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RESUMO

Flebotomineos (Diptera: Psychodidae) apresentam  distribuicdo mundial e
aproximadamente 10% das espécies conhecidas sdo incriminadas como vetores de
agentes etioldgicos de doencas humanas, principalmente parasitas do género Leishmania.
Os flebotomineos tém sido encarados como vetores negligenciados de doencas virais,
mas transmitem arbovirus de importancia médica e veterinaria que afetam areas urbanas,
Periurbanas e rurais, em sua maioria em populacdes em situacBes precarias de vida,
normalmente associadas a pobreza. Dentre esses virus 0s mais relevantes séo os do género
Phlebovirus (familia Phenuiviridae) que causam de febre autolimitada (febre dos
fleb6tomos) a infecgdes neuroldgicas. Na Bacia Amazonica brasileira, virus desse género
ja haviam sido registrados no estado do Para e até entdo sem registro no estado do
Amazonas. Foi realizado uma pesquisa no assentamento rural de Rio Pardo, municipio
de Presidente Figueiredo, area metropolitana de Manaus entre 2017 e 2018 utilizando
armadilhas luminosas tipo-CDC e aspiragdo mecéanica em base de arvores. Apos as
coletas, os flebotomineos foram mantidos em cadeia fria; no laboratdrio, as fémeas foram
separadas e identificadas. De 2.468 flebotomineos capturados, 991 fémeas, distribuidas
em 35 espécies gerando 460 pools contendo de 1 a 26 flebotomineos, que foram
macerados e inoculados em células VERO e C6/36. Desses, 38 pools induziram efeito
citopatico, 21 apenas em VERO, 11 apenas em C6/36 e 3 em ambas. Foram realizadas
PCR’s convencionais para 0 género Phlebovirus e um pool com 14 fémeas de Lutzomyia
sp. coletado em um ambiente de floresta foi positivo, o que indica que este virus esta
circulando na populacdo de flebotomineos de Rio Pardo. Resultados preliminares de
sequenciamento nucleotidico e anélises filogenéticas indicam que é um Phlebovirus
potencialmente novo, similar ao virus Uriurana, previamente isolado no Para, que nos
provisoriamente denominamos de Rio Pardo flebovirus (RIOPV). O virus induziu efeito
citopatico em células HepG2, o que é um indicativo de que esse virus é capaz de infectar
células de vertebrados. Também foi isolado com sucesso em células C6/36 e HepG2 e
experimentos adicionais estdo em andamento para caracterizar o isolado de RIOPV por
completo. N6s também identificamos uma bactéria de microbiota de flebotomineos com
genes de resisténcia. Nossos resultados reforcam a necessidade de continua vigilancia de
potenciais patdgenos de humanos em vetores em areas da floresta Amazonica.

Palavras-Chave: Fleb6tomos, Phlebovirus, Rio Pardo flebovirus, Brasil, Amazénia



ABSTRACT

Sandflies (Diptera: Psychodidae) shows worldwide distribution and approximately 10%
of known species are incriminated as vectors of etiological agents of human illness,
mainly parasites of Leishmania genus. Sandflies have been viewed as neglected vectors
of viral diseases, but they transmit arbovirus of medic and veterinary importance that
affects urban, Peri-urban and rural areas mainly in populations in precarious life
situations, usually associated with poverty. Among these viruses, the most relevant are
those of the Phlebovirus genus (family Phenuiviridae) which causes from self-limiting
fever (sandfly fever) to neurological infections. In brazilian Amazon Basin, viruses of
this genus had already been registered in the state of Para, however until now without
registration in the Amazonas state. A survey was done in Rio Pardo rural settlement,
Presidente Figueiredo municipality, metropolitan area of Manaus between 2017 and 2018
using CDC-like light traps and mechanical aspiration on the base of trees. After the
collections, the flies were kept under cold chain; in the lab, the females were separated
and identified. From 2.468 sandflies collected, 991 females, distributed in 35 species were
generated 460 pools containing from 1 up to 26 sand flies, which were macerated and
inoculated into VERO and C6/36 cells. Of those, 38 pools induced cytopathic effect, 21
only in VERO, 11 only in C6/36 and 3 in both. Conventional PCRs were performed for
the Phlebovirus genus and one pool with 14 female Lutzomyia sp. collected in a forest
environment was positive, which indicates that this virus is circulating in the Rio Pardo
sandfly population. Preliminary results of nucleotide sequencing and phylogenetic
analysis indicate that it may be a new Phlebovirus, similar to the Uriurana virus,
previously isolated in Para, which we provisionally call Rio Pardo phlebovirus (RIOPV).
The virus induced cytopathic effect in HepG2 cells, and it is indicative that the newly
isolated phlebovirus can infect vertebrate cells. It was successful isolated on C6/36 and
HepG2 cells and further experiments are ongoing to fully characterize the RIOPV isolate.
We also identified a bacteria from sandfly microbiota with resistant genes. Our results
strengthen the necessity of continuous surveillance of potential humans’ pathogens in
vectors in areas of the Amazon rain forest.

