUe/mL
(média + DP); e ainda na saliva de 31 delas, com taxa de transmissdo 10,90 +
6,13 e titulo viral na saliva 1,51 + 0,51 logio PFUe/mL (média £ DP). As taxas de
infeccdo, disseminacdo e transmisséo da linhagem asiatica de ZIKV em cada
populacdo de Ae. aegypti, e seus niveis de resisténcia ao piriproxifeno foram
apresentadas na fig. 20. Titulos virais aproximados de ZIKV em populacdes de
Ae. aegypti infectadas em laboratorio foram relatados por Parker-Crockett e
colaboradores (2021).
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Figura 20. Taxas de infeccéo, disseminacéo e transmisséo da linhagem asiatica
de ZIKV de cinco populacbes brasileiras de Aedes aegypti, e seus niveis de
resisténcia ao piriproxifeno.

A analise de regressao logistica mostrou um efeito altamente significativo
da resisténcia ao PPF na suscetibilidade do mosquito a infeccdo pelo ZIKV
(x2 =41,50, df =5, p <0,0001). A suscetibilidade a infec¢ao variou entre as cinco
populacdes de mosquitos, onde as populacdes de baixa resisténcia exibiram

taxas de infeccdo mais altas do que as populacbes de moderada ou alta
resisténcia (Tabela 10).
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Tabela 10. Regressao logistica de populacdes de Aedes aegypti resistentes

guanto a suscetibilidade a infec¢éo (corpo).

Populacao (Nivel de Média Erro padréo Média Média
resisténcia) (N° de amostras) da média inferior superior
Rockefellert 0,8491 (51) a 0,04917 0,7262 0,9227
Serrinha (Baixo) 0,9512 (39) a 0,03364 0,8248 0,9878
Brumado (Baixo) 0,8600 (48) a 0,04907 0,7343 0,9318
Juazeiro do Norte (Moderado) 0,8200 (48) a 0,05433 0,6889 0,9036
Itabuna (Moderado) 0,4694 (47) b 0,07129 0,3354 0,6079
Quixada (Alto) 0,5111 (43) b 0,07452 0,3682 0,6523

Notas: Os resultados mostram as médias (escala de probabilidade), erros padréo e intervalos
de confianca de 95% (médias inferior e superior) para suscetibilidade a infeccdo por Zika.
Médias seguidas de letras diferentes denotam diferenc¢as significativas. *Rockefeller: populagéo
suscetivel de referéncia.

Nao foram observados efeitos significativos da resisténcia ao PPF na
infeccdo disseminada de ZIKV no tecido da perna (x2 = 3,37, df = 5, p = 0,64),
ou transmissao por saliva infectada (x2 = 8,25, df =5, p = 0,14, Tabelas 11 e 12).

Tabela 11. Regressao logistica de populacbes de Aedes aegypti resistentes

quanto a suscetibilidade a infeccao disseminada (pernas).

Populacéo (Nivel de Média Erro padrédo Média Média
resisténcia) (N°de amostras) damédia inferior superior
Rockefellert 0,5869 (44) 0,07260 0,4414 0,7187
Serrinha (Baixo) 0,6750 (38) 0,07406 0,5173 0,8010
Brumado (Baixo) 0,7273 (42) 0,06714 0,5787 0,8381
Juazeiro do Norte (Moderado) 0,7561 (40) 0,06707 0,6031 0,8634
Itabuna (Moderado) 0,6667 (22) 0,09623 0,4612 0,8237
Quixada (Alto) 0,6667 (22) 0,09623 0,4612 0,8237

Notas: Os resultados mostram as médias (escala de probabilidade), erros padrdo e intervalos
de confianca de 95% (médias inferior e superior) para infeccdo disseminada por Zika. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre as médias das popula¢des. ‘Rockefeller:
populacao suscetivel de referéncia.
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Tabela 12. Regresséo logistica de populacdes de Aedes aegypti resistentes

guanto a suscetibilidade a transmisséo (saliva).

Populacao (Nivel Média Erro padréo Média Média

de resisténcia) (N° de amostras) da média inferior superior
Rockefellert 0,4286 (26) 0,09352 0,26190 0,6132
Serrinha (Baixo) 0,2143 (26) 0,07754 0,09957 0,4021
Brumado (Baixo) 0,1212 (31) 0,05682 0,04625 0,2818
Juazeiro do Norte (Moderado) 0,2188 (31) 0,07308 0,10800 0,3930
Itabuna (Moderado) 0,1765 (15) 0,09246 0,05801 0,4271
Quixada (Alto) 0,2941 (15) 0,11050 0,12800 0,5419

Notas: Os resultados mostram as médias (escala de probabilidade), erros padréo e intervalos de
confianca de 95% (médias inferior e superior) para infeccdo salivar por Zika. N&o foram
encontradas diferencgas significativas entre as médias das populacdes. tRockefeller: populacdo
suscetivel de referéncia.

A analise de variancia mostrou que a resisténcia ao PPF teve um efeito
significativo nos titulos de ZIKV nos corpos (F = 2,33, df = 5, p = 0,04) e saliva
(F = 2,74, df = 5, p = 0,04), mas nao nas pernas (F = 1,31, df =5, p = 0,26).
Embora a prevaléncia da infeccao pelo ZIKV tenha sido altamente variavel entre
as populacdes, diferenca no titulo viral foi observada apenas entre as populacdes
de baixa resisténcia (Brumado) e moderada resisténcia (Juazeiro do Norte) (Fig.
21 a).

Médias semelhantes de titulos de ZIKV foram detectadas em pernas de
mosquitos de diferentes populacdes (Fig. 21 b). No entanto, a populacdo de
baixa resisténcia (Serrinha) apresentou titulos virais mais elevados em

comparacao com a cepa suscetivel ao inseticida (Rockefeller) (Fig. 21 c).
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Figura 21. Titulos de ZIKV em corpos (a), pernas (b) e saliva (c) em 14 dpi para
individuos derivados de cinco populacdes brasileiras de Aedes aegypti com
diferentes niveis de resisténcia a PPF e uma cepa de Aedes aegypti (Rockefeller)
suscetivel a inseticidas. As barras representam médias+ erro padrao das
médias. Circulos pretos e coloridos em (a) representam titulos virais para
mosquitos com infec¢des ndo disseminadas (ou seja, infec¢ao por ZIKV limitada
ao intestino médio) e infec¢des disseminadas (infeccdo por ZIKV disseminada
para a hemocele), respectivamente. Os simbolos de asterisco acima dos graficos
denotam diferencas significativas apds comparagcdes de titulos virais entre
grupos infectados.
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6. DISCUSSAO

6.1. Discusséao dos resultados da avaliagéo de resisténcia aos inseticidas
realizada em 2017 - 2018

Aqui se demonstrou, em 2017 e 2018, a possibilidade de avaliacdo do
perfil de resisténcia de grande niumero de populacdes de campo de Ae. aegypti
aos inseticidas utilizados para seu controle em saude publica, em escala
nacional, com protocolos de coleta e ensaios padronizados. O modelo aqui
aplicado pode servir de assisténcia na implementacdo de planos nacionais de
monitoramento em outros paises. Foram descritas as atividades de amostragem
e padronizacdo dos testes de monitoramento da resisténcia a inseticidas para
Ae. aegypti de 132 localidades brasileiras entre 2017 e 2018, o maior programa
de monitoramento ja realizado em um intervalo de menos de dois anos,
discutindo seus resultados a luz do conhecimento adquirido desde a primeira
rodada de monitoramento realizada em 1999. Para que isso fosse possivel, foi
necessaria coordenacao conjunta do Ministério da Saude e do LAFICAVE, com
participacdo das Secretarias Estaduais (SES) e Municipais de Saude (SMS),
além da realizagdo dos ensaios no LAFICAVE e no LEnA. A oferta de material
(insumaos, cartilhas e video instrucional) as SMS em apoio a coleta de ovos em

campo foi outro elemento fundamental para alcance dos resultados.

Nos ensaios da primeira rodada de monitoramento, realizados com
populacdes de Ae. aegypti coletadas em 2017 e 2018, foi obtida em laborat6rio
a dose diagnéstica (DD) 0,3 ug/L para o piriproxifeno. Das populacfes avaliadas,
99,3% foram classificadas como suscetiveis ao larvicida. As seis populacdes
resistentes sédo provenientes dos estados da Bahia (Itabuna, Brumado, Serrinha)
e Ceara (Quixada, Ico, Juazeiro do Norte), com valores de Razbes de
Resisténcia (RRso € RRos) variando de 1,07 a 1,97 (RRso) ou 1,51 a 3,58 (RRos),
sugerindo resisténcia localizada ao IGR em um processo de sele¢do inicial.
Levantou-se as hipoteses de que essa regionalizacdo esteja relacionada as
diferencas nas aplicacdes operacionais e a quantidade de inseticidas aplicados,

by

peculiaridades genéticas populacionais ou a resisténcia cruzada ao larvicida
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temefos (Marcombe et al., 2014; Hustedt et al., 2020), embora ndo haja
evidéncias que sustentem tais hipoteses. Novas investigacfes sdo necessarias

para entender melhor os mecanismos relacionados a essa tendéncia.

A exposicao de populacdes de Ae. aegypti a DD de malathion indicada
pela OMS (50 pg/garrafa) demonstrou que a maioria das populac¢des (121 ou
92,4%) foi considerada suscetivel, porém 10 populacdes (7,6%) foram
classificadas com “resisténcia sugerida”, com mortalidade entre 90 e 98%. Tais
populacdes estdo distribuidas em Ceard, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso,
Para, Paraiba, Parana e Piaui. J& a DD obtida no laboratério ou DD local
(20ug/garrafa), 2,5x menor que a indicada pela OMS, permitiu confirmar a
resisténcia de Ae. aegypti ao malathion em 73 populagbes, as quais
apresentaram mortalidade abaixo 90%. O uso da DD local, mais sensivel,
permitiu a discriminagdo precoce da alteragdo na suscetibilidade ao malathion e
0 manejo do inseticida antes que sejam atingidos altos niveis de resisténcia,
capazes de prejudicar a eficacia do controle quimico do vetor.

Diante dos resultados obtidos na primeira rodada de monitoramento,
recomendou-se a substituicdo do uso de PPF por uma classe alternativa de
larvicida nos locais onde foram detectadas alteracdes de suscetibilidade, a fim
de preservar a eficacia deste IGR. Quanto aos adulticidas, a troca do principio
ativo utilizado se mostrou necessaria em todas as regides do pais, uma vez que
foram detectadas populacdes resistentes dispersas no territério. Portanto,
demonstrou-se a necessidade de utilizacdo de uma classe alternativa de
inseticida para o controle de mosquitos adultos, considerando também o
histérico previamente observado de resisténcia a piretroides no Brasil (Brasil,
2009b; Valle et al., 2015).

A amostragem das populacdes realizada na area externa das casas em
territérios urbanos por meio de armadilhas de oviposicdo em 2017 e 2018
apresentou alta frequéncia de Ae. albopictus (presente em 59,8% dos municipios
amostrados). Tal fato evidenciou a significativa expansao da espécie no pais
desde seu primeiro registro em areas rurais, em 1986, tornando mais importante
gue outros estudos busquem a melhor compreensdo do seu papel na

transmissao de arboviroses no Brasil.
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O monitoramento da resisténcia deve ser realizado continuamente, assim
como a eficicia dos inseticidas utilizados em condi¢des de campo e a avaliagdo
de novos produtos. Além disso, evidenciou-se a importancia da implementagéo
de Estratégias de Gestao Integrada, que priorizam o controle mecanico e acoes
educativas, com o objetivo de diminuir o nimero de criadouros e a necessidade

de aplicacdo de inseticidas (Roiz et al., 2018).

6.2. Discusséao dos resultados da avaliacao de resisténcia aos inseticidas
realizada em 2020

Esse estudo demonstrou a evolugdo da resisténcia ao PPF em Ae.
aegypti em um curto periodo, destacando a importancia do monitoramento
regular e sistematico das populacdes de vetores para direcionamento das acdes
de controle a serem executadas. Aqui optamos pela comparacdo das RRso das
populag6es avaliadas com suas respectivas RRso obtidas no estudo de 2017/18,
uma vez que os valores de RRgs obtidos em 2020 foram mensurados nas
andlises Probit, e ndo valores observados no experimento.

As RRso encontradas em 2020 foram de 2,1 a 7,6 vezes superiores aos
relatados para ensaios do tipo dose-resposta (quantitativos) em 2017-2018. Os
valores mais altos observados sao consistentes com a expectativa de que uma
proporcao maior de individuos carregara polimorfismos de resisténcia ou alelos
em resposta a selecao continuada (Liu, 2015), através da aplicacdo do PPF em
uma frequéncia bimestral por dois a trés anos. Comparando as classificacfes
dos niveis de resisténcia das populacfes avaliadas aqueles mensurados nos
ensaios de 2017 - 2018 (Campos et al., 2020), onde todos apresentaram baixos
niveis de resisténcia, duas dessas populacbes apresentaram, em
2020, resisténcia moderada (Itabuna/Bahia e Juazeiro do Norte/Ceard) e uma
apresentou alta resisténcia (Quixada/Ceara).

Outros estudos ja realizados na regido Centro-Oeste do Brasil detectaram
resisténcia baixa e moderada ao PPF (RRso 1,42-2,21 e RRso 1,7-7,7) em
populacdes de Ae. aegypti (Moreira, 2018; Carvalho et al., 2020). A baixa
resisténcia de Ae. aegypti ao PPF também foi relatada na Martinica (RRso de

2,2), resisténcia moderada observada na Malasia (RRso de 6,1) e alta nos EUA
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(RRso de 38,7) (Marcombe et al.,, 2011; Lau et al., 2015; Su et al., 2019),
enguanto ndo houve resisténcia ao PPF no Paquistdo (Rahman et al., 2021).

Como ocorreu no estudo anterior, algumas populagbes apresentaram
valores RRso e RRgo discrepantes, representados por baixos valores slope
(Tabela 9), o que sugere que a populacao € heterogénea e a resisténcia esta se
desenvolvendo em um processo inicial, com individuos suscetiveis e
resistentes. A detecgdo de resisténcia a determinado inseticida ainda nesta fase
permite que o produto em questéo seja substituido a tempo de impedir o avanco
da selecéao, preservando assim a eficacia daquele produto para uso futuro.

Andrighetti et al. (2008) descreveram a resisténcia ao PPF em populacdes
de Salvador e Barreiras (Bahia), e Bauru (Séo Paulo) (RRso de 6,5, 1,4 e 3,6,
respectivamente) anos antes do inicio do uso do PPF para Ae. aegypti em saude
publica no Brasil. No momento, as populacdes mostraram, respectivamente,
RRso de 11; 5,2 e 2,0 ao temefds, e os autores sugeriram a possibilidade de
resisténcia cruzada entre PPF e temefds (Andrighetti et al., 2008). Os autores
levantaram a hipotese de que a resisténcia cruzada é atribuivel ao aumento da
atividade de desintoxicacdo metabdlica por diferentes enzimas, possivelmente
relacionadas com a resisténcia ao temefos [alfa e beta esterases, oxidases de
funcédo mista (MFO) e glutationa-S-transferase (GST), com atividade encontrada
também alterada em populacdes resistentes a IGR] (Andrighetti et al., 2008).
Resultados do monitoramento da suscetibilidade de Ae. aegypti ao temefds entre
1985 e 2017 no Brasil mostraram que os maiores niveis de resisténcia ocorreram
na regido Nordeste, mesma onde observamos resisténcia ao PPF. Valores de
RRos maiores que 100,0 ao larvicida organofosforado foram encontrados em
20% dos casos avaliados (Valle et al., 2019).

Além das diferencas genéticas entre populacdes de mosquitos,
levantamos a hipotese de que as variagdes na frequéncia ou concentracao de
aplicacédo de inseticida podem ter contribuido para a variabilidade em seus niveis
de resisténcia. Um aumento na frequéncia de aplicacdo de inseticidas
geralmente ocorre quando as atividades de controle entomoldgico sé&o
intensificadas durante surtos de arbovirus. Além disso, as mudancas nas
concentracbes aplicadas podem acontecer devido a falhas no processo de
aplicacdo. Uma analise do uso relativo de inseticidas pode contribuir ao nosso

entendimento da associagdo com o desenvolvimento de resisténcia; entretanto,
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tais dados néo estao disponiveis para diferentes municipios. Identificacdo dos
fatores especificos influenciando a evolugdo da resisténcia e os mecanismos
esta além do escopo do presente estudo. Estudos futuros devem considerar
investigacdes para quantificar o uso relativo de inseticidas em diferentes
municipios e mecanismos fisioldgicos associados a resisténcia.

Aqui, encontramos RRs >5 ao PPF para populacdes brasileiras de Ae.
aegypti. Ensaios de semi-campo realizados por Macoris et al. (2014) mostraram
que, para populacdes de Ae. aegypti com RR >5 para neurotoxina temefos,
falhas de controle em campo foram consideradas evidentes. O controle larvario
em condi¢cBes de campo foi aceitavel para populacdes com RR <3 para temefos.
No entanto, estudos que investigam o significado funcional em campo dos niveis
da resisténcia aos IGRs ainda nao foram relatados. Consequentemente, novas
investigacdes sobre o impacto desses resultados em operacdes de controle de
vetores sdo necessarias.

A emergéncia de resisténcia a inseticidas recém-desenvolvidos chama a
atencao a necessidade de monitoramento regular do perfil de suscetibilidade das
populacdes locais de mosquitos e, consequentemente, o planejamento de
medidas de controle mais assertivas (Richards et al., 2020). Tal monitoramento
permite demonstrar a evolugao da resisténcia aos inseticidas no tempo e espaco,
subsidiando a tomada de decisbes oportunas para controle e manejo efetivo de
vetores. Em 2021, o PPF foi gradativamente substituido pelo larvicida biolégico
Espinosade, derivado da fermentacdo da bactéria Saccharopolyspora spinosa,
para controle larvario de Ae. aegypti no Brasil. A decisédo de alternar o principio
ativo utilizado foi tomada pelo Ministério da Saude do Brasil, considerando a
deteccdo de selecdo de resisténcia PPF em um processo inicial e o pequeno
namero de larvicidas pré-qualificados pela OMS para uso em agua potavel
(WHO, 2023a).

Além dos possiveis impactos negativos sobre o ambiente, procedimentos
de aplicacdo inadequados podem resultar em mais pressdo seletiva sobre o
inseto alvo vetor bem como em organismos nao-alvo (Maciel-de-Freitas et al.,
2014; Chediak et al., 2016; Macoris et al., 2018). Mapeamento das areas de risco
mais significativas dentro dos territérios € uma ferramenta que visa direcionar

prontamente as acdes de vigilancia, que busca reduzir a intensidade e a
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velocidade da disperséao de epidemias, contribuindo para o uso mais racional do
controle quimico (Hondrio, 2017; Siqueira et al., 2022).

Os resultados aqui apresentados apontam para a urgente necessidade de
aplicacao de estratégias de controle vetorial mais sustentaveis, tendo em vista
gue ha poucas opcodes de produtos pré qualificadas pela OMS para o uso em
agua potéavel. Implementar medidas de gestédo integrada, que contribuem para
reduzir a necessidade de aplicagéo de inseticidas para o controle dos vetores,
torna-se cada vez mais necessario com o surgimento de resisténcia a inseticidas
recém-desenvolvidos. E também essencial melhorar as condicbes de
saneamento basico, especialmente em areas com maior risco de transmissao de
arbovirus, para reduzir criadouros de forma sustentavel. A priorizacdo do
controle mecéanico e mobilizacdo da comunidade para reduzir criadouros sao de
fundamental importancia para a eficacia e sustentabilidade do controle de
vetores (Roiz et al., 2018).

Investimentos para melhoria da infra estrutura urbana por meio da oferta
de 4gua encanada sem intermiténcia, coleta e destino regulares e adequados de
inserviveis, além do reforco as acfes educativas voltadas a manutencdo de
ambientes livres de criadouros, devem ser encarados como estruturantes e
prioritarios a saude da populacdo. Enquanto ndo ocorrerem avangos
significativos em tais areas, o controle quimico de vetores continuara sendo
realizado como medida prioritara para a reducédo dos casos de arboviroses, em
detrimento de medidas mais sustentaveis de controle mecanico e manejo
ambiental. A evolucdo da resisténcia aos inseticidas exige a adocao de
formulac6es mais modernas de produtos e formulagdes para o controle de
populacdes de mosquitos e que, ainda assim, poderdo apresentar reducao de

eficAcia em campo a medida que a suscetibilidade dos vetores diminui.

A amostragem, no presente estudo, de populacbes de mosquitos
previamente suscetiveis ao larvicida PPFfoi impedida por problemas
operacionais decorrentes da pandemia de COVID-19. Especificamente, o
isolamento social impds a suspensao das visitas domiciliares pelos ACEs em
alguns municipios. Reconhecemos que a falta de amostragem de outras
populacdes que ndo apresentaram suscetibilidade alterada ao PPF foi uma
limitac&o deste trabalho.
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6.3. Discussao dos resultados de suscetibilidade de populacdes de Ae.

aegypti resistentes ao PPF a infeccao e transmissao do virus Zika

A regidao Nordeste do Brasil foi a primeira e mais severamente afetada
pela epidemia de ZIKV em 2014 e 2015 (Campos et al., 2015; Brito, 2015). Trés
anos depois, populacdes de Ae. aegypti resistentes ao larvicida PPF foram
detectadas em algumas cidades da mesma regido (Campos et al., 2020), o que
se previu prejudicar o controle de arboviroses transmitidas por mosquitos. No
entanto, alguns autores sugeriram que a Rl também pode afetar o controle do
mosquito por meio de alteracdes nas caracteristicas do vetor, especialmente na
longevidade, competéncia e comportamento do vetor (Rivero et al., 2010). Nos
investigamos a relagdo entre a resisténcia ao PPF e a suscetibilidade a infeccéo
e transmissdo do ZIKV em populacbes de Ae. aegypti coletadas em cinco
cidades da regido Nordeste do Brasil, que demonstraram diferentes niveis de
resisténcia ao PPF: baixa (Serrinha, Brumado), moderada (Juazeiro do Norte,
Itabuna) e alta (Quixada).

Estudos de transmisséo de patégenos por vetores em laboratério podem
ser realizados por meio de métodos diretos ou indiretos. Nos métodos diretos,
animais de laboratério sdo expostos ao repasto sanguineo por vetores
infectados, num processo de alto custo que exige treinamento profissional,
instalagdes adequadas e licencas para uso de animais (Reynolds et al., 2017).