Keywords: Sandflies, Phlebovirus, Rio Pardo phlebovirus, Brazil, Amazon
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INTRODUCAO

Flebotomineos

Os flebotomineos taxonomicamente estdo classificados como pertencentes ao
reino  Animalia, filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, infraordem
Psychodomorpha, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e sdo insetos de
pequeno porte, com registro féssil desde o periodo Cretadceo — de 120 a 135 milhGes de
anos, com aproximadamente 1.000 espécies conhecidas.

Apresentam distribuicdo em areas tropicais e subtropicais, regides aridas e
semiaridas, além de zonas temperadas, e sdo dispersos inclusive em algumas &reas
urbanas, rurais e periurbanas. @

Na Regido neotropical foram identificadas mais de 500 espécies de
flebotomineos, das quais 530 encontradas nas Américas.® No Brasil, 265 espécies foram
descritas até o momento®. No estado do Amazonas estdo presentes 49% da fauna
brasileira de flebotomineos, num total de 113 espécies, das quais 67 estdo presentes em
Manaus e municipios proximos. ®

Séo insetos holometabolos, possuindo metamorfose completa, com as larvas
apresentando quatro instares bem definidos. Estes estagios larvais desenvolvem-se em

matéria organica no solo. ¢®
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200 ym

Figura 1: Ciclo de vida dos flebotomineos: a) ovo, b) larva, c) pupa e d) macho, e) Fémea (Fonte: Acervo
EDTA).

Os adultos apresentam dimorfismo sexual (Figuras 1d e 1e), tém corpo piloso,
apresentam habitos noturnos, capacidade de voo de curta distancia e tém como
caracteristica asas eretas em forma de “V” quando em repouso. Sao delicados e sensiveis
a variacdo de temperatura e umidade. Popularmente sdo conhecidos como mosquito
palha, birigui, tatuquira, asa branca, entre outros. Abrigos naturais para adultos incluem
ocos de arvores, liteira, cavernas, cupinzeiros, tocas de animais, espaco entre rochas e
copas de arvores. Em ambientes com ocupacdo ou interferéncia humana repousam em
areas Umidas e sombreadas, furos em paredes, interior de residéncias e também em
abrigos de animais®*7-°)

Tanto as fémeas quanto os machos alimentam-se de carboidratos como fonte de
energia e somente as fémeas sdo hematéfagas — apresentando uma peca bucal
diferenciada (mandibula), e alimentacdo do tipo ‘pool feeder’ (Figura 2) — necessitando
de sangue para maturagédo dos foliculos ovarianos. Flebotomineos alimentam-se de um
amplo espectro de animais tais como vertebrados de sangue frio, mamiferos e aves,
dependendo da espécie do flebotomineo. Apds a maturagdo dos ovos, estes sdo postos em
substrato Umido rico em matéria organica, como em fezes de herbivoros, que irdo

proporcionar alimento para as larvas.®®
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Figura 2: a) Aparelho bucal do flebotomineo. (Fonte http://www.sciencephoto.com/media/370083/view);
b) Peca bucal do fleb6tomo (Fonte: http://www.sciencephoto.com/media/370082/view) Acesso em
17/01/20109.

Das espécies de flebotomineos conhecidas aproximadamente 10% sdo
incriminadas como vetores de agentes etioldgicos de importancia médica e veterinaria
como os géneros — dependendo da escola taxondémica — Phlebotomus e Sergentomyia que
estdo presentes no velho mundo e o género Lutzomyia que habita 0 novo mundo, esses
trés pertencentes a subfamilia Phlebotominae dentro da familia Psychodidae.*?%

Dentre os agentes etioldgicos transmitidos por flebotomineos estdo protozoarios
tripanossomatideos, incluindo espécies do género Leishmania que causam a doenca
chamada leishmaniose, que é uma das 10 doencas tropicais negligenciadas mais
preocupantes, sendo Leishmaniose Visceral (LV), com aproximadamente 300.000 novos
casos anuais a nivel mundial, com letalidade superior a 6,6%%%, e Leishmaniose
Tegumentar, com 142.635 casos a nivel mundial no ano de 2017.%%

Os flebotomos também séo transmissores de uma vasta quantidade de virus de
importancia médica e veterinaria e da bactéria Bartonella baciliformis, causadora da

bartonelose na regido dos Andes, sem registro de transmissdo no Brasil.(1617)

Arbovirus de flebotomineos

O termo arthropod-borne virus (virus transmitidos por artrépodes) foi criado no
ano de 1942 e faz alusdo ao principal mecanismo bioldgico pelo qual essas viroses sdo
perpetuadas, replicando-se em células de artrépodes hematofagos e sendo transmitidos

durante o repasto sanguineo para hospedeiros vertebrados suscetiveis que servem como
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reservatorio. No ano de 1963, apds recomendacdo do Subcomité Internacional sobre
Nomenclatura dos Virus foi adotado oficialmente o termo ‘arbovirus’ para designar os
virus transmitidos por artrépodes.®

Os arbovirus circulam na natureza e sdo transmitidos biologicamente entre
vertebrados reservatorios suscetiveis (principalmente mamiferos e aves), em sua maioria
por dois grupos de artropodes hemat6fagos: mosquitos (Familia Culicidae) e carrapatos
(Familias Ixodidae e Argasidae), mas também podem ser transmitidos por flebotomineos
(Familia Psychodidae), maruins (Familia Ceratopogonidae) e piuns (Familia Simuliidae).
(19,20)

Competéncia vetorial é a possibilidade de um vetor de tornar-se infectado com
um arbovirus apés ingestdo de sangue contaminado com 0 mesmo e posteriormente
transmiti-lo. Apos o repasto sanguineo a replicacdo do virus inicia-se nas células epiteliais
do mesentério, adentrando pela hemocele de onde ira disseminar-se para os tecidos
parenterais, hemolinfa e, por fim, as glandulas salivares, onde ira realizar uma infeccéo
persistente e dali serd transmitido para outros vertebrados suscetiveis em subsequentes
repastos sanguineos. 2%

A capacidade vetorial é a habilidade de uma fémea vetor de transmitir com
sucesso patdgenos e a eficiéncia da transmissdo da doenca e é afetada por fatores
extrinsecos como o comportamento de alimentacdo sanguinea, densidade e longevidade
vetorial, a replicacdo do virus, e o contato do mesmo com hospedeiros vertebrados
suscetiveis; e intrinsecos como a competéncia vetorial.V

Os arbovirus de importancia médica para o ser humano majoritariamente tém
genomas de RNA e pertencem principalmente as familias Flaviviridae (Género
Flavivirus), Nairoviridae (Género Orthonairovirus), Peribunyaviridae (Género
Orthobunyavirus), Phenuiviridae (Género Phlebovirus), Togaviridae (Género
Alphavirus), Reoviridae (Género Orbivirus) e Rhabdoviridae (Género Vesiculovirus), e
em menor proporc¢ao as familias Orthomyxoviridae (Género Thogotovirus) e Asfarviridae
(Género Asfivirus — Unico arbovirus de DNA conhecido) sendo em sua grande maioria
zoonoses. (19:20.22)

Na atualidade ha aproximadamente 530-540 espécies virais (de arbovirus e
outros virus zoonoticos) das quais 134 ja foram isolados em seres humanos. No Brasil,
34 foram associados a doengas em seres humanos. Algumas arboviroses causam sérios
problemas de saude publica, causando milhdes de infec¢bes anualmente, tais como a
Dengue (nas regibes de clima tropical, com presenca de mosquitos vetores,
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principalmente Aedes aegypti e Ae. albopictus) e a Febre Amarela, que a pouco tempo
disseminou-se pelas regides Sudeste e Sul do Brasil e num intervalo inferior a um ano e
meio foram registrados 1.833 casos com 578 mortes confirmadas (23-26).