Os métodos indiretos sdo mais acessiveis e custo-efetivos, entretanto
mais trabalhosos, como a andlise de saliva depositada pelos mosquitos em tubos
capilares ap6és mobilizacao individual, saliva depositada durante a alimentacéo
acucarada em papéis com (cartdo FTA®, Q-paper, USTOP-card) ou sem
reagentes (papel filtro) para a preservacdo do acido nucleico; ou ainda a
pesquisa do patdogeno em tecidos de glandulas salivares, pernas ou corpos dos
insetos (Glushakova et al., 2017; Glushakova et al., 2018; Honorio et al., 2020;
Gloria-Soria et al., 2022). Estudo comparativo da eficacia de diferentes métodos
de coleta salivar para deteccéo de dois genotipos do virus chikungunya (CHIKV)
em Ae. aegypti e Ae. albopictus demostrou que o cartdo FTA (papel com
reagente para preservacdo do &acido nucléico) saturado com mel foi

significativamente mais eficaz do que o tubo capilar; e que, no caso do genotipo
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asiatico do virus, papel filtro saturado com mel foi tdo eficaz quanto tubo capilar
(Hondrio et al., 2020). Gloria-Soria e coautores (2022) sugeriram que a avaliagdo
da transmissao viral por meio do método de salivagéo forcada em tubos capilares

tende a subestimar a presenca do virus na saliva dos mosquitos.

Glushakova e colaboradores relataram em 2017, pela primeira vez, 0 uso
do Q-paper como uma plataforma eficiente para recuperar acidos nucleicos virais
e outros tipos de amostras biologicas. Uma vantagem desta estratégia é a
possibilidade de deteccdo do acido nucléico diretamente do Q-paper, sem as
etapas demoradas da purificacdo de RNA (Glushakova et al., 2018).

No presente experimento, o uso de marcador visual no processo de
alimentacdo dos mosquitos permitiu que apenas aqueles que haviam se
alimentado e, portanto, depositaram saliva no Q-paper, fossem congelados e
posteriormente processados (dissecacao e PCR). Isso possibilitou a infec¢éo de
centenas de mosquitos em um mesmo dia e 0 menor manuseio de infectados
para andlise, comparativamente a outros métodos como a salivacao forcada em

tubos capilares, por exemplo.

Variacbes na suscetibilidade a infec¢do, infeccdo disseminada e
transmissao entre diferentes populagcdes de mosquitos e cepas virais sao
esperadas (Zimler e Alto, 2019). Neste estudo, as taxas de infeccdo em 14 dpi
por ZIKV em populacdes de campo de Ae. aegypti variaram entre 51,16% e
97,44% (corpo); 31,91% e 66,67% (pernas) e 4,26% e 12,82% (saliva),
respectivamente. Para a cepa Rockefeller suscetivel, as taxas de infeccéo foram
de 86,27%, 50,98% e 21,57% em corpos, pernas e saliva, respectivamente.
Catorze dias ap6s infectar uma populacdo de Ae. aegypti resistente a piretréides
com 6,3 - 6,5 logio PFUe/ml da linhagem asiatica do ZIKV, Parker-Crockett e
colaboradores (2021) encontraram taxas de infeccdo semelhantes, de 83%, 66%

e 20% para o corpo, pernas e saliva, respectivamente.

Estudos anteriores examinaram os impactos da exposi¢do ao PPF na
competéncia de vetores de mosquito para arbovirus (Alomar et al., 2020; Alomar
et al., 2021). Por exemplo, a exposicdo de mosquitos Ae. aegypti ao PPF em
estagios larvais alterou sua suscetibilidade ao ZIKV, especificamente, estes
individuos exibiram aumento da infeccao e transmisséao do ZIKV (Alomar et al.,

2021). Os autores sugeriram que a alteragdo na competéncia do vetor para ZIKV
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em mosquitos que sobrevivem a exposi¢cao ao PPF durante os estagios imaturos
pode estar associada a variacdo no tamanho do adulto e outras alteracdes
fisiologicas (por exemplo, alteracdes induzidas pelo estresse) que podem
modificar suas respostas a infecc¢ao pelo virus (Alomar et al., 2021). Os estudos
anteriores ocorreram durante uma unica geracdo. Em contraste, as avaliacdes
da influéncia da RI na competéncia vetorial de arbovirus ocorrem ao longo de
multiplas geragdes, permitindo a possibilidade de evolugcéo da RI. Assim, ndo se
pode esperar que diferencas nas competéncias de vetor compartilhem efeitos ou

mecanismos direcionais semelhantes.

Até onde sabemos, nosso estudo € o primeiro a examinar a influéncia de
diferentes niveis de resisténcia ao PPF nas respostas do mosquito a infeccéo
por arbovirus. Mostramos que as populacdes de Itabuna e Quixada, que
apresentam respectivamente niveis moderados a altos de resisténcia ao PPF,
apresentaram menor suscetibilidade a infeccdo pelo ZIKV do que outras
populacdes, incluindo a cepa suscetivel a inseticidas (Rockefeller). Nossos
resultados mostraram potencial associacdo entre Rl e infeccdo por arbovirus,
que pode ser atribuida a genetic hitchhiking (ou carona genética, na lingua
portuguesa). De acordo com Friedlander & Steinrlicken (2022), genetic
hitchhiking ocorre quando a ligacdo cromossémica permite que a dinamica de
um local selecionado afete a variacdo genética em loci neutros proximos.

Estudos com Drosophila e Ae. aegypti mostram que a variacdo genética
de loci seletivamente neutros em um genoma pode ser restringida pela fixacéo
de mutacdes vantajosas associadas ao efeito de genetic hitchhiking (Yan et al.,
1998). Ou seja, a variacdo de loci seletivamente neutros pode ser restringida por
um efeito genético de carona em regides do genoma sob selecdo extensiva,
como pode ser 0 caso em mosquitos que sdo frequentemente expostos a
inseticidas (Yan et al., 1998; Maynard Smith & Haigh, 1974). Por exemplo, prevé-
se que genes intimamente ligados aos loci alvo do inseticida organofosforado
exibem variagdo genética reduzida devido a um efeito de carona genético
associado a selecao intensiva de inseticidas organofosforados (Yan et al., 1998).
Conceitos semelhantes foram investigados e sugeridos para o impacto da

resisténcia a inseticidas na imunidade de Culex pipiens (Vézilier et al., 2012).
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Os mecanismos de resisténcia ao PPF em mosquitos ainda ndo sédo
totalmente compreendidos. O envolvimento da superexpressédo das atividades
das enzimas de desintoxicacao de P450 e GST foi sugerido (Yunta et al., 2016).
Aumentos significativos nas atividades das enzimas de desintoxicacao também
foram relatados em Ae. albopictus resistente ao PPF, corroborando a hipétese
de que tal resisténcia tem base metabodlica (Marcombe et al., 2014).

Stephenson e coautores (2021) avaliaram a suscetibilidade de mosquitos
com diferentes perfis de resisténcia a piretréides a infeccdo e transmissao de
virus da dengue (DENVs). Os autores encontraram uma associacao negativa
entre a frequéncia de mutacdes kdr (relacionadas a resisténcia ao knockdown
de piretréides) e competéncia vetorial para DENV em Ae. aegypti.
Especificamente, os mosquitos com a maior frequéncia de alelos mutantes
L1016 e C1534 tiveram menores taxas de infec¢ao e transmisséo do que aqueles
com baixa ou nenhuma frequéncia de alelos mutantes kdr (Stephenson et al.,
2021).

Menor taxa de vida adulta foi relatada em Ae. albopictus resistentes a
deltametrina, em comparacdo com a linha suscetivel, e quando essas duas
linhagens foram desafiadas oralmente com DENV-2, os individuos resistentes a
deltametrina mostraram uma reducéo nas taxas de infeccado e titulos virais de
DENV-2 na cabeca, glandulas salivares e ovarios em 14 dpi (Deng et al., 2021).
Os autores também encontraram transmissao horizontal para camundongos e
transmissdo vertical para sua progénie mais baixas nesses mosquitos

resistentes (Deng et al., 2021).

O maior nivel de resisténcia a deltametrina foi associado as menores
taxas de disseminacéo do virus chikungunya em Ae. aegypti (Wang et al., 2022).
Juntas, essas observacOes, juntamente com nosso estudo, sugerem que 0S
mosquitos que apresentam resisténcia a inseticidas podem apresentar custos de
aptidao e menor suscetibilidade a infeccdo por arbovirus. Por outro lado, outros
estudos observaram uma associacdo positiva entre Rl e competéncia vetorial
para arbovirus. Um estudo de Atyame e coautores (2022) determinou a influéncia
da Rl em linhagens de Cx. quinquefasciatus resistentes a organofosforados,
onde essas linhagens demonstraram maior competéncia vetorial do que a linha

de referéncia suscetivel a inseticidas para o virus do Nilo Ocidental (Atyame et
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al., 2019). Maiores taxas de infeccdo por ZIKV foram observadas em uma
populacao de Ae. aegypti resistente a piretroides (Parker-Crockett et al., 2021).
Mosquitos Ae. aegypti selecionados por permetrina demonstraram aumento
significativo nas taxas de disseminacdo do DENV-1 (Chen et al., 2021).
Embora as razfes responsaveis por essas variacdes entre os estudos de
Rl e de competéncia vetorial ndo sejam conhecidas, elas podem ser atribuidas
a diferentes mecanismos envolvidos na RI, antecedentes genéticos entre

populacdes de mosquitos e cepas de virus.

Em concluséo, nossos dados revelaram que o Ae. aegypti com diferentes
perfis de resisténcia ao PPF apresentam suscetibilidade alterada as infec¢des
pelo ZIKV, especificamente menores taxas de infeccdo entre as populacdes de
ltabuna e Quixada que exibiram moderada e alta resisténcia ao PPF,
receptivamente. Embora nosso estudo tenha sugerido um beneficio indireto de
reducdo das taxas de infeccdo de ZIKV em algumas popula¢cdes de mosquitos
resistentes a PPF, é essencial continuar aplicando estratégias de mitigacao de
RI considerando que todas as populacfes foram capazes de transmitir ZIKV e
considerando que relatorios anteriores detectaram aumentos na competéncia
vetorial de mosquitos resistentes a alguns arbovirus. Mais estudos sé&o
necessarios para entender melhor a relacdo entre a Rl e as respostas do
mosquito a infeccao e transmissao de arbovirus, incluindo popula¢gdes de campo

suscetiveis aos inseticidas.
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7. CONCLUSOES

Identificamos, em ensaios realizados em 2017/2018, niveis baixos
de resisténcia de populacdes de Ae. aegypti provenientes da regido
nordeste Brasil ao larvicida IGR PPF, além de resisténcia
confirmada ao malathion naqueles provenientes de todas as
regides do pais. Estes resultados subsidiaram a substitui¢céo, pelo
Ministério de Saude, do larvicida e do adulticida entdo utilizados
para controle de Ae. aegypti em saude publica por produtos
alternativos, a partir de 2020.

A avaliacdo da resisténcia das populacdes de Ae. aegypiti
coletadas em 2020 ao PPF demostrou evolu¢do da mesma em um
curto periodo de tempo. Evidenciou-se a importancia do
monitoramento da resisténcia das populagbes de vetores aos
inseticidas de maneira regular e sisteméatica, permitindo melhor
direcionamento das acdes de controle.

Constatamos, ainda, que os mosquitos derivados de populacdes
com niveis moderados a altos de resisténcia ao PPF exibiram
suscetibilidade semelhante ou menor a infeccdo por ZIKV.
Recomenda-se a realizacdo de novas pesquisas sobre a
capacidade de infeccao e transmissao para outros arbovirus e com

populacfes de mosquitos procedentes de outras areas do pais.
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9. ANEXOS

Anexo | — Nota Informativa N° 103 de 2017/CGPNCMD/DEVIT/SVS/MS.
Informa nova proposta para as atividades de monitoramento da resisténcia

de Aedes aegypti aos inseticidas utilizados pelo PNCD.

MIMLSTRRIO DA SATDE
SECRETARLA DE VIGILARCIA EM SA0DE
DEPARTAMENTD DE VHIGILANCIA DAS DOEMNCAR TRANSMISSIVEIS
CODRDENADADHTERAL D05 PROGRAMAS MACIOMAL DE CONTROLE E PREVERCAD DA MALARLA E
[AS DOENCAS TRANSMITIDAS PELO AEDES
SRTWH Chuadra 701, Vin W § More, Late [} Eifleio POTI0 - CEP: 07192040,
Telefone: {61) 331 53640

NOTA INFORMATIVA N° 103, DE 2001 T/CGPNCMIVDEVIT/SVS/MS

[nfonma  nova proposia parm as
alividades de  monidoraments  da
resistincin  do  Adeder  osgepi B0s
irsetleldas utllizulos pela PHCT

I = BREVE HISTORICO DO MONITORAMENTO DA RESISTENCIA

Desde 1999 o Ministério da Sadde vem monitorando a susceptibilidade de populagdes de
Adedes aegypil 8 inseticides wtilizados no Programa Macional de Controle da Dengue
(FHCIY, e recomendando estratépias de mangjo quando necessdrio,

A partir dos anos 1990, a incidéncla de dengue sumeniou consideravelmente no Brasil,
como consequéneia da dispersio do Ae aepypt no territério nacional. Com os primoires
relatns de resisténela do velor aos inseticidas sepvido de confirmactes laborsioriais, em
1999 um grupo de téenicos do PNCD e especialistas recomendou a implantaglio de um
processo dc monitoramento da resisiéneia do de. aegypii o inseticidas no pals. Os
resultados serviram como subsidio s decisbes do PNCD para o manejo de inseticidas . Awé
o ano de 2000 s dodos apresentados por meio do monitoramenio demonsiraram a
expansio torritorial o a necessidnde de substituir os principios ativos que complem &
defameiring ¢ temephis, nscticidas uilizados.

A prescnte Mota Informativa tmta sobre 8 proposta de reestruturagho das atividades do
monitoramento de resisténcin em 145 municipios selociorados no pais, prontos parn serem
realizdos nos anos de 2007 ¢ 20018,
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IT-NOVA PROPOSTA PARA AS ATIVIDADES DE MONITORAMENTO

O grande desafio para 0 monitoramento da resisténcia das populagdes de Ade. aegypti aos
inseticidas reside na logfstica, principalmente no processo de coleta e posterior
processamento das amostras, Nesse sentido, foi firmado um convénio entre o Ministério da
Salde e o Laboratorio de Fisiologia e Controle de Vetores e Artropodes -
LAFICAVE/FIOCRUZ com os seguintes objetivos:
s Produgo de video e cartilha instrucionais sobre a coleta, armazenamento e envio
de ovos ao laboratério;
e Fornecimento de ovitrampas e palhetas para coleta de amostras aos municipios
participantes;
e Realizagio dos ensaios de suscetibilidade das populagbes coletadas em campo em
145 municipios brasileiros ao pyriproxyfen, malathion, e genotipagem das
mutages kdr V10161 e F1534C nestas populagfes.

O conhecimento do estado atual das populagdes de Aedes aegypti do pals em relagio 4
resisténcia, ¢ fundamental e estratégico, o LAFICAVE foi escolhido para coordenar este
processo de monitoramento, por fer experiéncia pregressa na coordenagio da rede de
monitoramento, além de ser vinculado a FIOCRUZ, o que facilita os procedimentos

administrativos para viabilizar a proposta.

A Coordenagiio Geral de Laboratérios de Sahde Pablica - CGLAB coordenard e orientard
os laboratorios estaduais no envio das amostras coletadas em campo, auxiliando a
CGPNCMD nas atividades de monitoramento da resisténcia. O laboratério estadual devera
sempre comunicar &8 CGLAB o envio das amostras ao LAFICAVE e, caso o laboratorio
néio tenha como viabilizar o transporte, entrar em contato com a CGLAB para indicar

alternativas de envio,
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O monitoramente da resisténcia das populagies de Ade cempid & inseticidas com
quantidade maior de municipios ¢ melhor distribuigho espacial, pode contribuir para o
mancjo adequado das alternativas com base em conhecimento sobre o perfil & dos
mecanizmos de resistbneia envolvidos. Os municipios indicados para o monitoramento em
20172018 foram definidos, junto is Secretarias Estaduais de Sadde, considerando-se os
seguintes pspectos:

a) Distribuigio espacial abrangendo todo o territdrio brasileiro;

by Indices de Infestagfio pelo vetor suficientes para realizaglio da coleta de ovos:

¢} Histdrico de transmissio de dengme importante;

d) Regifes em fronieira com outros palses;

¢) Capacidade operacional do Programa Municipal de Controle da Dengue pama
realizar as coletas,

A lista dos municipios selecionados para o monitoramento da resisténcin segue no

Anexo L

Porn realizogiio dos testes, os municlpios deverfio instalar ovitrnmpes (armadilhas de
oviposiclo do Aedes aegypiiy em restdéncins selecionadas por amostragem, coletar 08 ovos
e enviar o materinl po laboratirio estadual de entomologia. As armadilhas, palhelas, video
¢ cartilhas com instrughes necossdrias para a coleta @ envio de amostres serfo fornecidos
pela FIOCRUZ e Ministério da Satde. Parn maior qualidade & confiabilidade dos
resulimdos, a coleta ¢ envio devem seguir as orientactes estabalecidaz,

Reszaltamos que o preenchimento das Informagbes solicrtadas na ficha que acompanha as
amostras como data © local de coleta deve ser culdadosamente observado pelos Agentes de
Contrale de Endemias.

As coletas de ovos foram antecipadamente programadas, junio ds Secretarins Estaduais de
Sadde, considerando-se o periodo chuvoso e a distribuigio de envio de amostras no
sogundo semestne de 2007 ¢ primeiro semestre de 2008, Bsta programagfio visa niio
sobrecarmegar o laboratdrio. Segue no Anexo I o calenddrio previsto para coletas de ovos,

0 envio do material bioldgico ao laboratério deve ocorrer imediatamente apds o Wrmino
das coletas, visando evitar perda de material uma vez gue apds frinia dias, o Indice de
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ecloslo pode ser prejudicado. O laboratirio estadual receberd essas amosiras ¢, por sun
vez, encaminhard ao LAFICAVEFIOCRUZ.

Os resultados dos testes realizados serfo enviados & COPNCMIYMS ¢ CGLABRMS para
andlise subsidiando o tomada de decisles quanto a0 mangjo de inseticidas wiilizados e
discussiio junto ao Comité Técnico Assessor sobre as decisies a serermn lomadas,

M- DA SOLICTTACAD

Para prossegunimento s agdes plancjadas para o monitoraments da reslsténeta, solicilamos

que ns Secrclarins de Sabde dos municipios selecionados manifestem oficialmente =sua
intenghio de participaglin, encaminhando Oficios 33 Coordenaglies Estadual & Nacional do
Programa de Controle da Dengoe na Secretaria Estadunl de Saide & no Ministério da
Sadde (CGPNCMD),

Brasilia, 16 de junho de 2017.

iﬂ%’m M -
Coordenador Gerulda COPRCMIVDEVIT/SVEMS

[ scosrdo
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Anexo | - Municipios selecionados para monitoramento da resisténcia do Aedes oegypti

ans inseticidas
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FL 7 de 7 da NOTA INFORMATIVA NPIE, DE 200 VEGPHOMIMDEVI T/ SVEMS

Anexo Il - Cronograma pmpnsfn para coleta de ovos de Aedes aegypt
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Memorande o 177201 ACGPHNCMDDEVITEV S/MMS

Em, 16 de junho de 2017,

Ao GARSYE
Agsunto: Encaminha Nota Informativa o® 1032007 CGPNCMIVDEVIT/SYS/MS.

1. Encaminhe Mota Informativa n® 1032007 CGPNCMINDEVIT/SVE/MS, informa nova
proposta pura &5 alividades de moniloramento da resisténcia do dedes acevpit aos inseticidas
wtilizados pelo Programe Mecionel de Controle da Dengue.,

Atenciosmenle,
¥ MG = *
fﬂvm M
Coordenador dg OGP DEVITSYSMS

Departamento de Vigilineia das Dbengas Transmissiveis
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Anexo Il — Metodologia para amostragem de Aedes aegypti por meio de
armadilhas de postura (ovitrampas)

METODOLOGIA PARA
AMOSTRAGEM DE

AEDES AEGYPTIPOR MEIO

DE ARMADILHAS DE POSTURA
(OVITRAMPAS)




122

Indice

INMErOEUCAD i e e s et sam st nianan 3
Qual & a metodologia do projeto? ... . 4
Como as armadilhas serao distribuidas pelos municipios? ... 4
Como montar aarmadilha? ... 5
Como deve ocorrer a atuacan em CaMPO7 .o [
Como preparar o material para envio por Correio? ... 8
Como os dados sao consolidados e divulgados? oo 9

LI T | = 9



NGs temos acompanhaco @ alguns -.-.o"-'-.a"'- D Qrande rodlema 4o Saude putiva

CALSI0O POOS YrUusS .4\".4-A Zika e chikun gunya & Encquanto naa tivermaos uma vacina ofic

<
contra @51es arbovrus, a pencpal forma de combate ¢ cantralar o vetor das trés doangas ©

o nt
Al

ouNto A9Ges O

ey

Cals que

MOoSquURD @ flmmnar 0% CNaooJras os i

SOPS DUSCa DAra PO O SO oves, Lamo uma mecdd complemantar de controig, &m casos

J2 DO, recomen S0 0 U0 deum larvicda latuaimente UtiiZa- %2 O pyrnproxyton) cu o
: n

atualmenie utliza-2¢ 0 malthmon|. £550s produtos devem ser ubihx

um aduibx

DOCS SOWXIONY PORUCD

Doswaldo Truz, no Rio de Jansiro, ¢ estudar

10 em cada regiao do Bragl, com o inbuito

el
SEAAAS Of uso ehoentes @ eguras. U Minsiinio da Saude ja realza, por
Sxemoio, 3 rotacao de Insehiodas. ISto Sorefica usar pOr AR = 3N0% UM produtn @ trocar por
oJutro |0e preferénca de classe ¢ metanamma de aCao diferente do que estava serndo usadal
ulagao de masguito. Por 1550, o manitoramanto ca

QU 1AMOaM 29 va Pafa COMOaR! aQuea p

QSEIRNCIa 3 um determmada rEfhcida ¢ 30 Importane

Sara estudar a resstdncia, @ peec

O ColPtar ovos e A00es oagypt 08 dversas municip

cadaregan brasilera Pori & prnopaEmeanie, cos

MAUFRCIDINE, QUS S0 C% 1SS

J 32 coleta dos aves o
em laboeatono. E5te onod 414 acompanta um voeo
¥ lorma aetalthada

£xia apostila tem o ob

b}
~
<
o
[+
L)
7]
-
-
R

'r‘;’.r_‘“..(!\.". Que ey

oM QU todas o

M 3 COMIoLCan AP vOCOL, @553 POSGUSED NA0 S8ra PDOSSve

Muito abrigadal

pesqusacor A0 inshituto Oswalgo Crur 1K

123



124

BIVE]

LD & ENENDST 4 fEFGRIRNE Q05 MOSQUIDS 0% INSSTKNGEE PO D00 O Dk
NS CONEMOS O & aUds Of D I o5& MUmOEos 4
POCETTA T MERIeSEniar Cads M= oo Hras

graiica, para farey a cobsthara 0o [ernbceio brasikino. Poe 1550, remm Sampie o

0 B 0 Tl B TR Tl M o T e I i 'u'l.'.-\_-|'||:|||"'.:| a0

rofEsonas da eshatshia para seeciona
Foram estolhidos 4.2 muniopios. U princpal cries

=] gl

i a localzacan
LI i @ S0

5 = -

a0, SRTa reallTada a DoOleda OF OW0s O Mo SqLumio

Ia00S Dald NEiZar Oh arEands Of avallalaed O a ISR T

NMestha primeira et Ao @

MUNICIpICS. ES1eS OWDS Seran Ul

T |absirad oo

Hdilhas

municipi

A5 armadilhas Usadas ra Nossl pesguisd =D Ot ovViirampas gus loram desstivodvidas

espedalmants para Coldar o ovDS oo MOsopUna
U numers de aFmadihas Irstaladas &m Cada mMumiopin vaifa de

M5 Qus ale possu

CIPIGS, OvE -5 OhWI0T O MUmsT D O Qua Meroes

Fard aeer & dis b a0 das aFmad e a0 Ml
O LN DD B0 Mo O OV TN Bl S S MR NS 1 el

=R LD Lo
T P

OVETOMOOS | IODea) LAVIGWIOD £

5 ML, O resuifocho @ UL A 5ENT, O TOS A Raee L

SOOETTIOS QLA DN ST




125

4 - Como montar a arm

O kit de instalacao da armadilha contém:

- | vaso pasthico de Cor preta, com agraximadamente 800miL,
- | paleta ge compensado de madeira \Lipo Eucatex| de 3am x 12cm,
- 1 clipe de metal

- levedo de cerveja

Montagem da ovitrampa:
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Como preparar 3 solucao:

No momento de instalar a armadiina, 0 agente de saude deve s apresentar a0
maradar, expicar o precedimento e pedy © consentmenta para a inslalacao Laso

O Morador aceite, @ mpaortante anotar todas as nformagdes nécessarias na hcha

QUEe va acamganhar cada agente duranie 10do © perond e coleta. Cada armadiiha

nslaada em determnado endereco ém um NuMmero Nixd, que Sera ulfzado para
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iodas as paletas que foremn colocadas nela. O agente deve preencher a ficha
Coanelarmente e com atengao, alualizando as nfor magbes a cada coletarealizada.
O rarador deve preencher @ assinar a terma de consentmenta autarizanda a
instalacao da armadilha. Esse doouwmenta deve Ser quandado pelo sdpente junto
as fichas

O adgente dese esooliver o bocal da |"‘|'E.I.El|ﬁl;.§|:llil:l"'”' a apuda do morados, exphcando
djue a arrmadlha desve ficar protegeda do sol, da chuva @ G Criangas @ anmans.
Ao Py da visita, o agente deve infarmar a0 maradar a data da pedxima visita
para coleta de ovos @ reinstaladan ou recolfmenta da ammadilha.