As infecgdes causadas por arbovirus podem apresentar complicagdes atipicas ou
graves e causar distarbios neurologicos, de quadros febris, que podem ser indiferenciados,
moderados ou graves, com ou sem exantema; febres hemorragicas; artralgia (poliartralgia
e poliartrite) e rash maculopapular, mielite e meningite asséptica a encefalite seguida de
coma, paralisia e morte.?"2%

Dentre os virus transmitidos por flebotomineos (Figura 3) destacam-se 0s
pertencentes aos géneros Phlebovirus (familia Phenuiviridae) que causam, normalmente,
doencas febris autolimitadas (febre do flebtomo). No entanto algumas espécies virais
podem infectar células do Sistema Nervoso Central e Periférico causando meningites e
meningoencefalites. 03D

Fleb6tomos também séo capazes de transmitir virus do género Vesiculovirus
(familia Rhabdoviridae), que causam severas perdas em pecuaria atingindo o homem de
maneira indireta (contato e fomites) no Novo Mundo e na india é responsavel por casos
letais, principalmente de criancas; e do género Orbivirus (familia Reoviridae), sendo o
ser humano um hospedeiro acidental. No Brasil (Figura 4), apesar de ainda pouco
estudado hé registro de isolamento de virus desses 3 géneros além de outros com género

ainda ndo atribuido. 32
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Figura 3: Viséo geral esquemaética de virus de flebotomineos conforme localizagéo geografica (Adaptado de Ayhan & Charrel 2018).
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Figura 4: Locais de captura de flebotomineos dos quais foram isolados virus no Brasil (Adaptado de Shaw
et al 2018).

Phlebovirus de flebotomineos

Os virus do género Phlebovirus de acordo com a mais recente atualizacéo
taxonémica do Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (International Committee
on Taxonomy of Viruses, ICTV) estéo classificados como pertencentes ao reino Riboviria,
filo Negarnaviricota, classe Ellioviricetes, ordem Bunyavirales, familia Phenuiviridae,
género Phlebovirus, compreendendo mais de 80 espécies virais, 58 das quais divididas
entre dez complexos antigénicos que sdo considerados como espécies. 334

As dez espécies do género Phlebovirus reconhecidas pelo ICTV sdo: Bujaru
phlebovirus, Candiru phlebovirus, Chilibre phlebovirus, Frijoles phlebovirus, Mukawa
phlebovirus, Punta Toro phlebovirus, Rift Valley fever phlebovirus, Salehabad
phlebovirus, Sandfly fever Naples phlebovirus, e Uukuniemi phlebovirus e sdo
classificados em dois grupos antigénicos: o grupo da febre dos fleb6tomos, transmitidos
principalmente por flebotomineos no Velho Mundo (Tabela 1) e o grupo Uukuniemi,

transmitidos por carrapatos. %3
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Tabela 1: Phlebovirus de flebotomineos do Velho Mundo (Adaptado de Palacios 2014, Ayhan & Charrel

2018)
Sorogrupo Espécie Origem do virus Pais / Ano
Sandfly fever Naples virus .
) Amostra de sangue Italia, 1944
Sabin (SFNV)
Tehran virus (THEV) Phlebotomus spp. Ird, 1959
Sandfly fever Naples virus R-3 ]
Soro humano Chipre, 1985
(SFNV)
Sandfly fever Naples virus . Egito, 1985
Phlebotomus papatasi
Namru (SFNV)
Febre do Sandfly fever Naples virus Phlebotomus spp. o
) India, 1971
Flebotomo (SFNV) humanos
Napolitano Sandfly fever Naples virus YU o o
Phlebotomus perniciosus Sérvia, 1976
8-76 (SFNV)
) Phlebotomus perniciosus e
Granada virus (GRAV) Espanha, 2004
humano
Massilia virus (MASV) Phlebotomus spp. Franca, 2005
. ) Phlebotomus perniciosus e »
Punique virus (PUNV) . . Tunisia, 2008
Phlebotomus longicuspis
Toscana virus(TOSV) Phlebotomus perniciosus Italia, 1984
Karimabad virus (KARV) Phlebotomus spp. Ira, 1959
Sandfly fever Sicilian virus )
) Soro humano Italia, 1943
Sabin (SFSV)
Sandfly fever Cyprus virus ]
Soro humano Chipre, 2002
(SFCV)
Febre do L )
Sandfly fever Sicilian virus L
Fleb6tomo Humano Etidpia, 2011
- (SFSV)
Siciliano )
Sandfly fever Turkey virus .
Soro humano Turquia, 2010
(SFTV)
o Phlebotomus spp.
Dashli virus(DASHV) ) Ird, 2009
Sergentomyia spp.
Adria virus (ADRV) Sangue humano Grécia, 2010
Salehabad o .
Adria virus(ADRV) Phlebotomus spp. Albénia, 2009