MWodiade recolber a8 paletas éprecisa bornas ¢ udado para que elas permanedan
ma posic o werlical com a parte identificada para Cma. |50 garante Que as owvos
permanegarn fara do contabe cam a agua e cheqguen Intactos ao laboratdria.
Para mso, pode-se levar urm pole vazke e colocar todas as paletas recolhidas
lado & lads, prendendd cam o cdipe. oU preparsr wna caixa de sopar can uma
espuma cortada na fundo, para fixar a5 paletas

Corretarnen e e com atengda, alualizando as nfor magies a cada coletarealizada.

O adgente dese esooliver o bocal da I"‘|'E.|EI|&I;.§I:I¢EI'“"‘ a apuda do morados, exphcando
e & arfmading deve fcar protegeda do Sol, da Chuva e 8 Criancas @ animais.
Ao ey da visita, o agente deve nfarmar a0 maradar a data da pedxirma visita
para caleta de ovos e reinsialagan ou recolmenita da asmadilha.

Mo dia de recalher as paletas, & preciso tomar
Cuidadn para que elas Permandgan Na Hosao
vertical, com a parte identificada para cma.
ko garante que oS awes permanecam fora
o contala com a agua @ cheguerm intaclas ao
labaratdria. Para issa, pode-se levar um pote
vario e colocar todas as paletas recalhidas lado
a lado, prendendo com o clipe, ou prepanar uma
Calxa de mopar com wma espuma cartada no
furd, para fiar as paletas

Ao retwar a paleta, deve-se descarlar a Agua que restou na ovilrampa,
jozanda-a na berra ou na chda de cirmenio, para evilar que algurm owo Que possa
her permanecido ali passa sabreviver. Antes de colocar uma nava pabeta, é
acaonselhvel lavar a armadilha Com uma esponja para femovwer 05 ovas. A &gua
desta lavagem tambérm deve ser desprezada na lerra para evitar a proliferagao
destes mosguitas.



128

Cheganda ao laboratdrio, & preces coldcar as
paletas recolhidas para secar durante 2 a 3
das. Elas devem ficar dispostas em uma baca,
serm sobrepasigao, com a parte gue cantém os
ovos voltada para aoma Durante este perncdo,
¢ mportante proteger 05 aves GO contato com
formigas Para 1550, uma boa estratégia é utlizas
aqua para impedir gue as formigas cheguem ateé
aspaletas, no entanto, € preciso tlomar cuidado para proteger as palelas daaqua
tambeém. Uma sugestao ¢ preparar uma baca cheia de agua, que pode ser da
larmera, e colocar duas ovitrampas com a boda virada para bawd dentro dessa
Dacla com agua. em sequida, apalar a bacia gue contém as paletas sobre esse
suporte feita com as ovitrampas, coma mostra a higura ao lado.

ApoOs a secagem das paletas, é preciso fazer a
contagem dos ovos. Carm o auxibo de uma lupa,
basla conlar Qquanios OvOos Sa0 viISualizados
em cada paleta e anotar o0 dado nma ficha,
na linha corréespondente aquela armadilha
Caso alguma paieta nao contenha ovas, ela é
considerada negativa. Dependendo da estado
dé canservagad, a paleta negativa pode ser
reapraveilada ou descartada.

Para enviar as paletas ao aboratdéno pela corren,
elas devemn Sér colocadas em uma caxa (Ge
madeira, papelao ou Isapor ), com osovos voltados
para ama E possivel colocar uma camada de
paletas sobee 2 oulra, Mas para 1550 € NeCessano
colocar um suporte (por éxemplo, varelas de
madeiral entre as camadas, para gue as paletas
Nao Se encestem, A diima camada de paletas
deve ter 05 oves vollados para Daixo. Para evitar gue as paletas se movimentem
na caixa, ¢ recaomendavel preencher as lateras com papet 1oaina, jormal ou
papelan, bem como calocar sobwe a uilima camada de paletas um pedago ce
S0per ou de papeldo. Por cima de tudo, devem ser calocados as fichas usadas
NG CaMPo e a5 lermos de consentimenta assinadas pelos maradored Ao fimdo
Processo, a caixa gdeve sér lacrada e enviada ao aboratée .
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- Co MO 05 dados sao
consolidados e divul gados?

Contato

Instrhrto Dewaldo Cruz, no Fio de laneiro

Leordenaias beral o0 Frograma Meossnad oe Lontrole da
Malaria & Doencas [ ransmiltidas pelo Aeoes = LR ML RO




130

Anexo Il — Boletim de amostragem com ovitrampas no campo
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Anexo IV — Carta convite para realizacdo de pesquisa no Laboratério de

Entomologia Médica da Universidade da Florida

UF [FLORIDA

Institute of Foed and Agricultural Sciences 2095, SE
Florida Medical Entomology Laboratory Vero Beach, FL 1292
T2 16403
brvakoeullods
Apel 21, 2020
To Whom it May Concem:

| am writing 10 offer Ms. Kauara Brito Campos ™e opportunty 10 pursue research at the
University of Florda, Flonda Medcal Entomaiogy Laboratory. The research will oocur from
August 15, 2020 to February 14, 2021. The propased research wil complement ongoing
research by Ms. Campos on inseclicide resstance among Brasian mosquino populaticns
Specificalty, my research group will provide Ms. Campos with training In procedures 1o swudy
srbovinus inlection in mosguioes,

Ms. Campos has characlerzed insecticde resstance among Brazlian popuiations of the
masquitc Aedes aegypti. The proposed studies at UF-FMEL wil investigate the influence of
nsecliode resstance o uveniie growth hormane pyriproxyfen on suscepstality 1o Zika vrus
niection and yransmission,

Salary lor this position wil be paid from her curent emgployer. | will provide funds 10 cover the
cosl of arfare for her travel as wel as shipmen! of samples.

| lock forward 1o the opportunity % wark with yeu.

Please contact our Sepicr Secrelary Mes. Sedenis McCoy (FMEL, Adminiswratve Office,
sdmccoy@ufl edu) at your earlest convenience s complete the paperwork for this posmon,

Sincerely,
Barry Alte

Please sign below to indicate that you agree wih these terms,
Name: Ksuers Brilo Campos

fonmapriliferpn IR

T Ferendation for The Grdor Nathwn

A Tl Opgpoemundty Sidizatin
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Anexo V — OFICIO N°. 37/2020/CGARB/DEIDT/SVS/MS — Apoio a pesquisa

sobre resisténcia do Aedes aegypti a inseticida e competéncia vetorial

220172020 SEIME - DI13150052 - Oficio

Ministério da Sadde
Secretaria de Vigildncia em Saldde
Departamento de Imunizacdo e Doengas Transmissiveis
Coordenacdo-Geral de Vigildncia de Arboviroses

OFICIO M8 37/2020/CGARE/DEIDT/SVS/MS
Brazilia, 16 de janeiro de 2020

Ao Senhor

GABRIEL MURICY CUMNHA

Coordenzdor de Doencas de Transmiss3o Vetorial

Diretoria de Vigildncia Epidemioldgica do Estado da Bahia, 32cretzria de Sadde do Estado da Bzhia
Centro de Atencio a Szude Professor José Mariz de Magalhdes Meto, Av. Antdnio Carlos Magalhias
CEP: 41820-300 - Salvador/BA

Azmunto: Apoio a pesquisa sobre resisténcia do.dedes aegyphi a inseticida e competéncia vetorial

Prezado Senhor,

1. O conhecimento do perfil de susceptibilidade das populagdes de wetores aos inseticidas
utilizados em saldde publica & necessario para subsidiar decisfes mais assertivas por um programa de
controle de vetares. Estudos recentss apontam que a resisténcia dos mosguitos vetorss aos inseticidas
ocasiona alteracdes em multiplas categorias de s2us processos bicldgicos, assim como em sua resposta &
infeccdo por arbovirus.

2. Mo sentido de incentivar a continuidade dos estudaos sobre resisténcia do Aedss oegypt a0s
inseticidas no pais, @ Coordenacdo Geral de Vigildncia das Arboviroses apoia & realizacdo do projeto de
pesquisa intitulado “Investgacdo da influéncia da resisténcia ao inseticida pyriproxyfen na susceptibilidade
do Ae. gegypti & infecgdo e transmissdo do Zika wirus” (Anexo). O estudo serd conduzido pelo Micleo de
Meadicina Tropical da Universidade de Brasilia (NMT/ UNB) em colaboracdo com o Laboratério de
Entomnalogia Médica da Universidade da Flarida (FMEL/UF) e com o Laboratério de Fisiologia e Controle de
Artropodes Vetores (LAFICAVE/FIOCRUZ), com o ochietive de avaliar & influéncia da resisténcia de
populacdes brasileiras de Ae. oegypti ao larvicida IGR pyriproxyfen na infeccdo e transmiss3o do virus Zika.

3. De acordo com a metodalogia proposta, populacdes de As. asgypt de diferentes stotus de
susceptibilidade ao larvicida pyripraxyfen serdo experimentalments infectadas com o wirus Zika em
laboratdrio para que sua competéncia vetorial seja avaliada. Os municipios propostas para participacdo no
estudo, definidos de acordo com os resultados do Uldmo monitoramento da resisténcia de suas populacdes
de Az oegypri (2017 e 2018), s30:

+ Municipios com resisténcia detectada ao larvicida: Itabuna, Brumado e Serminha provenientes da Bahia;
Chuxada, oo & Juazsire do Morte do Cearg,
+ Nunicipio com susceptibilidade detectadz zo larvicida: Natal Bie Grande do Norte.

4 Fara viabilizar o estudo, & necessario o auxilio dos Agentes de Comtrole de Endemias das
Secretarias Municipais de Salde na coleta de ovos de Ae. aegypti em campo. Essa coleta se dé por meio da
instalacdo de armadilhas de owviposicdo em peridoemicilios amostrados (entre 100 & 300 domicilios, de
acordo com © tamanho do municipio) por duas semanas, seguida do envio do material para o LAFICAVE. &

miips-ieel saude gov. br'sal'contralador phpTacao=documanta_imprmir_webaacao_orgame=arsora_sieualzardld_gocumeno=12490145&Infa_EL.. 13
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metodologia de coleta € a mesma realizada no monitoramento da resisténcia executado em 2017 e 2018.
Qs insumos necessarios para a coleta de ovos (ovitrampas, paletas e solugdo atrativa) serdo fornecidos pela
CGARB/MS, & os custos com envio do material coletado para o LAFICAVE serdo cobertos pela Universidade
da Flarida (FMEL/UF).

5. 0 acompanhamento das atividades por profissionais das equipes estaduais de controle de
wetores em alguma etapa da atividade pode também ser necessario, de acordo Com 8SrUTUrE oU
experiéncia das eguipes municipais. Sugerimos que as orientacdes para os agentes participantes da coleta
de amostras seja realizado por meio do video “Metodologia para coleta de ovos Aedes cegypt™, produzido
pelo LAFICAVE e disponivel no Canal 10C da plataforma You Tube {https:/fwwwiyoutube.comfwatch?
w=2wE0kag SOKME1=050s)

6. Informamaos ainda que o5 resultados provenientes do estudo serdo divulgados a@os
participantes das SM5 2 5E5 por meio de relatdrios apds geracio e andlise estatistica dos dados, para gue
possam subsidiar as discussdes de seuws possiveis impactos jumto sos Programas de Controle das
Arboviroses. Da mesma forma, tais informagdes serdo publicizadas no meio dentifico e para a sociedade.

7. Foi previsto um cronograma para realizacdo das atividades propostas entre janeiro de 2020 e
junho de 2021, de acordo com o guadro abaixo:
2020 2021
\Atrvidades previstas
Jan. fev|fey marfabr outnov/dezfan jun
IColeta de populagbes k4
Criagdo da geragio F1 em laboratorio & exportagdo das amostras K9
\Treinamento em técnicas laboratonals e realizacio dos enzaios K4
Anzlize dos dados K
[Emvio de relatorio final aos envelvides e escnita de artigo para publicagio K4
8. Solicitamos o apoic das Secretarias Estaduais de Ss0de no sentido de repasse das

informacdes e de apoio as Secretarias Municipais participantes na realizacdo das atividades de coleta de
ovoz e enwvio do material para realizacdo do estudo. Didvidas podem ser enwiadas para os e-mails
arbovirgsesi@saude sov.or e kauara.campos@saude, sovibr.

Agradecemos dezde ja pela colaboracdo.

Atenciosamente,

MOELY FABIANA QLIVEIRA DE MOURA
Coordenadora-Geral de Vigildncia de Arboviroses -5ubstituta
Documenta zssinado eletronicaments por Kauara Brito Campos, &nalista Técnico de Politicas Sociais,
em 22/01/2020, as 12:07, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
hiipscieel saude gow bir'salicontralador phpTacao=documeanta_imprimir_web&acao_origam=arvare_vieualizardld documemno=124901 45&Infra_gl... 23
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’ Decreto n? §.539, de B de outubro de 2015; & art. B2, da Portariz n? 900 de 31 de Margo de 2017,

seil 2

EELILALITIE

+ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
! hitg:/sei.ssude. gov br/sei/controlzdar externo.php?

aczo=documento_conferirid_greac acesso_sxterno={, informando o codigo verificador 0013150052

o codigo CRC BCTO10AF.

SEl n2 0013130052

Referencia: Processo n2 25000.007093,2020-85
Coordenacic-Gersl de Vigldncis de Arbovirases - CEARE
SRTV 702, Via W5 Morte - Bairra Asa Narte, Besiliz/DF, CEP 70723-040
Site - saude.gowbr

3

hitps-iEel s3ude gov.brisalicontralador php Facao=documanta_imprmin_wet&acao_ongam=aniara_vieualizarald_socumeno="12490145&InfE_gl...
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Anexo VI — Licenca para exportacdo de amostras

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MBISTRRIO DO MEID AMBENTE - WA INETTUTO BN RO 0O MEE AMEENTE 1) Pag. W 1

INSTITUTE BRASLIRO DO WIDS AMBENTE zoos e
003 RECURSOS MATURMS 2) Data Emissofssulng Date: 27/04/2021

M A
RENCAHVD S - BAA
SCEN Tcho 2+ £ Sede Cane Romnl o 087D . CEP TOLI A0 - ram e 08 3) Villido AWIValid Untit: 211102021

4) Liconga n*/Parmit n*: €) Selo n*Stamp n; T 8) Controla’Check ': WJBQIEEMVTHIGXG

21BR036564/DF 7) SelorStamp 9) Autoridade Adm, Emitontelssuing
£) Licenga deiPermit for ;ﬂ ;E @
wm AxxN .
g e s

10) Importadornimporter 11) Exportador(Re- AYExporteriRe. o a0 WO
Barery Wirnar Alio KAUARA BRITO CAMPOS mk;\'“‘" P v
e

3
Flarida Madical Emomology Laboratory, 200 & Street SW., RUA 1 (ACAMP DFL) ’cﬂ‘g’v“
Vero Beach, Florida - 32662 BRASILIA - 70803100
: fone: 55518233221 - Kauaraveternana@@yshoo com b
Braad - BR i

?mmum-us
12) Pais ImportadorCountry of Import 13) Pais Exportador(R: ‘Country of Export{Re-export)
Estados Unidos da Amdrica - US Brasl - BR

14) Objetivo da Operag pose of the

§ . Scientilic/Fins clentificos
18) Condigées EspecialsiSpecial Conditions

For fve enimals, 1 penmit or certiioale is enly velld if

the transport condtions confoen (o e Guideines for Tanspon
and praparation for shipmont of Ive wid snivals and plants o,
in the case of aif ranapart. 10 the IATA Live Animals
16) Dados do Transporte/Transportation Data

LocsliPlace: ALFIAI Brasila ESTA LICENGA € VALIDA SOMENTE PARA UMA OPERACAO!
Data ProvavelProbabie Date; 01/07/2021 THIS PERMIT OR CERTIFICATE IS ONLY VALID FOR ONE SHIPMENT.

17) om 78) ProdutaProduct 19) Quanticiace Unidads Medica/Quartity Unit

20) Espéelo: nome clentifico 21) AnoxoOrigem | 22) Descrigio: Parte

oo kST Woesmim it

_common name | Quantity-Unit-Mark

i 18) OVOVEGG ) 500000 UN--
20) 1, Aedes negypt 21 22) ovolegy 2) - -
Voso N | ow 5,000.00 UN - 24) - -

eeeesmssssasssncvscsnmnnasenneeeanFIMOOS ENSIRENS ENG c--r-vveereercamensasacsanonanasnnannn

“Esta lsenga n0 2U10N2A 5 UEo do matenal MolOgo pars @@ origem endnca, contida RO tDG0 GU IM PIMD B¢ E3PEAIMA vORELaL, Tunpice, micradiese ou dnimal: sm
P 0 deoses oeree viros & de extratos cblidos desses ¥iv0s ou mortes, fia s, o

mAntioos em colegOes ok shw, desde que Cole€a00s em condigbes A S, N0 teMIOND nacional, na Ou na 2009 ViSando vl

para identificar oo geretico 000 de

“This permut Goes not extend to the use of penesc o the whole of parts of plants, fungus, MICIO0Nga Niams OF Arimals Specimons;

tved of these living bangs or from satracts obtaned trom ive or dead n oits conditions, onea, or kegt in ex sity

collections, If obtaned In situ conditicns, In national tesrttory, B shelf or one. Wmiog Weraficaton of of the genatic.
andor informatian stout seeoclitod tadtiona! knowledgo @ wi potesal o.”

25) En Ca AduanaCustoms

L1 Qi Gty

"

ASSINATIBIGNATURE

T VerfcarVerly. tep 16 vorts Erat ches sedegdi bama gov b

14 V1 - Originad - kportacor | Exportaor - Brusl] / Imperter | Exporter . sl

2V | geiro | Exporter | imperter - Other Country

34 Via - Aduane | Customs
4 Vi IBAMA
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Anexo VII — Documento de permissao para importacdo e transporte de

vetores nos Estados Unidos

U.5. DEPARTMENT OF AGRICULTURE
AMNIMAL AND PLANT HEALTH INSPECTION SERVICE
VETERIMARY SERVICES
RIVERDALE, MARYLAND 20737
UMITED STATES VETERINARY PERMIT FOR IMPORTATION
AND TRANSPORTATION OF CONTROLLED MATERIALS AND
ORGANISMS AND VECTORS
NAME AND ADDRESS OF SHIPPER(S)
EKauara Brite Campos
Ministerio da Saude, Secretaria de
Vigilaneia em Saude-Setor
SRTVN Quadra 701 Lote D, Asa Morte
Brasilia, Brazil 70719040
TT2584107%8

PERMIT MUMEER
610-21-124-00288
PERMIT CATEGORY
Research

DATE ISSUED
05-04-2021

DATE EXPIRES
05-04-2022

CC:

NAME AND ADDRESS OF PERMITTEE INCLUDING ZIP CODE AND TELEPHONE NUMEER
Barry Rlto

200 9th S5t. S.E.

Veroc Beach, FL 3Z%gH

(772) 584-1079

UL.5. PORT[5) OF ARRIVAL

Any U.S. Port(s)
MODE OF TRANSPORTATICH
Rir

AS REQUESTED IN YOUR APPLICATION, YOU ARE AUTHORIZED TO IMPORT OR TRANSPORT THE FOLLOWING MATERIALS

Mosguito eggs (Redes asgypti)

RESTRICTIONS AND PRECAUTIONS FOR TRANSPORTING AND HANDLING MATERIALS AND ALL DERIVATIVES

THIZ FERMIT 15 I55UED UNDER AUTHORITY COMTAIMED IN 8 CFR CHAFTER 1, PARTE 94, 85 AND 122. THE AUTHORIZED MATERIALS OR THEIR
DERIVATIVES SHALL BE USED OMLY IN ACCORDANCE WITH THE RESTRICTIONS AND PRECAUTIONS SPECIFIED BELOW [ALTERATIONS OF RESTRICTIOMS
CAM BE MADE OMLY WHEN AUTHORIZED BY USDA, APHIS, VS).

+ Adequate safety precautions shall be maintained during shipment and
handling to prevent dissemination of disease.

* With the use of this permit I, Barry Altc, Permittee, acknowledge that the
regulated material({s) will be imported/transported within the United
States in accordance with the terms and conditicns as are specified in the
permit. The Permittes iz the legszl importer/recipient [az applicakle] of
regulated article(s) and is responsibkble for complying with the permit
conditions. The Permittee must be at least 18 years of age and have and
maintain an address in the United States that is specified on the permit;
or if ancther legal entity, maintain an address or business ocffice in the

United States with a designated individual for service of process; and

serve as the contact for the purpese of communications asscciated with the
import, transit, or transport of the regulated article(s). **Note:

continued on subsequent page(s)....

TO EXPEDITE CLEARAMNCES AT THE PORT OF ENTRY, BILL OF LADING, AIRBILL OR OTHER DOCUMENTS ACCOMPAMYING THE SHIPMENT SHALL BEAR THE PERMIT

NUMBER

SIGNATURE TITLE
{{esl:Signerl:Signature}}

WETERINARY MEDICAL OFFICER

NO. LABELS

VS FORM 16-64 (MAR 95)

Replaces VS Form 16-34 and 16-28 which zre obsolete

Pags 10f3
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ATTACH TO U.5. VETERINARY PERMIT- 610-21-124-00288

Import/Permit requirements are subject to change at any time during the
duration of this permit.

* *%*Mpterials shall be consigned directly to the permittee address
specified above.

«» %%*Epch shipment shall be accompanied by an ORIGINAL document from the
producer confirming that the exported mosgquite eggs: 1) are from
mosquitoes field-caught in Brazil; 2) have not been infected with any
disease pathogens; and 3) were not expcsed to any animal origin materials.

* [This certification must CLEARRLY correspond to the shipment by means of an
invoice number or shipping marks or lobe.number cor other identificaticn
method. An English translation must-be prowided.]

« 211 studies must be conducted in ACL2 lewel facilities located in the
Florida Medical Enteomological ‘Leboratory , rooms Antercom 1112, ARSLZ room
1118, and insectary 110, which hawve been inspected and approved by the
USDR. These facilities shall be reinspected every 3 years.

s+ Importing facility is subject to routine inspecticn by USDR, APHIS
personnel during normal business hours to ensure compliance with permit
restrictions.

* It iz incumbent upon the permittee to uphcold proper bicsafety procedures
and proteoccocls to protect human and animal health as per instituticnal
policy and recommendations published in Biosafety in Microbiclogical and
Biomedical Laeboratories, current edition.

* The imported material must be shipped by a commercial courier with
tracking capabilities. Hand-carried material is subject toc confiscation
and destructicn.

* This permit DOES NCOT authorize direct or indirect exposure of cor
inmcculation into laboratocry and deomestic liwestock, (including but not
limited to: birds/poultry, cattle, shsep, gocats, swine, and/cr horsss).

*» Materials, derivatives, packaging, containers, and all egquipment in
contact with the imported products shall ke sterilized cr considered a
bichazard and disposed of accordingly.

* Imported materials (including hand-carried material) may be subject to
regulaticns enforced by US Customs and Border Protecticn (CBP). Please
vizit their website http://cbp.gov/biclogicals.

*» Work with the permitted material shall be performed in accordance with the
condition regquirements described in this permit. Subsequent distribution
to ancther state is prehibited witheout prior authcrization of APHIS (in
the form of an interstate transport permit, written correspondence, cr
reference to an applicable guideline for no import permit required). Rny
change in use, treatment, dispeosal, and distribution within the state may
require approval from the atate and/or local government.

* The restricticns on this permit remain in force as long as the material is
in the United States.

* This permit does not exempt the permittee from responsibility for
compliance with any other applicable federal, state, or local laws and
regulaticns.

SIGNATURE TITLE MNO. LABELS
{{esl:-Signerl:Signature}}
VETERINARY MEDICAL OFFICER

V& FORM 16-6A (MAR 95) Replaces VS Form 16-34 and 16-28 which are obaolete Pagz zof3
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ATTACH TO U.5. VETERINARY PERMIT- 610-21-124-00288

* This permit shall not be used to transport cr import of any select agents
(HHS AND USDR SELECT AGENTS AND TOXINS, 7 CFR Part 331, 9 CFR Part 121,
and 4Z CFR Fart T3).

* B copy of this permit should be included with the shipping documents. For
imported materials, these documents must be presented to CBP Agricultural
Specialists upen arrival at the U.5. Port of arriwval.

SIGNATURE TITLE MO. LABELS

Hesl:signerl:Signature}}
VETERINARY MEDICAL OFFICER

VS FORM 16-64 (MAR 95) Replaces VE Form 16-34 and 16-28 which are cbsolete Page30f3
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Anexo VIII — Protocolo para replicacdo de células Vero, propagacédo e

titulacéo viral (ensaio de placa)

A) Replicacado de células Vero para manutencao em laboratério, utilizagéo

em propagacao e titulagao virais

(1) Garanta que as células Vero a serem utilizadas estejam pelo menos
80% confluentes, quando vistas ao microscopio, para manutencao celular
em laboratério (ideal que estejam 100% confluentes para replicacdo e
titulacao virais);

(2) Prepare um recipiente de descarte com hipoclorito de sédio;

(3) Despeje ou remova qualquer meio residual do frasco de células Vero
no recipiente de descarte (as células soltas ou ndo confluentes estao
mortas, por isso devem ser descartadas);

(4) Adicione 4 ml de Tripsina-EDTA 0,25% (concentracdo da solucdo de
trabalho) ao frasco de células (T-175), balance suavemente o frasco para
frente e para trés para garantir o contato da Tripsina com todas as células
Vero existentes no frasco e coloque o frasco em uma incubadora a 37 °C
por 3 minutos;

(5) Triture as células Vero (pipetando suavemente o liquido para cima e
para baixo, na parede do frasco) para remover quaisquer células
aderentes adicionais. O acréscimo de tripsina e o procedimento de
trituracdo permitem que as células se separem umas das outras e das
paredes do frasco;

(6) Adicione 21 ml de meio de cultura fresco completo! ao frasco com
células (n° 5): volume total de liquido (25 ml) = 4 ml de tripsina + 21 ml de
meio. Triture novamente (pipetando suavemente o liquido para cima e
para baixo) para misturar bem as células, tripsina e meio;

(7) Adicione 21 ml de meio fresco completo a um novo frasco de células
(T-175). Adicione 4 ml da mistura de células, tripsina e meio de cultura
(preparado no n° 6); coloque o novo frasco em uma incubadora a 37 °C
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com 5% de CO:2 até atingir mais de 80-90% de confluéncia, o que leva em
torno de 4 a 5 dias.
Meio fresco completo: preparada anteriormente e mantida em
refrigeracdo uma mistura de meio de cultura (440 ml de meio M199)
+ antibidtico (10 ml de penicilina com estreptomicina) + antifangico
(1 ml de fungizone) + 50 ml FBS (fetal bovine serum, sigla na lingua

inglesa, que prové nutricdo celular).

Contagem de células da suspenséo via hemocitdmetro:

Figura 1. Hemocitdmetro para estimativa de quantitativo de células

Fonte: http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/lhemacytometer.html.

Calculo para se estimar a quantidade de células Vero/ml existente no frasco:

(1) Limpe o hemocitémetro e a laminula com uma pequena quantidade de
etanol 70% e seque com papel para lentes, encaixe a laminula no
hemocitémetro;
(2) Triture as células para suspender uniformemente e aplique uma gota
(cerca de 15 microlitros) da suspensao de células em cada camara do
hemocitémetro, deixando-as encher por a¢édo capilar;
(3) Comecando com a primeira camara, conte todas as células no
guadrado central de 1 mm e cada um dos quatro cantos do quadrado de
1 mm (Fig. 2);
Por exemplo:

Total de células no quadrado n® 1 = 93

Total de células no quadrado n° 2 =91

Total de células no quadrado n° 3 =85


http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/hemacytometer.html.
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Total de células no quadrado n® 4 =81

Total de células no quadrado n° 5 =95

IE
j_l e R
[}
® ol | i )
g
— | i!
B

D 1 mm square

Figura 2. Contando células com um hemocitémetro

(4) Divida por 5 (n° total de quadrados) para obter o numero médio de
células por 1 mm? de suspenséo:
Células/ml = n® médio de células por 1 mm? x 10* = 445/5 x 10* =
89 x 104 =8,9 x 10°

B) Preparagcdo de monocamada na placa

(1) Célculo das quantidades de suspensdo celular e meio a serem
adicionados em cada poco (placa de 12 pocos):
(1,2 x 10°) /8,9 x 10° = 0,134 ml de suspenséo celular necessaria
(quantidade de suspensdo que possui 1,2 x 10° células a ser
colocado em cada poco da placa);
20 plagueamento a 1,2 x 10° células/ml é geralmente apropriado
para uso no dia seguinte, enquanto 6 x 10 células/ml é adequado
para uma incubagéo de 2 dias.
1 ml (volume total para cada poco, em placas com 12 pocgos) —

0,134 ml = 0,866 ml de meio completo para adicionar a cada poco.
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(2) Semeadura: adicione 0,134 ml da suspensao de células a cada
um dos 12 pogos (valor calculado anteriormente). Adicione 0,866
ml de meio completo a cada um dos 12 pocgos (valor calculado
anteriormente). Coloque a placa em uma incubadora a 37°C com
5% de CO:2 até atingir 100% de confluéncia.

C) Diluicdo em série de estoque viral

(1) Descongele rapidamente um frasco de estoque viral;

(2) Prepare o respectivo numero de tubos; cada tubo contera 540 uL de
MEM (Minimum Essential Media, sigla na lingua inglesa);

(3) Adicione 60 pl de estoque de virus ao primeiro tubo sem tocar no meio;
(4) Vortex para misturar;

(5) Continue a transferéncia em série (60 pl para o préximo tubo,

consecutivamente) até uma diluicdo maxima apropriada.

D) Inoculacgéo de virus

Materiais:

Placas de 12 pogos com monocamada Vero 100% confluente;

Estoque viral;

DMEM (Meio Eagle modificado por Dulbecco, sigla na lingua inglesa)
contendo 5% de EquaFetal, 1% de PenStrep, 1% de L-Glutamina;

Tubos de microcentrifuga estéreis;

0,25% cristal violeta em 30% metanol;

1% de metilcelulose em EMEM 2X (Meio Essencial Minimo da Eagle, sigla

na lingua inglesa).

Preparacéo de revestimento de metilcelulose:

A funcéo da metilcelulose € impedir o grande deslocamento das células e virus

dentro dos pocgos, permitindo a visualizagcdo e céalculo das PFU (Unidades

Formadoras de Placa, sigla em inglés) apds adicdo do cristal violeta.

(1) Coloque 5 g de metilcelulose em 2 garrafas de 1L;
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(2) Coloque 250 ml de agua destilada (dH20) em outras 2 garrafas de 1L.
Autoclave por 15 min a 121 °C. Leve a agua ao micro-ondas por 2 minutos
até ferver (certifique-se de que a tampa esteja solta e fiqgue atento para
gue a agua nao transborde);

(3) Na cabine de biosseguranca, despeje agua quente na garrafa com a
metilcelulose estéril. Agite a garrafa para misturar e obter o coloide
suspenso e deixe a solucado esfriar até cerca de 40 °C;

(4) Prepare 2X EMEM (Eagle's Minimal Essential Medium, sigla na lingua
inglesa) adicionando 25 ml de EquaFetal, 10 ml de L-Glutamina e 10 ml
de PenStrep. Isso criara meio com 5% de EquaFetal, 2% de L-Glutamina
e 2% de PenStrep;

(5) Armazene a 4 °C até que o frasco de metilcelulose tenha esfriado o
suficiente;

(6) Adicione rapidamente 250 ml do EMEM preparado e resfriado a cada
garrafa, despejando e agitando vigorosamente para misturar;

(7) Armazenar a 4 °C e aquecer a 37 °C antes de usar.

Preparacdo de mancha de cristal violeta:

A solucdo de cristal violeta é preparada a 0,25% de cristal violeta, 30% de

metanol e 70% de dH20. Para uma garrafa de 500 mi:

Adicione 150 ml de metanol,
Em seguida, adicione 1,25 g de cristal violeta;
Adicione 350 ml de dH20;

Agite bem para misturar.

(1) Remova as placas de cultura de células da incubadora e remova o
meio presente nos pocgos, invertendo as placas em um recipiente de
descarte com hipoclorito de sodio;

(2) Lave a cultura de células com PBS 1x (sigla na lingua inglesa para
tampao de fosfato, que seria uma solugéo salina tamponada com fosfato),
em um volume equivalente a 50-100% do volume do meio de cultura
original,

(3) Remova todo o PBS pipetando ou invertendo sobre um recipiente de

residuos com hipoclorito de sodio;
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(4) Adicione 200 pl de cada diluicdo de virus a cada poco e agite
suavemente para garantir uma distribuicao igual;
(5) Adicione mais 200 pL de meio a cada pocgo para evitar a secagem,
(6) Incubar a 37 °C por 1 hora, balancando a placa a cada 15 minutos para
evitar que as células sequem;
(7) Aqueca o frasco de metilcelulose em banho-maria a 37 °C. Agite a
garrafa de vez em quando para garantir que todo o meio esteja aquecido;
(8) Adicione suavemente 1,5 ml de metilcelulose aquecida a cada poco,
pipetando-o cuidadosamente na lateral do poco;
O conteudo original (DMEM + virus) € arrastado para o lado a
medida que a metilcelulose é adicionada;
(9) Coloque a tampa na placa e agite-a suavemente para homogeneizar
sua distribuicao;
(20) Incubar a 37 °C por 3 dias (66 a78 horas — idealmente 66 a 72);
Fora desses intervalos de tempo, as placas formadas serdo muito
pequenas ou grandes;
(11) Descarte o liquido dos pocos invertendo a placa sobre a bandeja de
residuos e agitando;
Enxdgue opcional: enxdgue levemente as placas com DPBS
(solucao salina tamponada com fosfato de Dulbecco) para remover
0 excesso de metilcelulose e células mortas - depende do tipo de
célula usado e se as placas parecem difusas ou ndo bem formadas;
(12) Adicione 1 ml de solucéo de cristal violeta a 0,25%, garantindo que
todo o fundo do poco esteja coberto. Deixe no minimo 30 minutos a
temperatura ambiente para o processo de coloragdo. Cristal violeta pode
ser deixado por um longo periodo;
(13) Descarte o cristal violeta invertendo e agitando a placa sobre a
bandeja de residuos.
O contetdo do recipiente de residuos agora é considerado residuo
perigoso e deve ser descartado como tal;
(14) Os pogos agora podem ser lavados na pia com um fluxo suave de
agua. As placas estdo limpas quando a agua que sai da placa é clara.
Deixe secar colocando a placa de cabeca para baixo sobre papel toalha;

(15) Conte as placas e determine o titulo da seguinte forma:
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Por exemplo,
PFU Nimera de placas
ml [ Diluicdo)(volwme de virus adicionado por mi)

Se vocé colocou 200 pl de uma diluicédo de 10 em um pogo e vé
44 placas, o titulo desse poco é 2,2 x 108 PFU/m.

PRI _ 44
mi  (1078)(0.2ml)

Semeando Células - Células Vero para 90 a 100% de confluéncia

Placa com 24 pocgos

Dias Densidade de semeadura
1 dia 165.000

2 dias | 71.000-75.000

3 dias | 36.000-37.0000

Placa com 12 pogos

1dia |325.000-350.000
2 dias | 130.000

3 dias | 70.000-71.0007?

E) Referéncias
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Anexo IX — Protocolo de extracdo de RNA e PCR (mosquito e virus) em
diluente BA-1 (QlAamp Viral RNA Mini Handbook)

A) Preparacéao do reagente de extracdo de RNA

1. Prepare o RNA transportador/tampéo AVL (isso precisara ser misturado todas
as vezes):
(a) Adicione 310uL de Tampao AVE ao tubo contendo 310ug de RNA
transportador liofilizado para obter uma solucéo de 1ug/uL;
(b) Verifigue se houve formacgé&o de precipitado no buffer AVL. Se houver,
incubar a 80°C até que se dissolva;
(c) Para 24 amostras. Em um novo tubo falcon de 15 mL, misture 13,44
mL de Buffer AVL com 134,4 pL de RNA-AVE. Misture invertendo
suavemente o tubo 10 vezes (N&o vortex).
*Observe que esta solugao é estavel a 2-8°C por 48 horas. A solucao
desenvolvera um precipitado a 2-8°C que deve ser redissolvido se usado
novamente aquecendo a 80°C por no maximo 5 minutos.
2. Prepare o Buffer AW1, se ainda estiver na forma concentrada. Com um kit de
preparacao de 50 amostras, adicione 25mL de etanol (96-100%) em 19mL de
concentrado AW1,;
3. Prepare o Buffer AW2, se ainda estiver na forma concentrada. Com um kit de
preparacao de 50 amostras, adicione 30mL de etanol (96-100%) a 13mL de
concentrado AW2. Com kit de preparacdo de 250 amostras, adicione 160mL de
etanol (96-100%) a 66mL de concentrado AW2,;

4. Equilibre o Tampéo AVE a temperatura ambiente para eluicéo.

B) Preparacédo das amostras de mosquito

1. Obtenha 24 amostras de mosquitos do freezer a -80°C e descongele (este é
o0 numero de amostras que podem ser colocadas na centrifuga);

2. Uma vez descongelados, homogeneizar os mosquitos usando o lisador de
tecidos. Defina o lisador de tecido para 19,5 Hz por 3 minutos;

3. Apos a homogeneizacgéo, centrifugue as amostras por 10 minutos a 13.200

rom. Equilibre as amostras a temperatura ambiente (15-25°C).
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C) Preparacéo do estoque de virus em meio de cultura

1. Obtenha estoque de virus (por exemplo, ZIKV, WNV ou DENV) congelado
em um criotubo de -80°C;

2. Diluicdo em série:
2.1. Prepare e rotule o tubo de microcentrifuga de 2,0mL;
2.2. Adicione 900pL de meio 199/EBSS em um tubo de 2,0mL por
amostra;
2.3. ApoOs vortexar a amostra de estoque por 5 segundos, adicione 100 pL
de estoque de virus do frasco criogénico em um tubo de 2,0 mL rotulado
com —1;
2.4. Apos vortexar a amostra rotulada com -1 por 5 segundos, retire 100uL
de -1 amostra e transfira para um tubo marcado com -2;

2.5. Repita até o final da dilui¢&o.

D) Extracdo de RNA

1. Pipete 560 pl de solugcéo tampéao preparada de RNA transportador de AVL
(tubo Falcon) para um tubo de microcentrifuga de 2,0 mL por amostra;

2. Adicione 140 ul de amostra de mosquito ou amostra de virus diluido ao tubo
de microcentrifuga de RNA transportador de tampéo AVL;

3. Vortex por 15 segundos e incube as amostras a temperatura ambiente por 10
minutos;

4. Adicione 560 pL de etanol (96-100%) a cada amostra,

5. Vortex por 15 segundos;

6. Prepare a minicoluna QlAamp em um tubo de coleta de 2mL;

7. Aplique 630 pl de solugédo de amostra a minicoluna QlAamp sem molhar a
borda e deixe as pontas usadas no tubo de amostra para reutilizacao;

8. Centrifugue a 8.000 rpm por 1 minuto;

9. Descarte o filtrado em um béquer de residuos;

10. Repita esta etapa até que toda a solucédo de amostra tenha sido carregada
na coluna giratoria;

11. Descarte o filtrado em um béquer de residuos;

12. Adicione 500puL de Buffer AW1 a cada minicoluna QlAamp;
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13. Centrifugue a 8.000 rpm por 1 minuto;

14. Descarte o filtrado em um béquer de residuos;

15. Adicione 500pL de Buffer AW2 a cada minicoluna QIAamp;

16. Centrifugue a 13.200 rpm por 3 minutos;

17. Descarte o filtrado em um béquer de residuos e coloque a minicoluna
QIAamp em um tubo de microcentrifuga de 1,5mL limpo;

18. Adicione 60puL de Buffer AVE a coluna QIAamp Mini sem tocar no filtro;

19. Centrifugue a 8.000 rpm por 1 minuto;

20. Imediatamente, armazene o RNA no freezer a 80°C.

**Proporcao de volume de tampéao AVL (Buffer AVL) e transportador de RNA-
AVE:

Carrier Carrier
N°. de Buffer RNA-AVL N°. de Buffer RNA-AVL
amostras AVL (ml) (uL) amostras AVL (ml) (uL)
1 0,56 5,6 13 7,28 72,8
2 1,12 11,2 14 7,84 78,4
3 1,68 16,8 15 8,40 84,0
4 2,24 22,4 16 8,96 89,6
5 2,80 28,0 17 9,52 95,2
6 3,36 33,6 18 10,08 100,8
7 3,92 39,2 19 10,64 106,4
8 4,48 44,8 20 11,20 112,0
9 5,04 50,4 21 11,76 117,6
10 5,06 56,0 22 12,32 123,2
11 6,16 61,6 23 12,88 128,8
12 6,72 67,2 24 13,44 134,4

E) Preparacéo de primers para qRT-PCR (criagcdo de componentes para 69
reacdes LC480 gRT-PCR)

1. Para reconstituir os primers estoque liofilizados (em pd) para fazer uma
solugéao de 100 pM:
-Observe a quantidade de nmol no tubo e multiplique por 10 para obter a
guantidade de pL de H20 a adicionar. Por exemplo, para um tubo
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liofilizado que indica 39,89 nmol, vocé adicionaria 398,9 pL de H20 para
obter sua solugéo final de 100 pM.
* Deve usar H20 de grau molecular.

2. Para fazer primer 10uM:
-Use um tubo de 1,5mL para fazer a mistura: faca varios tubos, se
necessario. Em seguida, faca aliquotas de 72uL/tubo em tubos de 0,2mL;
-A seguinte mistura rende cerca de 20 tubos de 72uL/tubo: 160uL de
primer estoque 100uM + 1,44mL H20.

3. Para fazer 40 ng/L BSA:
-O tubo de estoque BSA esta localizado no freezer -20°C na sala BL2
frontal;
-Use tubo de 1,5mL para fazer a mistura: 6L de estoque de BSA + 1,5mL
de H20;
-Em seguida, prepare aliquotas de 72uL/tubo em tubos de 0,5mL.

F) Preparacao de sondas (Probes) para gRT-PCR

1. Para reconstituir a sonda estoque liofilizada (em forma de pd) para uma

solucédo de 100 pM:
-Observe a quantidade de nmol no tubo e multiplique por 10 para obter a
guantidade de pL de H20 a adicionar. Por exemplo, para um tubo
liofilizado que indica 39,89 nmol, vocé adicionaria 398,9 pL de H20 para
obter sua solugéo final de 100 pM.