Os Phlebovirus sdo virus envelopados, esféricos, com diametro de 80 a 120

nandmetros que apresentam genoma de RNA com trés segmentos de fita simples de

polaridade negativa (Grupo V na Classificacdo de Baltimore) de tamanhos distintos

denominados:

seguimento grande (L segment) com aproximadamente 6.4 mil
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nucleotideos, segmento médio (M segment) com aproximadamente 3.2 mil nucleotideos

e segmento curto (S segment) com 1.7 mil nucleotideos (Figura 5).¢®

Glicoproteinas (Gn e Gc)

RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) —
Proteina L

RNA genémico

Nucleocapsideo—
Proteina N

Figura 5: Virion de Phlebovirus (Adaptado de viralzone.expasy.org/252?outline=all_by species).

Na expressdo génica dos Phlebovirus o segmento grande codifica a RNA
polimerase viral dependente de RNA (RdRp), o segmento médio (M segment) que
codifica diversas glicoproteinas num processo conhecido como “leaky scanning”, onde
na mesma regiao ha mais de uma sintese de proteinas que ndo estdo na mesma fase de
leitura e sdo clivadas pela protease do hospedeiro nas proteinas Nsm-GM, Nsm, NSm’,
Gn e Gc, e 0 segmento curto (S segment), que codifica a proteina do nucleocapsideo (N)

e proteinas ndo estruturais (NSs) (Figura 6).
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Figura 6: Expressdo génica de Phlebovirus (Adaptado de

viralzone.expasy.org/252?outline=all_by_species).

Na replicagéo, os Phlebovirus(Figura7) fazem a adsorcdo aos receptores das
células do hospedeiro por meio das glicoproteinas Gn e Gc e acontece uma endocitose
mediada por receptor (Elliot 2014). Conforme o endossoma vai migrando dentro das
células, ele vai acidificando. No endossoma, a membrana do virus funde seu envelope
com a vesicula da membrana endossomal e o genoma ¢ liberado no citoplasma.C?”

Esse virus tem uma transcricdo ambisenso, a partir do segmento S sdo geradas
as proteinas NSs, que irdo inibir as defesas do hospedeiro via PKR e inibe a iniciacdo de
transcricdo do hospedeiro. O segmento S vai formar a nucleoproteina, o segmento M dara
origem a proteina de envelope NGc que serdo sintetizadas no aparelho de Golgi. A
proteina NSm inibe a apoptose celular. O segmento L produz a polimerase viral que fara
a replicacdo e quando as fitas dos genomas estdo prontas, migram para o aparelho de
Golgi onde serdo encapsidadas, formando o virion completo que é liberado para 0 meio

extracelular por exocitose.



Virion extracelular

Brotamento por
exocitose celular
/ (_ Endocitose Mo

. Poliproteina do envelope

Nucleoproteina
.7 Polimerase L

‘ Transcrigio de virus de RNA Replicagdo de virus de RNA
A de polaridade negativa de polaridade negativa
i cuduis
endossomal

Transcri¢gdo ambisenso (+) Antigenomas m

Inibigdo da PKR
do hospedeiro

Figura 7: Replicacdo de Phlebovirus (Adaptado de viralzone.expasy.org/252%outline=all_by_species).
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Ha indicios de doencas febris causadas por flebotomineos exemplificadas
durante incursdes militares, como as guerras napolednicas e a colonizagéo britanica na
india e Paquistdo *® e a primeira descricio clinica da febre dos fleb6tomos data da
segunda metade do século XIX, feita pelo médico militar austro-hingaro Alois Pick em
soldados estrangeiros em barracas militares na Bosnia-Herzegovina. 3839
No ano de 1904 foi observada a presenca de flebotomineos na mesma regido e notou-se
o surgimento de uma febre endémica apenas em locais com a presenca dos mesmos. 3839
Quatro anos depois o agente etiologico foi descoberto e descrito como sendo um “agente
filtravel” (virus), tendo como vetor flebotomineos da espécie Phlebotomus pappatasi, dai
em diante a doenca ficou conhecida como “febre papatasi”, “febre do flebtomo” ou
“febre de 3 dias”. ®®*9A febre dos fleb6tomos afetou muitas pessoas durante a Segunda
Guerra Mundial na regido dos Balcas e do Mediterraneo durante os meses de abril a
outubro, que é o periodo de maior atividade dos flebotomineos em zonas temperadas e no
norte da Africa. ©¢®