2. Para fazer sonda de 20uM:
-Use tubo de 1,5mL para fazer a mistura. Em seguida, prepare aliquotas
de 30uL/tubo em tubos de 0,2mL de cor ambar;
-A seguinte mistura faz cerca de 48 tubos de 30puL/tubo: 300uL de sonda
estoque 100uM +1,2mL H20.

3. Preparacéo da mistura 2X Rxn:
-O material vem com kits qRT-PCR e néo precisa ser diluido. E necessério

apenas aliquotar 710uL/tubo em tubos de 1,5mL.
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G) Protocolo Master Mix SuperScript Il rt-PCR

Componente Volume por [ Volume por 102
amostra (1) | amostras (l)

DEPC- agua tratada 2,2 224,4
Forward Primer (10 uM) 1,0 102,0
Reverse Primer (10 pM) 1,0 102,0
2x Rxn Mix 10,0 1020,0
Probe 0,4 40,8
Taq 0,4 40,8
Template (ex., VRNA) 5,0

Volume total 20,0

Exemplo:

(1) Poco de controle positivo (Padrao) = 15 uL Master Mix + 5 pL de
controle positivo

(2) Poco de controle negativo (NTC) = 15 uL de Master Mix + 5 L de agua
tratada com DEPC

(3) Pocos experimentais (desconhecidos) = 15 pL de mistura principal + 5
pL de amostra desconhecida

* Adicionar volumes maiores a menores para fazer uma mistura Master; o

altimo componente deve ser um Probe.

H) Protocolo gRT-PCR CFX96:

1. Cligue no botéo "Definido pelo usuario” no "Assistente de inicializagéo";
2. Clique em “Selecionar existente” ou “Criar novo” para a configuragdo do
termociclador de PCR e, em seguida, clique no botdo “Avancgar”;
(1) DENV-I: 60°C por 30 min, 95°C por 2 min, [39 ciclos a 95°C por 15s e
60°C por 1 min] e 45°C por 1 s;
(2) WNV: 48°C por 20 min, 95°C por 2 min, [40 ciclos a 95°C por 10 s e
60°C por 15 s] e 40°C por 30 s;
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(3) ZIKV: 94°C por 2 min, e 39 ciclos de 94°C por 15 s, 50°C por 30 min e
58°C por 1 min.
3. Clique em “Editar selecionado” para obter rotulos de amostra. Clique em
“‘Limpar bem” com células arrastadas nao necessarias para remogao.
Desmarque “Opgdes de fluoréforo” incluindo “Quasar, Cy5, Texas, Hex” Estamos
usando apenas “FAM”;
4. Altere os rétulos arrastando as células e clique na caixa “<Nenhum>" e entre;
5. Va para “tipo de amostra” e clique no botao “Controle Negativo” para NC;
6. Cligue em um dos nomes de PCR (Crick ou Watson) que vocé usara;
7. Mude o volume da amostra de 25ul para 20ul no caso de usar Taq;
8. Cliqgue em "Abrir tampa" ou pressione o botdo quadrado no PCR;
9. Coloque uma placa de 96 pocos na maquina PCR;
10. Cligue em "Fechar tampa" ou pressione o botdo quadrado no PCR;

11. Clique em “Iniciar execugao”.

I) Terminologia

1. Tampao AVE é agua livre de RNase que contém 0,04% de azida s6dica como
conservante para evitar o crescimento microbiano e subsequente contaminacao
com RNases.

2. O RNA transportador serve a 2 propoésitos. Em primeiro lugar, aumenta a
ligacdo dos &cidos nucleicos virais @ membrana QIAamp Mini, especialmente se
houver muito poucas moléculas alvo na amostra. Em segundo lugar, a adi¢do de
grandes quantidades de RNA transportador reduz a chance de degradacéo do
RNA viral no raro evento em que as moléculas de RNase escapam da
desnaturacao pelos sais caotrdpicos e detergente no Tampédo AVL. Se o RNA
transportador ndo for adicionado ao tampao AVL, isso pode levar a reducao da
recuperacéo do RNA viral.

3. Tampéo AVL é um tampado de lise viral usado para purificar acidos nucleicos
virais.

4. AVL + Carrier RNA: melhoram a ligagdo do RNA viral & membrana QIAamp,
especialmente no caso de amostras de baixo titulo, e limitam a possivel

degradacgéo do RNA viral devido a qualquer atividade RNase residual.
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5. Os tampdes AW1 e AW2 (washing) sdo solucdes de lavagem que lavam os
contaminantes do DNA.
6. Minicoluna QlAamp: baseia-se num procedimento simples de ligacéo-
lavagem-eluicdo. Os acidos nucleicos séo isolados dos lisados através da
ligacdo as particulas magnéticas na presenca de um sal caotropico, que remove
a dgua das moléculas hidratadas em solugéo.
7. Sondas: séo oligonucleotideos de DNA marcados com fluorescéncia. Eles séo
projetados para ligar a jusante de um dos primers durante a reacdo de PCR e
fornecer um sinal fluorescente durante a reacao.
8. Primer: serve para hibridar com o DNA da amostra e definir a regi&do do DNA
que sera amplificada.
(1) o primer direto se liga ao cédon de inicio do DNA molde.
(2) o primer reverso liga-se ao codon de parada da fita complementar de
DNA.
9. Mistura 2X Rxn: contém Taq DNA Polimerase, dNTPs, MgCI2, KCI e
estabilizadores.
10. Taq polimerase: a DNA polimerase normalmente usada em PCR. A bactéria
tolerante ao calor da qual foi isolada (Thermus aquaticus). Essa estabilidade ao

calor a torna ideal para uso em PCR.
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Abstract

Background: Chemical mosquito control using malathion has been applied in Brazil since 1985. To obtain chemical
control effectiveness, vector susceptibility insecticide monitoring is required. This study aimed to describe bioassay
standardizations and determine the susceptibility profile of Ae. aegypti populations to malathion and pyriproxyfen,
used on a national scale in Brazil between 2017 and 2018, and discuss the observed impacts in arbovirus control.

Methods: The diagnostic-doses (DD) of pyriproxyfen and malathion were determined as the double of adult
emergence inhibition (El) and lethal doses for 99% of the Rockefeller reference strain, respectively. To monitor natural
populations, sampling was performed in 132 Brazilian cities, using egg traps. Colonies were raised in the laboratory for
one or two generations (F1 or F2) and submitted to susceptibility tests, where larvae were exposed to the pyriproxy-
fen DD (0.03 pg/l) and adults, to the malathion DD determined in the present study (20 pg), in addition to the one
established by the World Health Organization (WHO) DD (50 pg) in a bottle assay. Dose-response (DR) bioassays with
pyriproxyfen were performed on populations that did not achieve 98% El in the DD assays.

Results: Susceptibllity alterations to pyriproxyfen were recorded in six (4.5%) Ae. aegypti populations from the states
of Bahia and Ceara, with Resistance Ratios (RRg;) ranging from 1.51 to 3.58. Concerning malathion, 73 (55.3%) popula-
tions distributed throughout the country were resistant when exposed to the local DD 20 pg/bottle. On the other
hand, no population was resistant, and only 10 (7.6%) populations in eight states were considered as exhibiting
decreased susceptibility (mortality ratios between 90 and 98%) when exposed to the WHO DD (50 ug/bottle).

Conclusions: The feasibility of conducting an insecticide resistance monitoring action on a nation-wide scale was
confirmed herein, employing standardized and strongly coordinated sampling methods and laboratory bicassays.
Brazilian Ae. aegypti populations exhibiting decreased susceptibility to pyriproxyfen were identified. The local DD for
malathion was more sensitive than the WHO DD for early decreased susceptibility detection.
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Background

In recent decades, the incidence of Aedes-borne dis-
eases, such as dengue, Zika, chikungunya and yellow
fever, has increased significantly worldwide [1]. Actions
against the Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)
are mainly based on chemical and mechanical controls
aiming to reduce infestation, while social mobilization,
environmental management and legislation protections
seeking to maintain environments free of larval breeding
sites are also applied. Controlling the insect in its imma-
ture phases (egg, larva and pupa) is more feasible, since
development occurs in specific and restricted locations,
unlike the adult phase, which may be dispersed through-
out various environments. The most effective form of
vector control is environmental management involving
mechanical reservoir removal, although arbovirus trans-
mission blocking usually comprises chemical insecticide
applications, aiming at rapidly reducing mosquito popu-
lations [2].

The Brazilian Ministry of Health (MoH) provides insec-
ticides pre-qualified by the World Health Organization
(WHO) to all Brazilian states for the chemical control of
Ae. aegypti. This process ensures that the entire coun-
try employs trusted products concerning environmen-
tal safety, toxicity and effectiveness [3]. In addition, the
Brazilian MoH evaluates all compounds under local con-
ditions prior to purchases. The application of larvicides
by public agents is recommended in domestic reservoirs
that cannot be covered or eliminated, every two months.
In addition, spatial insecticide application cycles are rec-
ommended whenever arbovirus transmission occurs in a
given area [4]. Thus, public health actions used to con-
trol Ae. aegypti in Brazil consume an expressive amount
of insecticides each year, considering, for example, that
about 4136 Brazilian municipalities registered dengue
cases from 2014 to 2017 [5].

With the intensive and continuous deployment of the
same active ingredients, resistant individuals in a given
population are favorably selected, potentially compro-
mising insecticide efficacy. A rational chemical control
strategy should be based on detailed knowledge con-
cerning territorial vector distribution, susceptibility to
compounds belonging to different classes and the mecha-
nisms involved in resistance selection, in order to reduce
vector infestation levels and consequent arbovirus trans-
mission [6]. Most Ae. aegypti populations in America
tested for DDT exhibited resistance to this compound
(86.7 £ 0.1%). High frequencies of resistant populations
were also observed for temephos and deltamethrin (75.7

+ 0.1% and 33 £ 0.1%, respectively). These patterns can
be explained by the chronic and frequent use of these
insecticides in the continent [7].

In Brazil, insecticide resistance in Ae. aegypti was
first recorded for the organophosphate (OP) larvi-
cide temephos in populations from the states of Goids
and Sao Paulo, in 1995 [8]. A few years later, a reduc-
tion in temephos resistance was detected in field stud-
ies, as well as decreased susceptibility to the adulticide
OP fenitrothion and malathion in several Ae. aegypti
populations throughout the country [9]. In 2001, resist-
ance to the adulticide pyrethroid (PY) cypermethrin was
detected in populations from the state of Rio de Janeiro
[10]. Within this scenario, the National Dengue Control
Programme (PNCD, Portuguese acronym) implemented
the National Network for Monitoring the Resistance
of Ae. aegypti to Insecticides (MoReNAa, Portuguese
acronym) in 1999, with the purpose of providing techni-
cal support to decisions regarding the chemical control
management of Ae. aegypti. The MoReNAa Network
carried out a systematic insecticide resistance monitor-
ing (IRM) of natural Ae. aegypti populations in Brazil to
insecticides used in governmental campaigns, in areas
considered as either priority or strategic for vector con-
trol interventions [11, 12].

Mosquito populations from about 80 cities, including
those presenting the highest incidence of dengue cases,
most populated, presenting high mosquito infestation
indices and all state capitals, were evaluated every two
years. Quantitative and qualitative bioassays for larvae
and adult resistance detection were performed accord-
ing to WHO and Centers for Disease Control and Pre-
vention (CDC) methodologies. Biochemical assays for
the quantification of enzymatic activity alterations and
kdr mutation genotyping were employed to investigate
the molecular basis of insecticide resistance selection and
identify resistance mechanisms. The Network aided in
supporting the technical decision concerning insecticide
replacement until 2012, when the last monitoring round
was carried out [11, 12]. Based on the increasing detec-
tion of Ae. aegypti populations resistant to temephos, this
compound was gradually replaced by insect growth reg-
ulators (IGR) since 2009 throughout the entire country,
adopting the chitin synthesis inhibitor diflubenzuron, fol-
lowed by novaluron [9].

The adoption of the IGR pyriproxyfen began in 2014,
based on the intention of rotating insecticides present-
ing distinct modes of action. As a juvenile hormone ana-
logue, this product prolongs the immature stage of the
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mosquito for up to 20 days, inhibiting the development
of imaginal characteristics. A complete metamorpho-
sis is, therefore, compromised, with mortality occurring
especially at the pupal stage or leading to the emergence
of malformed adults [2]. Some reports indicating resist-
ance to IGR are available, likely because of their recent
employment for public health purposes. Some alterations
in susceptibility to pyriproxyfen were observed in Ae.
aegypti populations from Martinique (RR;, of 2.2, RRys
of 1.9), in 2007 [13] and Ae. albopictus from the USA
(RRg, of 1.8-2.4) [14]. Higher resistance, however, was
observed in Ae. aegypti from Malaysia (RRs, of 6.1) [15]
and from the USA (RR;, of 38.7, RRy, of 81.5), in 2015
[16].

The OP malathion began being employed against adult
mosquitoes through ultra-low-volume (ULV) and resid-
ual spraying applications in Brazil in 1985. In 1989, it was
replaced by fenitrothion for residual spraying, which con-
tinued to be used in ULV treatment during the following
ten years, when OPs were replaced by PYs for adult con-
trol. After years without being used to control Ae. aegypti
adults, malathion was again adopted alongside the intro-
duction of IGRs for larval control throughout the coun-
try since 2009 [9]. OPs are derived from phosphoric acid
and its homologs, and their mechanism action acts on
the inhibition of the cholinesterase enzyme [2]. Altera-
tions in the susceptibility of Ae. aegypti to malathion have
already been reported in countries in America, including
Brazil [17, 18].

This study was developed with the aim of describ-
ing assay standardizations and resistance monitoring
of Ae. aegypti populations to insecticides used in public
health on a national scale in Brazil between 2017 and
2018, discussing the obtained findings. This monitoring
was promoted by the Brazilian MoH and was the broad-
est evaluation ever carried out in a country of continen-
tal dimensions, resulting in the evaluation of mosquito
populations from 132 cities during 17 months, in which
over 137,000 larvae and 131,000 adults were tested. To
the best of our knowledge, this is also the largest surveil-
lance round concerning insecticide Ae. aegypti resistance
monitoring on a global scale.

Methods

Study populations

The sampling points applied herein considered several
areas throughout the Brazilian territory, covering a large
number of close towns, in urban conglomerates with high
population density, as suggested by Chediak et al. [19],
preferentially in sites previously evaluated during the
12-year period MoReNAa Network effort, as described
by Valle et al. [9]. This proposal was also adjusted consid-
ering the operational capacity of the municipal sampling
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teams, resulting in the selection of 146 cities for Ae.
aegypti samplings over the course of 17 months (Table 1,
Fig. 1). Field Ae. aegypti populations were collected by
the Endemic Control Agents of each city, using between
100 oviposition traps (ovitraps) in cities with up to 50,000
houses and 300 ovitraps in cities with over 500,000
houses, following the MoReNAa Network methodology
[12].

To install the traps, houses evenly distributed in a
grid pattern with full coverage of the urban territory
were selected, in order to include regions presenting
different infestation levels, and one trap was installed
in a shaded area on the grounds of each selected house.
A 0.04% yeast extract solution was used as an attractant
for gravid females. In order to facilitate the preparation
of this solution in the field, the agents were provided
with a 50 ml conical tube containing 6 g of a commer-
cial yeast extract (Arma Zen®; Tetra Gmbh, Melle,
Germany). During the trap installation, the tubes were
filled with tap water to the 50 ml mark and homog-
enized. With the aid of plastic Pasteur pipettes, 1 ml
of this solution was added to the trap, which was then
then filled with tap water to the 300 ml mark. The traps
were maintained in the households for 15 days, with
one paddle and an attractive solution change at the
end of the first week. The paddles containing the eggs
were air-dried for 2-3 days prior to being sent to the
laboratories.

The samplings were carried out between August 2017
and December 2018, following a staggered schedule
so as not to overload the laboratories. Three preferred
months were chosen for the samplings in each region
of the country, observing the most adequate climatic
conditions in order to obtain higher egg densities. The
field-collected samples were initially sent to a central
entomology laboratory in each respective state, which
then confirmed the correct sampling registration at the
origin sites and adequate paddle storage. The paddles
were then shipped to the Physiology and Arthropod
Vector Control Laboratory (Laboratério de Fisiologia
e Controle de Artrépodes Vetores, LAFICAVE), at the
Oswaldo Cruz Institute (IOC/Fiocruz), Rio de Janeiro/
RJ, where the arrivals were recorded, forms were stored
and populations labeled with a code known only by the
study director, in order to maintain origin confidential-
ity. Half of the populations remained at the LAFICAVE,
while the other half was sent to the Applied Entomol-
ogy Laboratory (Laboratério de Entomologia Apli-
cada, LEnA), at the Endemic Control Superintendence
(Superintendéncia de Controle de Endemias, SUCEN),
Marilia, SP. Aedes aegypti specimen sorting, colony
maintenance and bioassays were performed by the
LAFICAVE and LEnA laboratories.
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Mosquito rearing

Paddles containing eggs were submerged in dechlorin-
ated water and hatched larvae were transferred to basins
(33 x 24 x 8 cm) containing 1 1 of dechlorinated water
and 100 mg of fish food (TetraMin®, Tetra Marine Gran-
ules; Tetra Gmbh, Melle, Germany) added every 3 days.
The resulting adult Ae. aegypti mosquitoes were identi-
fied to the species level and sorted sex, with 500 females
and 500 males maintained in cylindrical carton cages
(16 cm in diameter x 18 cm high), where a 10% sucrose
solution was offered ad libtum. When the number of
females were insufficient for producing an F1 genera-
tion (less than 100 females), new field collections were
requested.

In order to produce eggs for the next generation,
females were additionally fed blood from guinea pigs
(Cavia Porcellus - Linnaeus, 1758) 3 days post-emer-
gence. Alternatively, females were offered to feed on
citrated rabbit blood through a Hemotek reservoir mem-
brane feeder (Discovery Workshops, Accrington, UK),
containing 6 ml of blood covered with a parafilm mem-
brane, sealed with a rubber ring, at 37 °C for 1 h. F1
generation mosquitoes were employed in the bioassays,
although an F2 generation was required whenever the
number of F1 generation individuals to perform all larvae
and adult assays was insufficient.

Insectaries were maintained under controlled tem-
perature (26 + 2 °C) and humidity (70 £ 10%) follow-
ing the Fiocruz biosafety manual for vector insectaries
and infectories [20]. About 50 specimens of the parental
generation were cryopreserved for the creation of a DNA
bank for future genetic analyses. Only male mosquitoes
were cryopreserved, eliminating the need to extract the
female’s abdomen to prevent possible DNA amplifica-
tion from spermatozoa present in their spermateca. The
Rockefeller [21] reference strain concerning insecticide
susceptibility and vigor under laboratory conditions
was employed for the determination of diagnostic-doses
(DD), and was exposed in parallel in each assay, as an
assay quality control. Standardizations of the biological
tests performed on both adults and larvae were carried
out using this susceptible strain.

DD estimations

Before the susceptibility evaluations of field Ae. aegypti
populations, the DD for pyriproxyfen and malathion
were estimated, respectively, in larvae and adults, under
our local conditions. It is important to note that a WHO
reference for a pyriproxyfen DD is still not available so
far. The locally established DDs were obtained by dose-
response (DR) assays using the Rockefeller strain. The
Rockefeller colony maintained at the LEnA was used for
the tests in both laboratories.
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DD estimation for pyriproxyfen

Larval bioassays were conducted with an IGR pyriproxy-
fen analytical standard (Sigma-Aldrich, Co., St Louis,
USA), pre-dissolved in acetone (Sigma-Aldrich) and fur-
ther diluted in ethanol (Merck, CGaA, Darmstadt, Ger-
many). Following procedures described in the WHO
guidelines for larvicide bioassays, with some modifica-
tions [22], third-stage larvae (L3 stage) were submitted
to a gradient of 13 product concentrations (0.0667 to
0.2337ug/1), where adult emergence inhibition (EI) per-
centages were evaluated at the end of 7 to 10 days, when
all control larvae had emerged into adults. Four replicates
comprising 10 L3 larvae each were prepared for each
concentration, and an equal number of controls were
prepared using only ethanol. The larvae were fed 10 mg
of fish food (TetraMin®, Tetra Marine Granules) on the
first day and 5 mg on the third day after initial exposure.
The assays were followed daily until complete adult emer-
gence in the control group.

Assays were discarded if the EI of the control group
was > 10%. If not, they were corrected using the Abbott’s
formula when EI ranged between 5% and 10% [22]. Four
tests were performed at different times. When pupae
began to develop, cups were covered with a mesh to
avoid eventual adult escapes. Mortality and adult emer-
gence were recorded when all the specimens under the
control condition had emerged. Live adults were con-
sidered as those totally free of their exuviae and able to
fly when gently touched, and the other individuals were
considered dead. The EI were calculated using Pro-
bit (Polo-PC, LeOra Software, Berkeley, CA, USA) and
logistic regression analyses [23]. Finally, the pyriproxyfen
DD was determined as twice the dose that inhibited the
emergence of adults in 99% (Elgy) of Rockefeller larvae
exposed to the compound.

DD estimation for malathion

To perform the bioassays, aliquots of OP stock solu-
tions at a concentration of 3000 mg/l were prepared
from a malathion analytical standard (Sigma-Aldrich)
dissolved in acetone (Sigma-Aldrich) and stored at
-80 °C. Glass bottles (250 ml) (Wheaton) were coated
on the inside with 1 ml of malathion dissolved in ace-
tone at four concentrations (12, 15, 18 and 20 pg/bot-
tle) prepared from the stock solution 24 h before the
test. Two bottles per concentration and one control
(coated on the inside with 1 ml of acetone only) were
employed for each test, with each bottle containing 25
females aged 3-5 days-old. Six tests with each dose
were performed, on distinct days. Mosquitoes were
exposed to the insecticide for up to 30 min, and mor-
tality rates were recorded every 10 min. The dose that
caused 100% mortality in 30 min was considered as the
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Table 1 Brazilian towns participating in the 2017-2018 Aedes aegypti pyriproxyfen and malathion monitoring susceptibility round

No. Lat? Long® State Town Ne Lat® Long® State Town

1 —7.36 —7267 AC Cruzeiro do Sul 74 —13.54 —4822 GO Minagu

2 —998 —67.81 AC Rio Branco 75 —14.09 —46.36 GO Posse

3 —11.02 —68.75 AC Brasiléia 76 —16.77 —47.61 GO Cristalina

4 —263 —56.74 AM Parintins 77 —16.67 —49.26 GO Goiania

5 —-0.14 —67.08 AM Séo Gabriel da Cachoeira 78 — 1644 —51.12 GO lpord

6 —7.51 —63.03 AM Humaita 79 —17.89 —51.72 GO Jatai

7 —4.23 —69.95 AM Tabatinga 80 —17.74 —49.11 GO Morrinhos

8 —4.08 —63.14 AM Coari 81 —19.01 —57.65 MS Corumba

9 —3.13 —60.02 AM Manaus 82 —2223 —54.81 MS Dourados

10 0.04 —51.06 AP Macapd 83 —20.79 —51.71 MS Trés Lagoas

Il 3.85 —51.83 AP Oiapoque 84 — 1851 —54.76 MS Coxim

12 2.50 —50.94 AP Calcoene 85 —2249 —55.71 MS Ponta Pora

13 —244 —54.72 PA Santarém 86 —2046 — 5462 MS Campo Grande

14 —7.10 —49.94 PA Xinguara 87 — 1557 —56.07 MT Cuiabéd

15 — 146 — 4849 PA Belém 88 — 1647 —54.63 MT Rondondpolis

16 —1.69 —5048 PA Breves 89 —10.64 —51.57 MT Confresa

17 —535 —49.14 PA Maraba 90 —9.87 —56.09 MT Alta Floresta

18 —321 —52.21 PA Altamira 91 —14.05 —52.16 MT Agua Boa

19 —4.26 —55.99 PA [taituba 92 —15.23 —5934 MT Pontes e Lacerda

20 —-377 —49.67 PA Tucuruf 93 —1142 —5876 MT Juina

21 —8.03 —50.03 PA Redencéao 94 —15.89 —52.26 MT Barra do Gargas

22 —1143 —61.44 RO Cacoal 95 —11.86 —5550 MT Sinop

23 — 1044 —6248 RO Jaru 96 —20.85 —41.11 ES Cachoeiro do Itapemirim
24 —8.77 —63.83 RO Porto Velho 97 —2032 —40.32 ES Vitéria

25 —10.77 —65.32 RO Guajara-Mirim 98 —1871 —4040 ES Nova Venécia

26 —12.74 —60.14 RO Vilhena 99 —19.82 —40.28 ES Aracruz

27 0.94 —6043 RR Rorainopolis 100 —23.01 —44.32 RJ Angra dos Reis

28 2.82 —60.67 RR Boa Vista 101 —21.75 —4133 RJ Campos dos Goytacazes
29 — 1163 —46.82 TO Dianopolis 102 —2251 —44.09 RJ Volta Redonda

30 —10.16 —4835 TO Palmas 103 —22.88 —43.23 RJ Rio de Janeiro

31 -11.73 —49.07 TO Gurupi 104 —19.94 —4393 MG Belo Horizonte

32 —7.19 — 4821 TO Araguaina 105 — 1885 —4195 MG Governador Valadares
33 —9.66 —35.70 AL Maceié 106 —21.76 —43.35 MG Juiz de Fora

34 —9.76 —36.66 AL Arapiraca 107 —16.72 —43.87 MG Montes Claros

35 —938 —38.00 AL Delmiro Gouveia 108 —19.71 — 4798 MG Uberaba

36 —11.30 —41.86 BA Irecé 109 —17.86 —41.51 MG Teofilo Otoni

37 —13.01 —3849 BA Salvador 110 —19.53 —42.62 MG Coronel Fabriciano
38 — 1754 —39.74 BA Teixeira de Freitas 1 —2156 —4543 MG Varginha

39 —14.79 —3927 BA [tabuna 112 —1859 —46.52 MG Patos de Minas

40 —14.21 —4167 BA Brumado 113 —21.18 — 47281 SP Ribeirao Preto

41 —11.66 —39.01 BA Serrinha 114 —22.12 —51.39 SP Presidente Prudente
42 —372 —3859 CE Fortaleza 115 —2350 — 4746 SP Sorocaba

43 —3.69 —4035 CE Sobral 116 —20381 —4938 SP Sao José do Rio Preto
44 —5.18 —40.67 CE Crateus 17 —2381 —4540 SP Sao Sebastido

45 —4.96 —39.01 CE Quixada 118 —2357 —46.57 SP Séo Paulo

46 — 640 —3886 CE Icod 119 —2554 —54.59 PR Foz do Iguagu

47 —7.21 —39.32 CE Juazeiro do Norte 120 —2331 —51.16 PR Londrina

48 —6.76 —3823 PB Sousa 121 —23.08 —5246 PR Paranavaf

49 —7.15 —34.87 PB Joao Pessoa 122 —2342 —51.94 PR Maringa
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Table 1 (continued)
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No. Lat® Long® State Town Ne Lat® Long® State Town

50 —722 —3588 PB Campina Grande 123 —26.08 —53.06 PR Francisco Beltrdo

51 —7.04 —35.63 PB Alagoa Grande 124 —27.87 —5448 RS Santa Rosa

52 —8.06 —34.89 PE Recife 125 —29.95 —50.99 RS Gravataf

53 —8.07 —39.12 PE Salgueiro 126 —2826 —5241 RS Passo Fundo

54 —889 —3649 PE Garanhuns 127 —29.69 —53.81 RS Santa Maria

55 —940 —40.50 PE Petrolina 128 —30.38 — 5645 RS Quaraf

56 —8.68 —3559 PE Palmares 129 —26.73 —5352 SC Sao Miguel do Oeste
57 —7.58 —40.50 PE Araripina 130 —26.87 —5240 SC Xanxeré

58 —7.96 —36.20 PE Santa Cruz do Capibaribe 131 —2691 —48.66 SC Itajal

59 —6.77 —43.02 Pl Floriano 132 —27.11 —5262 SC Chapeco

60 —5.09 —42.81 Pl Teresina 133 —10.94 —69.56 AC Assis Brasil

61 —290 —41.78 PI Parnaiba 134 —9.07 —68.66 AC Sena Madureira

62 —7.08 —4147 PI Picos 135 0.78 —51.95 AP Pedra Branca do Amapari
63 —9.02 —42.69 Pl S&o Raimundo Nonato 136 —0.86 —5254 AP Laranjal do Jari

64 —5.75 —3525 RN Natal 137 —937 —37.25 AL Santana do Ipanema
65 —06.11 —38.20 RN Pau dos Ferros 138 —12.14 —45.00 BA Barreiras

66 —6.59 —36.77 RN Jardim do Seridd 139 —457 —37.77 CE Aracati

67 —5.19 —37.36 RN Mossord 140 —4.23 —44.78 MA Bacabal

68 —253 —4430 MA Séo Luis 141 —753 —46.04 MA Balsas

69 —1091 —37.05 SE Aracaju 142 —551 —45.24 MA Barra do Corda

70 —10.22 —3742 SE Nossa Senhora da Gléria 143 —553 —4748 MA Imperatriz

71 —10.69 —3743 SE [tabaiana 144 —22.29 —4253 RJ Nova Friburgo

72 — 1092 —3767 SE Lagarto 145 —17.22 —46.88 MG Paracatu

73 —15.79 —47.89 DF Brasilia 146 —27.59 —48.55 SC Floriandpolis

2 Latitude

b Longitude

Note: State capitals underlined. State acronyms: AC, Acre; AM, Amazonas; AP, Amapa; PA, Para; RO, Rondonia; RR, Roraima; TO, Tocantins; AL, Alagoas; BA, Bahia; CE,
Ceard; PB, Paraiba; PE, Pernambuco; PI, Piaui; RN, Rio Grande do Norte; MA, Maranhéo; SE, Sergipe; DF, Distrito Federal; GO, Goids; MS, Mato Grosso do Sul; ES, Espirito
Santo; RJ, Rio de Janeiro; MG, Minas Gerais; SP, Sdo Paulo; PR, Parana; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina

DD, as recommended by the WHO [22]. The DD tests
with field populations consisted of 25 females aged 3 to
5 days old gently blown with a Castor aspirator inside
the bottles: 4 bottles coated with the malathion DD
and 2 controls coated with acetone only. Addition tests
were conducted applying the WHO recommended DD
(50 pg/bottle) [24]. Three independent assays were per-
formed for each population and using both laboratory-
determined and WHO recommended DDs.

Evaluation of pyriproxyfen susceptibility in field
populations

First screening with DD

Once DD of the pyriproxyfen was obtained, larvae from
each field population (16 replicates of 10 larvae, total-
ing 160 larvae) were exposed to the IGR DD, while 80
larvae from the same population (8 replicates of 10 lar-
vae) were used as the negative control (ethanol only). In
parallel, 80 Rockefeller larvae (8 replicates of 10 larvae)
were also exposed to the DD, as the internal control of

assay conditions. Only healthy larvae exhibiting normal
movement and from the same breeding site were selected
for each test. The IGR solutions were prepared from a
pyriproxyfen analytical standard (Sigma-Aldrich) pre-
dissolved in acetone (Sigma-Aldrich) and further diluted
in ethanol (Merck®). Aliquots containing 15 pl of the
IGR at a concentration of 100,000 mg/l were prepared
and stored at — 80 °C. These aliquots were then used to
prepare 5 ml stock solutions at a concentration of 300
mg/] and were stored in a refrigerator for up to 30 days.
A new dilution was prepared on the same day of the tests
from these stock solutions, at a final concentration from
which 1 ml would result in the desired DD in the 250 ml
test cups. Each population was tested four independent
times. The EI of each population was established as the
means of these four assays. A total of 240 larvae from
the evaluated field population (including their replicates)
were necessary for each dose-diagnostic test, totaling
960 larvae in the four repetitions performed in differ-
ent rounds. WHO criteria were applied to classify the
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Fig. 1 Map of Brazil showing the municipalities participating in the 2017-2018 Aedes aegypti pyriproxyfen and malathion susceptibility monitoring
round. The numbers in red represent state capitals. The continuous lines in Brazilian territory indicate different states

populations as susceptible, exhibiting suggested resist-
ance or resistant, when EI were > 98%, between 90 and
97.9% and < 90%, respectively [22].

Resistance ratio estimation

Field populations not susceptible to pyriproxyfen (EI <
98%) in DD assays were submitted to a DR assay in order
to quantify their resistance levels. Larvae were exposed
to a range of 10 concentrations (0.008-0.45 pg/l) in four
replicates comprising 10 L3 larvae each and four control
replicates using ethanol only. The Rockefeller strain was
run in parallel, consisting of four replicates, with larvae
exposed to the DD only. Mortality and metamorphosis
rates were recorded until the emergence of all adults in
the control condition. A total of 440 larvae were evalu-
ated in each DR test, including their replicates, requiring
1760 larvae from each field population to perform the
repetitions of the four different rounds.

The inhibition of 50% and 95% adult emergence (EI,
and El,;) of each population were obtained by a probit
analysis [25]. Resistance ratios were obtained by dividing
the EI (50 and 95) of each population by the equivalent EI
of the Rockefeller reference strain. Populations were clas-
sified as suggested by Mazzarri & Georghiou [26] into
low, moderate, or high resistance respectively for RRgys <
5, between 5.0-10.0, and > 10.0.

Evaluation of malathion susceptibility in field populations

The Ae. aegypti populations were tested using adult
females, 3 to 5 days post-emergence and not blood-fed,
from the F1 or F2 generations. Each test consisted of
the exposure of 20 to 25 females per bottle, with 4 bot-
tles coated on the inside with each DD (the DD evaluated
herein and 50 pg/bottle) in addition to 2 bottles coated
on the inside with acetone only as the negative control.
The reference Rockefeller strain was run in parallel with
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2 bottles coated with each DD. Mortality rates were
recorded every 15 min, and mosquitoes that could not
stand, were considered dead. Mortality rates for the rep-
licates of each DD were calculated at the diagnosis time
(30 min) in each assay. A total of 4 bioassays were per-
formed for each population, and the final result consid-
ered the mean mortality of these bioassays. A total of
1000 females from each field population were used to
carry out four different rounds of these tests, comprising
250 females in each, including replicates.

The DD and DR assays for both the IGR and adulti-
cide compounds were performed under test-insectary
conditions, with controlled temperature (26 + 2 °C) and
humidity (70 £ 10%).

Data analysis

The percentages of adult emergence inhibition, lethal
doses (LD), their respective confidence intervals (95%
CI) and the population slope were calculated by the Polo-
PC software, employing a probit analysis [25]. Resistance
ratios (RR) were obtained by the quotient between the
LD of a population by the Rockefeller reference strain
values. Maps were constructed using the QGIZ version
2.18.6 and GIMP version 2.10.14 software packages [23].

Results

A total of 146 urban Brazilian cities were selected to
evaluate Ae. aegypti susceptibility/resistance to insec-
ticides current employed in official national campaigns
throughout the country (Table 1, Fig. 1), based on a
geographical representation proposal. State capitals,
international borders and cities exhibiting previous
insecticide resistance data were preferentially selected.
Appropriate egg sampling was performed in 140 (95.9%)
localities. Eggs from 14 (9.6%), however, did not hatch
or the number of resulting larvae were insufficient to
produce a F1 generation (less than 100 females). Thus,
new samplings were carried out in a further six (4.1%)
localities. Female numbers remained low even after a
second collection and F1 Ae. aegypti colonies were raised
with less than 100 FO females for four localities, namely
Parintins (Amazonas), Irecé (Bahia), Quixada (Ceard)
and Salgueiro (Pernambuco). A total of 132 Ae. aegypti
populations (94.3% of the initially planned point collec-
tions) were evaluated. The number of Ae. aegypti mos-
quitoes obtained per population ranged from 48 to 2438
females and from 54 to 2563 males. Aedes albopictus was
present in 59.8% (78/132) of the populations, at 1-419
females and 1-455 male ratios.

Table 2 presents information regarding the geographi-
cal origin, number of total and positive paddles (paddles
containing eggs), mean egg numbers in positive pad-
dles, total resulting adults for both Ae. aegypti and Ae.
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albopictus, adult emergence inhibition (EI) to the IGR
larvicide and mortality after exposure to the adulticide
organophosphate.

The dose-diagnostic (DD) obtained for pyriproxyfen
was of 0.015 pg/l (Table 3). Among the 132 evaluated
populations, six (4.5%) from the Brazilian northeastern
cities of Itabuna, Brumado and Serrinha (Bahia), Quix-
add, Icd, and Juazeiro do Norte (Ceard), presented EI <
98%, thus being subjected to DR tests to assess resistance
levels (Table 2, Fig. 2). Resistance ratios (RRy, and RRy;)
were low in these populations, ranging between 1.07-
1.97 (RRy,) or 1.51-3.58 (RRy;) (Table 4), indicating low
resistance. Approximately 137,280 larvae were tested to
perform all dose-diagnostic larval assays for the 132 pop-
ulations, followed by DR assays in six populations that
did not exhibit pyriproxyfen susceptibility.

The DD obtained for malathion under our laboratory
conditions was of 20 pg/bottle (Fig. 3), 2.5-fold lower than
the established WHO value (50 pg/bottle). In the 20 pg/
bottle DD tests (Fig. 4a), 28 populations (21.4%) presented
mortality above 98% (susceptible), 30 (22.9%) exhibited
mortality between 90 and 98% (suggested resistance)
and 73 populations (55.7%) displayed mortality below
90% (confirmed resistance). On the other hand, when
exposed to 50 pg/bottle (Fig. 4b), most of the populations
(121, 92.4%) were considered susceptible, and the remain-
ing (10, 7.6%), as presenting “suggested resistance’, with
mortality rates ranging from 90 and 98%. Approximately
131,000 Ae. aegypti female adults from 131 field popula-
tions were required for the malathion susceptibility test-
ing. As noted in the map displayed in Fig. 4a, although
localities with populations where resistance to 20 pug/bot-
tle malathion was suggested are spread out throughout
the country, the north region concentrates the highest
percentage of resistant populations (71.9%).

Discussion

The present study evidenced the feasibility of conducting
an insecticide resistance monitoring action in a standard-
ized and strongly coordinated manner, applying a model
that may be of assistance in implementing national moni-
toring plans in other countries. A systematic literature
review covering insecticide resistance data in Ae. aegypti
field populations from Latin America and the Caribbean
indicates that less than half of the countries in this region
have published bioassay data between 2008 and 2018
[7]. In addition, the number of populations represent-
ing each national surveillance was generally rather low
[7]. Susceptibility monitoring to temephos and deltame-
thrin carried out between 1999 and 2011 by the previous
“National Network for Monitoring the Resistance of Ae.
aegypti to Insecticides” generally evaluated between 25
and 74 populations every two years [17].
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Out of all Ae. aegypti populations evaluated herein,
99.3% were classified as susceptible to the IGR pyriproxy-
fen. The six resistant populations were from the same
geographical region (Northeast), in the states of Bahia
(Itabuna, Brumado and Serrinha) and Ceard (Quixadi,
Ic6 and Juazeiro do Norte), suggesting the emergence of
localized pyriproxyfen resistance. Interestingly, some of
these populations exhibited discrepant RR;, and RRgys
values, suggesting a heterogeneous response within the
population, as represented by low slope values (Table 4).
These populations are likely experiencing an initial selec-
tion process, where only some individuals exhibit resist-
ance so far. We hypothesized that this regionalization is
related to differences in operational applications and the
amount of applied insecticides, as well as due to popu-
lation genetic background peculiarities, although no evi-
dence to support this so far is available. It is noteworthy
that Ae. aegypti populations from the Northeast pre-
sented the highest levels of temephos resistance in Bra-
zil [9], as well lower residual effects in field assays, noted
in populations from localities where high temephos RRs
were previously described [27]. These data were col-
lected before the introduction of pyriproxyfen use, sug-
gesting cross-resistance. In the case of Itabuna, in the
state of Bahia, simulated field trials carried out in 2015
demonstrated 100% pyriproxyfen efficacy within 30 days
after application, albeit with a significant drop in the EI
after 45 days [28]. Further investigations are required in
order to better understand the mechanisms related to
this trend.

We evidenced that the lowest malathion concentration
able to kill 100% of Rockefeller females in 30 min was 20
ug/bottle, a 2.5-fold lower dose than that recommended
by WHO in bottle assays (50 pg) [24]. No malathion-
resistant populations (mortalities of less than 90%) were
observed when the WHO DD 50 pg/bottle was employed,
while 73 populations (55.8% of the total evaluated) were
classified as resistant in the 20 pg/bottle exposure assays.
The WHO-suggested DD is based on tests performed in
reference laboratories and estimated from a variety of
susceptible strains for resistance detection, seeking easy
testing and reliability. This DD should be considered as
a guide that may be refined for local situations whenever
possible [29]. The local DD was more sensitive in the
early discrimination of resistant individuals. This results
in an interesting approach in identifying decreased sus-
ceptibility before reaching levels that may incur in loss
of insecticide effectiveness in the field. The resistance
monitoring programme in Brazil seeks to detect early
susceptibility changes so that the applied product may be
changed in a timely manner. Early detection would also
permit management approaches enabling to more rapidly
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revert to the susceptible status of a population in cases
where resistance is not so high.

The meaning of laboratory-observed resistance asso-
ciated to product effectiveness under field conditions
should be studied. Assessments conducted two decades
ago had already reported Ae. aegypti resistance to mala-
thion in northeastern Brazilian populations, when OPs
were used to control both the larval (temephos) and adult
(malathion) phases [17]. Insecticide selection against Ae.
aegypti in Brazil followed the WHO criteria, also indi-
cating that a product should be replaced in areas with a
high RR (> 10.0) and with confirmed lack of efficacy in
simulated field tests [11]. However, insecticide substitu-
tion takes an average of two years [2], since it depends
on series of bureaucratic processes. Therefore, the time
spent between the first detection of resistance in a labo-
ratory bioassay and the effective change of the compound
in the field has not been effective in precluding the spread
of insecticide resistance. In order to avoid decreased
insecticide effectiveness in the field, a more sensitive
replacement criterion has been adopted since 2006. In
this regard, changing the active ingredient of the insecti-
cide is recommended in localities where mosquito popu-
lations present mortality rates below 70% in DD assays or
with RRy; > 3.0, which occurs before the previous applied
management criteria, of mortality rates below 80% in DD
assays and RRy; > 10.0 [11]. Results for the state of Sao
Paulo were the basis for this arrangement, where simu-
lated field trials with temephos demonstrated failures in
the control of Ae. aegypti in populations exhibiting RRyg
> 3.0. PYs were ineffective in simulated field trials against
populations with mortality rates below 70% in the DD in
laboratory bioassays [30]. This was a very severe crite-
rion, aiming to preserve resistance evolution or reverse
it. Since no RR values > 5 for pyriproxyfen are observed
in the country, IGR use may be continued, although the
best scenario would be to apply another insecticide class
in locations presenting suggested resistance.

Concerning adulticides, the situation is alarming, since
there is only one available alternative to PY and to the OP
malathion, i.e. the association of prallethrin with imida-
cloprid [31]. In the most recent national evaluation con-
cerning PYs (2011 and 2012) high RRs for deltamethrin
were observed throughout the country [8]. In addition,
localities with higher numbers of dengue incidence in
Sdo Paulo were also those exhibiting higher levels of PY
resistance, although these compounds were no longer
being applied by governmental campaigns against Ae.
aegypti. This is associated to the excessive use of insecti-
cides in households, especially during arbovirus epidemic
seasons, and PYs application against other urban vectors,
as observed in an area where an intense campaign against
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Fig. 2 Map of Brazil displaying the results of the IGR pyriproxyfen resistance evaluation for Aedes aegypti populations, 2017-2018. Green circles or
orange diamonds represent localities where populations were susceptible or suggested resistance (IE < 98%) was noted, respectively. The states of
Bahia (BA) and Ceard (CE) are highlighted and the municipalities presenting suggested resistance populations are indicated

Table 4 Dose-response bioassays on Aedes aegypti populations resistant to pyriproxyfen in Brazil, 2017-2018

Region State Population/City Elsg (ug/N?* (CI) Elgs (ug/)? (C1) RR5Ob RR%b Slope Resistance level®
Rockefeller 0.0621 (0.0620-0.0639) 0.1190 (0.1137-0.1253) 1.00 1.00 5.81 -
Northeast Bahia Serrinha 0.1207 (0.0312-0.4665) 04257 (0.1711-1.0595) 1.95 3.58 3,00 Low
Itabuna 0.1223 (0.0942-0.1588) 04056 (0.2776-0.5927) 1.97 341 3.16 Low
Brumado 0.0666 (0.0510-0.0871) 0.3160 (0.2699-0.3699) 1.07 2.66 243 Low
Ceara Juazeiro do Norte 0.0835 (0.0498-0.1399) 0.2495 (0.1884-0.3304) 1.35 2.10 346 Low
Quixada 0.0900 (0.0800-0.0900) 0.2200 (0.2000-0.2400) 1.45 1.85 431 Low
Ico 0.0700 (0.0600-0.0800) 0.1800 (0.1500-0.2200) 113 1.51 4.25 Low

? Elgg and Elgs: inhibition of 50% and 95% adult emergence pyriproxyfen concentrations, respectively (Cl: confidence intervals)
b RRs, and RRys: resistance ratios
¢ Resitance level: RRys < 5.0: low; RRg5 5.0-10.0: moderate; RRys > 10.0: high Mazzarri & Georghiou [26]

effective plan based on chemical vector control strate-
gies. We described the sampling and standardization
activities of insecticide resistance monitoring tests for
Ae. aegypti from 132 Brazilian localities between 2017
and 2018, discussing their results in the light of knowl-
edge acquired since the first monitoring round carried

Leishmania vectors was implemented [32]. The present
study demonstrated resistance to malathion in most of
the evaluated mosquito populations with the 20 pg/bot-
tle DD. Therefore, chemical control against Ae. aegypti is
crucially threatened in most Brazil territory, as long as no
other alternative compound is available.
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Fig. 3 Determination of the malathion diagnostic-dose (DD) in Aedes aegypti, Rockefeller strain. a Mortality throughout the exposure period to
bottles coated inside with different doses. b Three additional independent trials with DD set at 20 pug/ml, resulting in 100% mortality in 30 min. The
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Fig. 4 Map of Brazil displaying the results of the organophosphate malathion resistance evaluation for Aedes aegypti populations, 2017-2018.
Diagnostic-dose tests employed a 20 ug/bottle (@) or 50 pg/bottle dose (b). Green circles, orange diamonds or red triangles represent localities
where populations were considered susceptible, with suggested resistance or with confirmed resistance, respectively

out in 1999. We currently recommend the substitution
of pyriproxyfen for an alternative larvicide class in areas
where susceptibility changes were detected, in order to
preserve the efficacy of this IGR. Regarding adulticides,
resistance to malathion was as widespread in all Brazil-
ian regions through laboratory-based DD assessments.
Therefore, an alternative class of insecticide should be
used to control adult mosquitos, also considering the
previously noted history of pyrethroid resistance in Bra-
zil. Resistance monitoring and the evaluation of new
products must be performed continuously in locations

that represent Brazil’s geographical, climatic and urban
diversity.
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ABSTRACT: Vector control has been an essential strategy in Brazil to manage vector-borne diseases, and the use of insecticides
plays an important role in this effort. Pyriproxyfen (PPF) has become a common insect growth regulator used to control juvenile
stages of mosquitoes by disturbing their growth and development. This study assesses the susceptibility and resistance status of
Brazilian Ae. aegypti populations that previously showed low resistance levels to PPE Eggs of Ae. aegypti were collected from six
cities located in the northeast states of Ceard (Quixada, Ico, and Juazeiro do Norte), and Bahia (Itabuna, Brumado, and Serrinha).
We used the Ae. aegypti Rockefeller strain as an experimental control and a strain known to be susceptible to insecticides.
Inhibition of emergence rates by 50% of Ae. aegypti populations varied from 0.0098-0.046 pg/L. Mosquitoes from Icd, Serrinha,
and Brumado showed low resistance levels [resistance ratio (RR, ) = 2.33, 4.52, and 4.83, respectively], whereas moderate levels
of resistance were detected in populations from Juazeiro do Norte (RR_=5.83) and Itabuna (RR, =7.88). Aedes aegypti collected
from the Quixada population showed a high resistance level to pyriproxyfen (RR_=11). The evolution of resistance in Brazilian
Ae. aegypti populations to PPF can compromise vector control efforts. Continuous monitoring of insecticide resistance in Ae.
aegypti is essential for making timely management decisions for effective vector control and management. Journal of Vector

Ecology 48 (1): 12-18. 2023,

Keyword Index: Resistance, Aedes aegypti, Brazil, pyriproxyfen, emergence inhibition, mosquito control.

INTRODUCTION

Aedes aegypti is considered to be the primary vector
species of emerging arboviruses, including dengue,
chikungunya, and Zika viruses. Close to four billion people
are estimated to be at risk of dengue infection in 128 countries,
mainly from tropical and subtropical regions of Africa, the
Americas, the eastern Mediterranean, Southeast Asia, and
the Western Pacific (Brady and Hay 2020). More than 17
million dengue cases were reported in the Americas between
2012 and 2021, of which 64% were concentrated in Brazil,
the country responsible for registering more than half of the
9,056 dengue-related deaths in the South American continent
during this period (PAHO 2022). In Brazil, the emergence of
new dengue virus serotypes increases the risk of new and
more severe infections, such as dengue hemorrhagic fever,
especially in vulnerable areas (Ribeiro et al. 2021, Cunha et
al. 2021).

Zika virus infection has also been associated with severe
congenital malformations (microcephaly) in newborn babies
(Rasmussen et al. 2016). The country confirmed 1,834 cases of
the congenital syndrome associated with Zika virus infection

between 2015 and 2021. Zika virus and other emerging
arboviruses have increased in incidence in recent decades
around the world, and their circulation may be concomitant
in the same region during epidemics (Dick et al. 2012, Roiz
et al. 2018). Vector-borne diseases exacerbate poverty, cause a
loss in work and school days, increase the cost of health care,
and undermine economic productivity (Parra-Henao et al.
2021).

Vaccines are considered to be the leading way to manage
infectious disease outbreaks (Excler et al. 2021). However,
considering that few effective vaccines are available for most
arboviruses, vector control remains the essential method for
preventing human infection and outbreaks of arboviruses
(Domingo et al. 2008, Achee et al. 2015). Integrated mosquito
management is regarded as one of the best methods to control
vectors, which includes regular community involvement,
surveillance of vectors and pathogens, mapping, source
reduction, biological and chemical controls, and monitoring
of the effectiveness and resistance of mosquito vectors to
insecticides.

The evolution of insecticide resistance is related to
the selective pressure for the continuous and intensive use
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of the same active ingredient in the chemical control of a
population, and its frequency can reach levels capable of
compromising the effectiveness of the product used (Roush
1989). Resistance to organophosphates and pyrethroids in
Ae. aegypti is widespread in many countries, including Brazil
(Moyes et al. 2017).

Pyriproxyfen (PPF) is an insect growth regulator that can
be used to interrupt the metamorphosis and reproduction of
mosquitoes (Maoz et al. 2017, Alomar and Alto 2021, 2022).
The use of PPF at low concentrations can inhibit the juvenile
stages of Ae. aegypti from emergence to adulthood, which
is expected to lower recruitment of adults in a population
(Alomar et al. 2020). In Brazil, the employment of PPF against
Ae. aegypti was started in 2014 in response to the dengue virus
outbreaks, and resistance to the PPF was detected between
2017 and 2018 in populations collected from municipalities
in the northeast region of the country (Campos et al.
2020). Continuous monitoring of mosquito populations for
insecticide resistance is critical for insecticide resistance
management strategies and prolonging the effectiveness of
vector-borne disease control (Campos et al. 2022). Therefore,
the present study reports the current resistance status to PPF
in Ae. aegypti populations from the northeast region of Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Collection method

Field collections of Ae. aegypti occurred in municipalities
where resistance to PPF was detected in a previous study
(Campos et al. 2020). The collections of mosquitoes from the
geographic populations were made two years following the
initial assessment of PPF resistance reported by Campos et al.
(2020). These populations were derived from six cities located
in the northeast states of Ceara (Quixada, Icd, and Juazeiro do
Norte), and Bahia (Itabuna, Brumado, and Serrinha), Brazil
(Figure 1).

Aedes aegyptifield populations were collected in February

aré state

Bahia state

N

s 0 100 200
km
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and March, 2020 by the Endemic Control Agents of each city
using 100 oviposition traps (ovitraps) in towns with up to
50,000 houses and 150 ovitraps in cities with up to 200,000
homes following the MoReNAa Network methodology (Lima
et al. 2003, Braga and Valle 2007). To install the traps, houses
were evenly distributed in a grid pattern, selecting complete
coverage of the urban territory to include regions presenting
different infestation levels. The Endemic Control Agents
installed one trap in a shaded area on the grounds of each
selected house. Each ovitrap was filled with 300 ml of tap
water, 1 ml yeast extract solution (0.04%) as an attractant for
gravid females, and a single wooden paddle as an oviposition
substrate. Ovitraps were maintained in the households for 15
days, and paddles and attractive solutions were changed at
the end of the first week. Paddles containing the eggs were
air-dried for two to three days prior to being sent to the
Laboratory of Physiology and Control of Arthropod Vector
(Laboratdrio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores,
LAFICAVE), at the Oswaldo Cruz Institute (IOC/Fiocruz),
Rio de Janeiro/ RJ.

Mosquito rearing

Paddles containing eggs were submerged in
dechlorinated water. Hatched larvae were transferred to
basins (33 x 24 x 8 cm) containing 1 liter of dechlorinated
water and 100 mg of fish food (TetraMin® Tropical Granules,
Tetra Marine Granules; Tetra Gmbh, Melle, Germany), with
supplementary food added every three days. After the eggs
hatched, ten basins with 500 larvae of each population were
used to establish mosquito colonies. In some cases, less than
500 larvae were available, and so all available larvae were used
to establish the colony. Pupae from field populations were
collected and placed in tubes with cotton plugs to allow for
the capture of newly emerged adults and the identification
of species. Adult mosquitoes were maintained in cylindrical
carton cages (16 cm in diameter x 18 cm high) with access
to a 10% sucrose solution through cotton wicks. To produce

Figure 1. Map of Brazil showing
the geographic locations where
mosquito  populations  were
sampled from Ceara and Bahia
states.
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eggs for the next generation, we offered blood meals (rabbit
blood) containing sodium citrate as an anticoagulant
through Hemotek reservoir membrane feeders (Discovery
Workshops, Accrington, UK) preheated to 37° C for 1 h to
females. All mosquito colonies were held at 26 + 2° C and
70 £ 10% RH. The Ae. aegypti Rockefeller strain was used as
an experimental control and a strain known to be susceptible
to insecticides (Kuno 2014). The reference strain was used to
determine the resistance ratio (RR).

Pyriproxyfen preparation, toxicity bioassays, and resistance
ratio estimation

The analytical standard of pyriproxyfen (Sigma-Aldrich,
Co., St Louis, U.S.A.) was dissolved in acetone and further
serially diluted in ethanol to prepare different concentra-
tions for the toxicity bioassays (Campos et al. 2020). The
dose-response (DR) bioassays were conducted at the Flori-
da Medical Entomology Laboratory (FMEL) in Vero Beach,
FL. Eggs from field populations (F3 generation) were sent
to FMEL after receiving an export authorization by the In-
stituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA). We used the F4 generation for the
bioassays due to the delay in performing experiments result-
ing from the COVID-19 pandemic. Mosquitoes were reared
for the next generation under similar conditions mentioned
above before being subjected to the toxicity bioassays. Six
field populations and an insecticide-susceptible strain of Ae.
aegypti (Rockefeller) were subjected to DR bioassays to quan-
tify their resistance levels following procedures described
in the WHO guidelines for larvicide bioassays, with some
modifications. Briefly, forty 3rd-4th instar larvae (four rep-
licates with ten larvae each) were exposed to ten concentra-
tions ranging from 0.0008 to 0.05 pg/L, as used in the previ-
ous tests reported by Campos and collaborators (Campos et
al. 2020). Four tests were performed at different time points.
Larval food (10 mg) was added on the initial day of exposure
during bioassays, and 5 mg of supplementary food was added
two days later. Adult inhibition of emergence (IE) percentag-
es (i.e., mortality) were calculated at the end of the bioassays
when all control pupae had emerged into adults (expressed
as a percentage of the original cohort of mosquitoes). Adults

were considered to have survived if they were free from the
pupal exuviae and capable of flight when gently touched. A
total of 440 larvae were evaluated in each DR test, including
their replicates, requiring 1,760 larvae from each population
for the four experimental replicates.

Data analysis

Inhibition of emergence of 50% and 90% of adults (IE,
and IE,)) of each population was determined using probit
analysis (SAS version 9.22, SAS Institute Inc., Cary, NC,
U.S.A.). Mortality was corrected using Abbot’s formula.
Resistance ratios (RR, ) were obtained by dividing the IE,
of each mosquito population by the equivalent EI of the
Rockefeller reference strain. Resistance levels were classified
as low (<5), moderate (5.0-10.0), or high (>10.0).

RESULTS

The numbers of traps and paddles installed, positive
paddles, and eggs obtained for each field population are
summarized in Table 1. The percentage of inhibition of adult
emergence for the susceptible strain (Rockefeller) under our
laboratory conditions was estimated at IE,, = 0.0042 (95%
CI [0.0035 - 0.0048]) and IE = 0.0086 (95% CI [0.0074 -
0.0110]) (Table 2). Dose-response bioassays indicated that
Ae. aegypti populations from the Brazilian northeastern cities
of Itabuna, Brumado, and Serrinha (Bahia), and Quixada,
Juazeiro do Norte, and Ic6 (Ceard), presented resistance
ratios (RR_) ranging from 2.33 to 11.00 and RR,, ranging
from 6.58 — 19.24 (Table 2). Considering the RR, values, the
populations from the cities of Brumado and Serrinha (Bahia)
and Ico (Ceara), had low resistance ratios, indicating low
resistance/high susceptibility to PPE In contrast, populations
from the cities of Itabuna (Bahia) and Juazeiro do Norte
(Ceard) showed moderate resistance, and the population
from the city of Quixada (Ceard) showed high resistance to
PPF (Figure 2).

Table 1. Sampling of Aedes aegypti field populations from Brazil.

Paddles Eggs
State Population/City Ovitraps
total pp° total mean eggs in pp

Itabuna 150 300 162 11,444 70.6

Bahia Brumado 100 220 154 24,327 158.0
Serrinha 100 183 91 3,350 36.8

Quixada 100 210 73 3,520 48.2

Ceard Juazeiro do Norte 150 300 210 16,694 79.5
Icod 100 200 155 10,508 67.8
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Table 2. Dose-response bioassays of Ae. aegypti populations resistant to pyriproxyfen in Brazil. ‘Resistance level: RR, <
5.0: low; RR, 5.0-10.0: moderate; RR, > 10.0: high. "Campos et al. 2020.

State  Population/ 2020 2017/2018°
City EL, (ug/L) EI, RR,, RR,  Slope Resistance RR, ~ Resistance
(CD) (ug/L) (CD level® level®
0.0042 0.0086 1.00 1.00 4.09 - 1.00 -
Rockefeller (0.0035- (0.0074-
0.0048) 0.0110)
0.0331 0.0696 7.88 8.09 3.97 Moderate 1.97 Low
Itabuna (0.0313- (0.0646-
Bahia 0.0349) 0.0758)
0.0203 0.0566 4.83 6.58 2.87 Low 1.07 Low
Brumado (0.0117- (0.0389-
0.0285) 0.1272)
0.0190 0.1655 4.52 19.24 1.36 Low 1.95 Low
Serrinha (0.0087- (0.0762-
0.0363) 0.7673)
0.0462 0.1373 11.00 15.97 2.71 High 1.45 Low
Quixad (0.0298- (0.0945-
0.0646) 0.2653)
Ceara Juazeiro do 0.0245 0.0570 5.83 6.63 3.50 Moderate 1.35 Low
Norte (0.0230- (0.0527-
0.0261) 0.0621)
0.0098 0.1040 2.33 12.09 1.25 Low 1.13 Low
Icod (0.0046- (0.0454-
0.0197) 0.4736)
A B C
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S S g
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Figure 2. Pyriproxyfen-induced adult emergence inhibition for Ae. aegypti after exposure to a range of doses. Doses
are represented as log,  transformation of pg/L. Lines represent the best fit for data. Dots represent an average adult
emergence inhibition from four biological replicates. Error bars denote standard error. Further description of the data

set is in Table 2.
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DISCUSSION

The aim of our study was to reassess PPF resistance in field
populations of Ae. aegypti from the Brazilian northeastern
cities of Itabuna, Brumado, and Serrinha (Bahia), and
Quixada, Icd, and Juazeiro do Norte (Ceard). Aedes aegypti
populations from these locations showed low resistance levels
to PPF in an evaluation carried out previously during 2017
and 2018 (Campos et al. 2020). Considering the existence of
few reports of resistance of Ae. aegypti to this larvicide, the
present work allows for a relative assessment of changes in
resistance ratios after the continued use of PPF for mosquito
control for two additional years.

The RR_ values found in this study were 2.1 to 7.6 times
higher than those reported for dose-response (quantitative)
tests in 2017-2018. The higher values observed are consistent
with the expectation that a greater proportion of individuals
will carry resistance polymorphisms or alleles in response to
continued selection (Liu 2015) through the application of PPF
on a bimonthly frequency for two to three years. Comparing
the resistance levels of the populations evaluated to those
measured previously (Campos et al. 2020), where all had low
levels of resistance, two of these populations had their levels
increase to moderate resistance (Itabuna/Bahia and Juazeiro
do Norte/Ceara), and one exhibited high resistance (Quixada/
Ceard). Other studies previously conducted in the Brazilian
midwest region detected low and moderate resistance to PPF
(RR,, 1.42-2.21 and RR, 1.7-7.7) in Ae. aegypti populations
(Moreira 2018, Carvalho et al. 2020). The low resistance of Ae.
aegypti to PPF was also reported in Martinique (RR,, of 2.2),
moderate resistance in Malaysia (RR_ of 6.1), and high in the
US.A. (RR, of 38.7) (Marcombe et al. 2011, Lau et al. 2015, Su
et al. 2019), while there was no resistance to PPF in Pakistan
(Rahman et al. 2021). As occurred in the previous study,
some populations presented discrepant RR, and RR, values,
represented by low slopes (Table 2), which suggests that the
population is heterogeneous and resistance is developing in
an initial process, with susceptible and resistant individuals.

Andrighetti et al. (2008) described resistance to PPF in
populations from Salvador and Barreiras (Bahia State) and
Bauru (Sdo Paulo State) (RR_ of 6.5, 1.4, and 3.6, respectively)
years before the beginning of the use of PPF for Ae. aegypti
control in public health in Brazil. At the time, the populations
showed respectively, RR, of 11, 5.2, and 2.0 to temephos,
and the authors suggested the possibility of cross-resistance
between PPF and temephos (Andrighetti et al. 2008). The
authors hypothesized that cross-resistance is attributable
to increased metabolic detoxification of different enzymes
possibly related to resistance to temephos [alpha and beta
esterases, mixed function oxidases (MFO), and glutathione-
S-transferase (GST), with activity found also altered in
populations resistant to insect growth regulator (Andrighetti
et al. 2008). Results of monitoring susceptibility of Ae. aegypti
to temephos between 1985 and 2017 in Brazil showed that the
highest resistance levels occurred in the northeast region, a
similar region where we observed resistance to PPE. The RR,
to the temephos above 100 was found in 20% of evaluated
cases (Valle et al. 2019).
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In addition to the genetic differences between mosquito
populations, we hypothesize that variations in the frequency
or concentration of insecticide application may have
contributed to variability in their resistance levels. An
increase in insecticide application frequency generally occurs
when entomological control activities are intensified during
arbovirus outbreaks. In addition, changes in the applied
concentrations can happen due to failures in the application
process. An analysis of relative insecticide use can contribute
to our understanding of the association with development
of resistance; however, such data are not available for
different municipalities. Identification of the specific factors
influencing the evolution of resistance and mechanisms was
beyond the scope of the study. Future studies should consider
investigations of quantifying the relative use of insecticides
in different municipalities and physiological mechanisms
associated with resistance.

Here, we found RRs >5 for Ae. aegypti Brazilian
populations to PPE. Semi-field trials carried out by Macoris
et al. (2014) showed that, for Ae. aegypti populations with
RR >5 to neurotoxin temephos, field control failures were
considered evident. Larval control under field conditions
was acceptable for populations with RR <3 to temephos.
However, studies investigating the functional significance of
resistance levels to insect growth regulators in the field have
not yet been reported. Consequently, further investigations
into the impact of these results on vector control operations
are needed. The emergence of resistance to newly developed
insecticides draws attention to the need for regular monitoring
of the susceptibility profile of local mosquito populations
and planning control measures accordingly (Richards et al.
2020). In 2021, PPF was gradually replaced by the biological
larvicide Spinosad, derived from the fermentation of the
bacterium Saccharopolyspora spinosa, for Ae. aegypti larval
control in Brazil. The decision to alternate the active
ingredient used was made by the Brazilian Ministry of Health,
considering the detection of PPF resistance selection in an
initial process and the small number of prequalified larvicides
(Campos et al. 2020).

In addition to potential negative impacts of insecticides
on the environment, inadequate application procedures may
result in further selective pressure on the target insect vector
as well as nontarget organisms (Maciel-de-Freitas et al. 2014,
Chediak et al. 2016, Macoris et al. 2018). Rotating the use
of insecticides and integrated vector management strategies
should be implemented to mitigate the development of
insecticide resistance. The prioritization of mechanical
control and community mobilization to reduce breeding
sites is of fundamental importance for the effectiveness and
sustainability of vector control (Roiz et al. 2018). Mapping
the most significant risk areas within the territories is a tool
that aims to direct surveillance actions promptly, which seeks
to reduce the intensity and speed of epidemic dispersion,
contributing to the more rational use of chemical control
(Hondrio 2017, Siqueira et al. 2022).

The sampling of mosquito populations that had
previously been susceptible to the larvicide PPF was
impeded by operational problems and the COVID-19
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pandemic. Specifically, the social isolation imposed the
suspension of home visits by Endemic Control Agents
in some municipalities. We acknowledge that the lack of
sampling of other populations that did not show altered PPF
susceptibility was a limitation of this work. Also, the lack of an
investigation of the mechanism(s) for evolution of resistance
(e.g., biochemical activity of enzymes) in these mosquito
populations was beyond the scope of the current study and
a limitation.

Our study demonstrates the evolution of PPF resistance
in Ae. aegypti populations in a short period, highlighting the
importance of regular and systematic monitoring of target
vector populations for informed vector control actions to be
used. Implementing integrated management measures, which
contribute to reducing the need of insecticide application
for vector control, becomes increasingly necessary with the
emergence of resistance to newly developed insecticides.
It is also essential to improve basic sanitation conditions,
especially in areas with greater risk for arbovirus transmission,
to reduce breeding sites sustainably.
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Abstract: Zika virus (ZIKV) infection has caused devastating consequences in Brazil as infections
were associated with neurological complications in neonates. Aedes aegypti is the primary vector
of ZIKV, and the evolution of insecticide resistance (IR) in this species can compromise control
efforts. Although relative levels of phenotypic IR in mosquitoes can change considerably over
time, its influence on vector competence for arboviruses is unclear Pyriproxyfen (PPF)-resistant
populations of Ae. aegypti were collected from five municipalities located in Northeast of Brazil,
which demonstrated different resistance levels; low (Serrinha, Brumado), moderate (Juazeiro do
Norte, Itabuna), and high (Quixada). Experimental per os infection using ZIKV were performed
with individuals from these populations and with an insecticide susceptible strain (Rockefeller) to
determine their relative vector competence for ZIKV. Although all populations were competent to
transmit ZIKV, mosquitoes derived from populations with moderate to high levels of IR exhibited
similar or lower susceptibility to ZIKV infection than those from populations with low IR or the
susceptible strain. These observations suggest an association between IR and arbovirus infection,
which may be attributable to genetic hitchhiking. The use of PPF to control Brazilian Ae. aegypti
may be associated with an indirect benefit of reduced susceptibility to infection, but no changes in
disseminated infection and transmission of ZIKV among PPF-resistant phenotypes.

Keywords: Zika virus; Aedes acgypti; pyriproxyfen; per os infection; insecticide resistance; viral titer;
vector competence

1. Introduction

Zika virus (ZIKV) is an arthropod-borne virus (arbovirus) belonging to the family
Flaviviridae and genus Flavivirus. It was first isolated from a rhesus sentinel monkey
caged in the Zika forest of Uganda in 1947 and then from Aedes (Stegomyia) africanus
mosquitoes in the same forest in 1948 [1]. Human infection was reported in Nigeria in
1953 [2]. In the following years, evidence of antibodies to ZIKV were found in human
populaﬁons throughout Sub-Saharan Africa and Southeast Asia, despite the occurrence
of a few symptomatic cases [3]. Zika virus is primarily transmitted by mosquito vectors,
mainly attributed to the subgenus Stegomyia of the genus Aedes [3], where Ae. acgypti is
considered as the primary ZIKV vector to humans [4]. There is evidence showing that ZIKV
can be spnead to humans by different means of transmission, includjng breastfeedj.ng [5],
sexual [6], and blood transfusion [3], which may complicate the control of this virus.
Infections of ZIKV in humans are often asymptomatic; when present, symptoms include
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mild fever, maculopapular rash, myalgia, arthralgia, retro-orbital pain, conjunctivitis, and
headache [7].

Zika virus was not considered as a public health problem for decades due to few
human clinical cases [8]. However, the first outbreak of ZIKV occurred in 2007 on Yap
Island, Micronesia, caused by the Asian ZIKV lineage. Approximately, 73% of island
residents were infected and reported mild and short-lived symptoms [8]. From 2013 to
2014, French Polynesia experienced an outbreak of ZIKV with high attack rates and cases
associated with neurological complications (Guillain-Barré syndrome) [9]. The virus spread
throughout the South Pacific in 2014, provoking outbreaks in New Caledonia, the Cook
Islands, and Easter Island [10]. In November 2014, states in Brazil’s Northeast region
reported outbreaks of ZIKV infection [11], which were laboratory confirmed the following
year [12]. The French Polynesian ZIKV strain, the Asian lineage of the virus, was speculated
to have entered Brazil between May and December 2013 during specific sporting events [13].
In 2015, it has been estimated that there were between 440,000 and 1,300,000 cases of ZIKV
in Brazil. [14]. The association between ZIKV infection and neurological signs/symptoms
in adults has been confirmed [15], followed by confirmation of the association between
ZIKV infection and neonatal microcephaly after the virus isolation from amniotic fluid
and fetal brain tissue [16]. Retrospective analyses suggested that births of babies with
microcephaly were associated with ZIKV infection and also occurred during the outbreak
in French Polynesia, in 2013 and 2014 [17]. Later, autochthonous transmission of ZIKV has
spread to all Brazilian states [18], the South and Central Americas, and the Caribbean [19].

Pyriproxyfen (PPF) is an insect growth regulator that targets mosquito immature
stages, disrupts their development, and inhibits their emergence to adulthood [20-22].
Pyriproxyfen has been used to control Ae. aegypti in public health throughout Brazil since
2014, largely attributable to insecticide resistance (IR) in Ae. aegypti to other insecticides,
including pyrethroids and organophosphates [23,24]. The most studied mechanisms re-
sponsible for the evolution of resistance are increased activity of detoxifying enzymes and
modification of the insecticide target site. The resistance may have a cost on insects” biology
as it can affect their life history traits, such as larval development, sexual competition,
susceptibility to predation, and vector competence [25-29]. Assessment of the susceptibility
status of 123 Ae. aegypti populations collected throughout Brazil between 2017 and 2018
detected IR to PPF in populations from municipalities in the states of Bahia and Cear3,
Northeast region, for the first time in Brazil [24]. It is known that IR can affect vector
control efforts and epidemic prevention; however, few studies have assessed the influence
of IR on Ae. aegypti vector competence for arboviruses. To our knowledge, no study has
been published evaluating the association between PPF resistance and vector competence
of arboviruses. New collections of Ae. aegypti populations were carried out about 2 to
3 years later from previous municipalities (Serrinha, Brumado, Juazeiro do Norte, Itabuna,
Quixada) to investigate additional changes in resistance levels following continued PPF
pressure. Here, we test the hypothesis that vector competence in Brazilian populations of
Ae. aeygpti varies with PPF resistance level.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

Mosquito infection experiments with ZIKV were performed in an arbovirology re-
search facility (Biosafety level-2 and Arthropod Containment Level-2) at the Florida Medical
Entomology Laboratory in accordance with the approved protocol by the University of
Florida’s Institutional Biosafety Committee and Animal Care and Use Committee.

2.2. Mosquito Populations

Aedes aegypti mosquito populations were collected in February and March 2020 from
different cities (Serrinha, Brumado, and Itabuna, from Bahia state; Juazeiro do Norte,
and Quixada, from Cear4 state) located in Northeast Brazil (Figure 1) using 100 ovitraps
in towns with up to 50,000 houses and 150 ovitraps in cities with up to 200,000 homes,
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following the MoReNAa Network methodology [30,31]. These ovitraps containing tap
water, yeast extract solution (0.04%), and a single wooden paddle were distributed on the
grounds of selected houses in a grid pattern for 15 days, covering the urban territory to
include regions presenting different infestations levels. Field-collected parental generation
eggs were hatched and used to establish laboratory colonies of each population, which were
maintained at the Laboratory of Physiology and Control of Arthropod Vector (Laboratdrio
de Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores, LAFICAVE), at the Oswaldo Cruz Institute
(IOC/Fiocruz), Rio de Janeiro/R] before being shipped to Florida Medical Entomology
Laboratory, Vero Beach.

High

Brazil

= === Moderate

Levels of resistance to pyriproxyfen

Low

Figure 1. Brazil map showing cities where Ae. aegypti mosquito populations were collected with their
relative resistance levels to PPE.

Mosquitoes were maintained in an insectary at 26-28 °C, relative humidity of 70-80%,
and a 12:12 h light-dark cycle. Larvae were hatched in deoxygenated water prepared in an
insulated vacuum container powered by an electronic pump for 45 min, and newly hatched
larvae were reared in pans of distilled water (1.5 L) and fed with fish food (TetraMin).
Pupae were transferred to adult rearing cages, where emergent adults were maintained
on a diet of 10% sucrose solution. To generate eggs, adult females were blood-fed on
restrained chickens (Gallus gallus domesticus) according to animal use and care policies of
the University of Florida’s Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC Protocol
202007682). Newly laid eggs were collected, kept moist for at least 24 h, and air-dried prior
to storage at room temperature in plastic containers. Larval bioassays were conducted in
all mosquito populations and in a Rockefeller susceptible stain (reference) to determine
their resistance levels to PPF, following procedures described in the WHO guidelines for
larvicidal bioassays. Modifications to the guidelines, such as changes in the number of
exposed larvae, number of replicates, and amount of food offered to the larvae, were
performed [32]. The results of bioassays revealed that low resistance rates in Serrinha and
Brumado populations, moderate resistance in Juazeiro do Norte and Itabuna population,
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and high resistance in Quixada population. The full reports of IR of these populations to
PPF are submitted for publication elsewhere.

2.3. Zika Virus and Cells

An isolate of ZIKV (Puerto Rico strain, PRVABC59) of the Asian lineage used in this
study was collected from serum of a ZIKV-infected human who traveled to Puerto Rico in
2015 and provided to us by the U.S. Centers for Disease Control and Prevention. We pas-
saged ZIKV three times in cell culture before use in the infection study involving Ae. aegypti
populations from Brazil. The complete genome sequence of this virus strain can be found
under Gene bank accession # KU501215.1. The propagation of ZIKV was performed as
previously described [33]. Briefly, African green monkey (Vero) cells were allowed to grow
in T-175 cm? cell culture flasks at 37 °C and 5% carbon dioxide atmosphere until 80-90%
confluency. Cell monolayers were then infected with stock ZIKV at a 0.01 multiplicity of
infection and incubated for six days at 37 °C in media (M199) (HyClone, Medium 199,
GE Healthcare, Logan, UT, USA) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), antibiotics (penicillin-streptomycin),
and Mycostatin. After this incubation period, infectious cell culture supernatant was har-
vested and added to defibrinated bovine blood (Hemostat Laboratories, Dixon, CA, USA)
with adenosine-5'-triphosphate disodium salt trihydrate (ATP, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) to obtain infectious bloodmeal [34,35].

2.4. Zika Virus-Infected Blood and per os Infection

Female mosquitoes aged 5-8 days old were kept in plastic cups and deprived of sucrose
solution 24 h before per os infection challenges on viremic bloodmeals administered via
Hemotek feeders (Discovery Workshops, Lancashire, UK) covered with sheep intestine
as a membrane and heated to 37 °C. Mosquitoes were allowed to feed for 45 min at
28 °C. Immediately after feeding, infectious bloodmeals were aliquoted into cryovials from
Hemotek feeders and frozen at —80 °C for later assays to determine viral titers fed by
mosquitoes. Fully engorged females were separated from partial and unfed individuals
using anesthetization with carbon dioxide and transferred to new plastic cups with access
to 10% sucrose solution for the duration of the experiment. The vector competence study
was performed with three biological replicates.

2.5. Cationic-(Q)-Paper and Saliva Collection

To examine viral transmission efficiency, the saliva of females was collected using
the cationic-(Q)-paper (CQP) method as described elsewhere [33]. Briefly, after an incuba-
tion period of 14 days post-infection (dpi), mosquitoes were transferred individually to
Drosophila cultivation vials (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) containing wet CQPs
treated with honey that were placed on the mesh at the top of the cultivation vials to collect
their saliva upon feeding on honey-containing CQPs. In order to determine whether a
female fed on honey and deposited saliva, blue food coloring was mixed with honey and
used as a visual marker. Mosquitoes were kept in the cultivation vials and allowed to feed
on the honey-containing CQPs for 24 h. Following feeding, females were anesthetized
with carbon dioxide and dissected to separate their bodies from legs, andeach mosquito
sample (body, leg, CQP) was stored separately in microcentrifuge tubes (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) containing M199 and frozen at —80 °C until further processing.
Saliva was assayed for the presence of ZIKV from females that were successfully fed on
honey-containing CQPs as indicated by visualization of blue coloring in their crops.

2.6. Ribonucleic Acid Extraction and Real-Time PCR for Zika Virus Quantification

Viral RNA was extracted from the frozen mosquito bodies, legs, and CQPs using QIAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germantown, MD, USA), following homogenization of samples
with steel BBs in a TissueLyser II (Qiagen, Hilden, Germany) at 19.5 Hz for 3 min and centrifuged
at 13,200 rpm for 5 min. Zika virus RNA was detected and quantified by quantitative CFX96
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real-time PCR system (qQRT-PCR) (BioRad Laboratories, Hercules, CA). The primer sequences
used were F: 5'-CTTCTTATCCACAGCCGTCTC-3' and R: 5-CCAGGCTTCAACGTCGTTAT-3/,
with probe sequence: 5'-/56 FAM/ AGAAGGAGACGAGATGCGGTACAGG/3BHQ 1/-3'.
Reactions were performed using SuperScript IIl One-Step RT-PCR System with Platinum Taq
Polymerase (Invitrogen). The conditions of the gqRT-PCR were 94 °C for 2 min, and 39 cycles of
94 °C for 15 s, 50 °C for 30 min, and 58 °C for 1 min. Titers of virus in mosquito tissues and
saliva were quantified using a standard curve that compares cDNA synthesis to a range of ZIKV
serial dilutions in parallel with plaque assays of the same dilutions of the virus, expressed as
plaque forming unit equivalents (PFUe)/mL.

2.7. Statistical Analysis

Susceptibility to infection (number of positive bodies/total number of mosquitoes
tested), disseminated infection (number of infected legs/total number of infected bodies),
and saliva infection (number of positive saliva/total number of infected legs) were calcu-
lated for each population and analyzed using logistic regression analysis (PROC LOGISTIC,
SAS 9.4). Significant treatment effects were further examined using pairwise compar-
isons of treatment groups as follow-up tests, correcting for multiple comparisons by the
Tukey—Kramer method. Viral titers in mosquito samples were tested for differences among
mosquito populations using analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s range test
for multiple comparisons. p-values lower than 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

To determine mosquito susceptibility to infection with ZIKV, a total of 276 females
from all resistant populations that imbibed the infectious blood meal containing viral titer
of 6.35 logiy PFUe/mL and survived the 14 days incubation period were tested for the
presence of ZIKV in their bodies following viral RNA extraction. The viral titer of infectious
bloodmeals approximated the viremic titers observed in humans [36].

Logistic regression analysis showed a highly significant effect of PPF resistance on
mosquito susceptibility to ZIKV infection (x? = 41.50, df = 5, p < 0.0001). Susceptibility to
infection varied among the five mosquito populations, where low resistant populations
exhibited higher infection rates than moderate or high resistant populations (Table 1).
Thus, the Brazilian populations of Ae. aegypti resistant to PPF exhibit similar or lower
susceptibility to infection with ZIKV than individuals from weakly resistant and susceptible
populations of Ae. aegypti.

Table 1. Logistic regression of resistant mosquito populations on susceptibility to infection (body).
Results show the means (probability scale), standard errors, and 95% confidence intervals (lower
and upper means) for susceptibility to Zika infection. Means followed by different letters denote
significant differences.

Population (Resistance Level) Mean (No. Samples) Std. Error of Mean Lower Mean Upper Mean
Rockefeller (reference strain) 0.8491 (51) a 0.04917 0.7262 0.9227
Serrinha (Low) 0.9512 (39) a 0.03364 0.8248 0.9878
Brumado (Low) 0.8600 (48) a 0.04907 0.7343 0.9318
Juazeiro do Norte (Moderate) 0.8200 (48) a 0.05433 0.6889 0.9036
Itabuna (Moderate) 0.4694 (47) b 0.07129 0.3354 0.6079
Quixada (High) 0.5111 (43) b 0.07452 0.3682 0.6523

No significant effects of PPF resistance were observed on disseminated infection of ZIKV into leg tissue (x? = 3.37,
df =5, p = 0.64), or transmission by infected saliva (x?=825,df =5, p =0.14, Tables 2 and 3).
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Table 2. Logistic regression of resistant mosquito populations on susceptibility to disseminated
infection (legs). Results show the means (probability scale), standard errors, and 95% confidence
intervals (lower and upper means) for disseminated Zika infection. Means followed by different
letters denote significant differences.

Population (Resistance Level) Mean (No. Samples) Std. Error of Mean Lower Mean Upper Mean
Rockefeller (reference strain) 0.5869 (44) a 0.07260 0.4414 0.7187
Serrinha (Low) 0.6750 (38) a 0.07406 0.5173 0.8010
Brumado (Low) 0.7273 (42) a 0.06714 0.5787 0.8381
Juazeiro do Norte (Moderate) 0.7561 (40) a 0.06707 0.6031 0.8634
Itabuna (Moderate) 0.6667 (22) a 0.09623 0.4612 0.8237
Quixada (High) 0.6667 (22) a 0.09623 0.4612 0.8237
Table 3. Logistic regression of resistant mosquito populations on susceptibility to transmission
(saliva). Results show the means (probability scale), standard errors, and 95% confidence intervals
(lower and upper means) for Zika infection of saliva. Means followed by different letters denote
significant differences.
Population (Resistance Level) Mean (No. Samples) Std. Error of Mean Lower Mean Upper Mean
Rockefeller (reference strain) 0.4286 (26) a 0.09352 0.2619 0.6132
Serrinha (Low) 0.2143 (26) a 0.07754 0.09957 0.4021
Brumado (Low) 0.1212 (31) a 0.05682 0.04625 0.2818
Juazeiro do Norte (Moderate) 0.2188 (31) a 0.07308 0.1080 0.3930
Itabuna (Moderate) 0.1765 (15) a 0.09246 0.05801 0.4271
Quixada (High) 0.2941 (15) a 0.1105 0.1280 0.5419

Analysis of variance showed that PPF resistance had a significant effect on ZIKV
titers in bodies (F = 2.33, df = 5, p = 0.04) and saliva (F = 2.74, df = 5, p = 0.04), but not
in legs (F = 1.31, df = 5, p = 0.26). Although ZIKV prevalence of infection was highly
variable between populations, only difference in viral titer was observed between the low
resistant (Brumado) and moderate resistant (Juazeiro do Norte) populations (Figure 2A).
Similar means of ZIKV titers were detected in legs of mosquitoes from different populations
(Figure 2B). However, low resistant population (Serrinha) exhibited higher viral titers in
comparison to the insecticide susceptible strain (Rockefeller) (Figure 2C).
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Figure 2. Titers of ZIKV in bodies (A), legs (B) and saliva (C) at 14 dpi for individuals derived from
five Brazilian populations of Ae. aegypti with different levels of PPF resistance and an insecticide
susceptible strain of Ae. aegypti (Rockefeller). Bars represent means + standard error of the means.
Black and color circles in (A) represent viral titers for mosquitoes with non-disseminated infections
(i.e., ZIKV infection limited to midgut) and disseminated infections (ZIKV infection spread to the
hemocoel), respectively. Asterisk symbols above the graphs denote significant differences following
comparisons of viral titers between infected groups.

4. Discussion

The Northeast region of Brazil was the first and most severely affected by the ZIKV
epidemic in 2014 and 2015 [11,15]. Three years later, Ae. aegypti populations resistant to
the larvicide PPF were detected in some cities in the same region [24], which is predicted
to undermine the control of mosquito-borne arboviruses. However, some authors have
suggested that IR may also impinge on mosquito control through alterations in vector traits,
especially vector longevity, competence, and behavior [37]. We investigated the relationship
between PPF resistance and susceptibility to ZIKV infection and transmission in Ae. aegypti
populations collected from five cities in the Northeast region of Brazil, which demonstrated
different levels of resistance to PPF: low (Serrinha, Brumado), moderate (Juazeiro do Norte,
Itabuna), and high (Quixada).

Previous studies have examined the impacts of exposure to PPF on mosquito vector
competence for arboviruses [20,33]. For instance, exposing mosquitoes to PPF altered
their susceptibility to ZIKYV, specifically, individuals exposed to PPF at larval stages ex-
hibit enhancement of ZIKV infection and transmission in Ae. aegypti [33]. The authors
suggested that alteration in vector competence for ZIKV in mosquitoes surviving PPF
exposure during immature stages may be associated with variation in adult size and other
physiological changes (e.g., stress-induced changes) that may modify their responses to
virus infection [33]. The previous studies occurred during a single generation. In contrast,
assessments of the influence of IR on vector competence of arboviruses occurs over multiple
generations, allowing for the possibility of the evolution of IR. Thus, differences in vector
competencies may not be expected to share similar directional effects or mechanisms. To
our knowledge, our study is one of the first studies to examine the influence of different
levels of PPF resistance on mosquito responses to arbovirus infection. We showed that
populations from Itabuna and Quixada which exhibit moderate to high resistance levels
to PPF, respectively, had lower susceptibility to ZIKV infection than other populations,
including the insecticide susceptible strain (Rockfeller). Our results showed a potential
association between IR and arbovirus infection, which may be attributable to genetic hitch-
hiking. Chromosomal linkage can allow for the possibility that dynamics of a selected
site affect the genetic variation at nearby neutral loci, termed “genetic hitchhiking” [38].
Studies with Drosophila and Ae. aegypti show that genetic variation of selectively neutral
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loci in a genome can be constrained by fixation of advantageous mutations associated with
hitchhiking effect [39]. That is, variation of selectively neutral loci may be constrained by a
genetic hitchhiking effect in genome regions under extensive selection, as can be the case
in which mosquitoes are frequently being exposed to insecticides [39,40]. For example,
genes closely linked to the organophosphate insecticide target loci are predicted to exhibit
reduced genetic variation because of a genetic hitchhiking effect associated with intensive
organophosphate insecticide selection [39]. Similar concepts have been investigated and
suggested for the impact of insecticide resistance on Culex pipiens immunity [41].

The mechanisms of PPF resistance in mosquitoes are not yet fully understood. The
involvement of overexpression of P450 and GST detoxification enzyme activities was sug-
gested [42]. Significant increases in detoxification enzyme activities were also reported
in Ae. albopictus resistant to PPF, corroborating the hypothesis that such resistance has
a metabolic basis [43]. In agreement with our findings, [44] evaluated the susceptibility
of mosquitoes with different pyrethroid resistance profiles to infection and transmission
of dengue viruses (DENVs), and the authors found a negative association between the
frequency of kdr mutations (related to pyrethroid knockdown resistance) and vector com-
petence for DENV in Ae. aegypti. Specifically, mosquitoes with the highest frequency of
mutant alleles L1016 and C1534 had lower infection and transmission rates than those
presenting low or no frequency of kdr mutant alleles [44]. Furthermore, [45] reported
lower rate of adult lifespan in deltamethrin- resistant Ae. albopictus in comparison to the
susceptible line, and when these two lines were orally challenged with DENV-2, individ-
uals’ resistant to deltamethrin showed a reduction in infection rates and viral titers of
DENV-2 in the head, salivary glands, and ovaries at 14 dpi. The authors also found lower
horizontal transmission to mice and vertical transmission to their progeny in those resistant
mosquitoes [45]. The highest deltamethrin resistance level was associated with the lowest
dissemination rates of chikungunya virus in Ae. aegypti [46]. Together, these observations
along with our study suggest that mosquitoes exhibiting resistance to insecticides may
experience fitness costs and lower susceptibility to infection with arboviruses.

On the other hand, other studies observed a positive association between IR and
vector competence for arboviruses. A study by [47] determined the influence of IR on
lines of organophosphate-resistant Cx. quinquefasciatus, where these lines demonstrated
higher vector competence than insecticide-susceptible reference line for West Nile virus.
Higher infection rates of ZIKV were observed in a pyrethroid-resistant population of Ae.
aegypti [48]. Permethrin-selected Ae. aegypti mosquitoes demonstrated significant increase
in dissemination rates of DENV-1 [49]. Although the reasons responsible for these variations
between IR and vector competence studies are not known, they may be attributable to
different mechanisms involved in IR, genetic backgrounds between mosquito populations,
and virus strains.

In conclusion, our data revealed that Brazilian Ae. aegypti populations with different
PPF resistance profiles show altered susceptibility to ZIKV infections, specifically lower
infection rates among populations of Itabuna and Quixada which exhibited moderate and
high resistance to PPF, receptively. Although our study suggested an indirect benefit
of reduced infection rates of ZIKV in some PPF-resistant mosquito populations, it is
essential to continue applying IR mitigation strategies considering that all populations
were able to transmit ZIKV and given that previous reports detecting increases in vector
competence of resistant mosquitoes for some arboviruses. Further studies are needed
to better understand the relationship between IR and mosquito responses to arbovirus
infection and transmission.
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