O virus da febre do fleb6tomo siciliano (Sandfly fever Sicilian virus - SFSV) foi
caracterizado e isolado do soro de soldados americanos que apresentaram quadro de
sindrome febril quando estavam lotados na cidade de Palermo na Sicilia em 1943, durante
a Segunda Guerra Mundial por Albert Sabin. Também foi isolado do soro de soldados
doentes no Egito no mesmo ano e posteriormente foi confirmado por teste de reagéo
cruzada tratar-se do mesmo agente etioldgico, sendo o Ph. pappatasi identificado como
vetor, 0

Surtos epidémicos recentes de variantes do SFSV foram relatados no Chipre, na
Etidpia, no lraque e na Turquia. Esses virus tém como vetores comprovados fleb6tomos
das espécies Ph. pappatasi, Ph. ariasi e fleb6tomos do complexo Ph. major. 145

O virus da febre do fleb6tomo napolitano (Sandfly fever Naples virus - SFNV)
foi isolado pela primeira vez em Napoles no ano de 1944 do sangue de um soldado das
Tropas Aliadas que apresentava quadro febril, por Albert Sabin.“?

Os virus das febres dos fleb6tomos napolitano (SFNV) e siciliano (SFSV)
apresentam sindromes clinicas semelhantes e ap6s um periodo de incubagéo de 3 a 5 dias
h& um inicio subito de febre, dores de cabeca, mal-estar, fotofobia, mialgia e dor retro
orbital e comumente a pessoa doente recupera-se completamente no intervalo de uma

semana, porém demonstram-se altamente incapacitantes no periodo de infecgio. 23
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O virus napolitano e o siciliano tiveram suas diferencas antigénicas confirmadas
por testes soroldgicos(neutralizacdo e fixacdo do complemento) a partir de amostras
humanas(38).

O virus Toscana (Toscana virus — TOSV) é uma espécie do grupo da febre do
fleb6tomo napolitano e foi isolado primeiramente do flebotomineo Phlebotomus
perniciosus na ltalia, no ano de 1971.“® Também ja foi isolado de Ph. perfiliewi e de
cérebro de morcegos Pipistrellus kuhli capturado em &reas onde Ph. perniciosus e Ph.
perfiliewi foram encontrados. ?*") Ha o relato também de TOSV isolado de
Sergentomyia minuta, na Franca. O TOSV atualmente é o arbovirus mais disperso na

Europa com pelo menos 250 milhdes de pessoas vivendo em area de risco (Figura 8).©612

Figura 8: Paises onde 0 TOSV esta presente (Adaptado de Ayhan et al 2017).

A dispersdo do virus Toscana esta associada & presenga de espécies vetoras
(Figura 9), e pode também ser transmitido por espécies distintas das originalmente

conhecidas como o Ph. neglectus na regido dos Bélcas e Ph. sergenti no Marrocos.
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Phlebotomus perniciosus Phlebotomus perfiliewi

Figura 9: Distribuicdo (em vermelho) das espécies vetoras do virus Toscana (Charrel et al 2017).

Desde a descoberta do TOSV até a associagdo de sua patogenicidade em seres
humanos decorreu um periodo de 14 anos. A infeccdo pode ser assintomatica, ou causar
quadro de sindrome febril apds um periodo de incubacio de trés a sete dias.*”

Em sindromes clinicas com quadro de Infec¢Ges neuroldgicas apresentam
inicialmente dores de cabeca, febre, ndusea, vémito e mialgia e o paciente pode apresentar
rigidez no pescoco, sinal de Kernig e em alguns casos inconsciéncia, tremores, paresia e
nistagmo. %3147

Ha também outros registros de sintomatologias neurolédgicas causadas pelo

TOSV: encefalite, meningoencefalite severa, surdez, alteragcbes persistentes de
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personalidade, inconsciéncia duradoura com convulsdes, convalescéncia prolongada e até
encefalite fatal.®)

A maioria dos registros de casos de TOSV em humanos provém de paises da
Bacia do Mediterraneo (Chipre, Crodcia, Franca, Grécia, Italia, Portugal e Turquia),
porém em paises onde 0 TOSV é endémico ele ndo é uma doenca notificavel, e a maioria
dos casos relatados envolve viajantes diagnosticados quando retornam para seu pais de
origem.“8Até o momento foram identificadas trés linhagens de TOSV: A, B e C, com
trés paises apresentando co-circulacdo de duas linhagens distintas: Franca, Turquia e

Croécia (Figura 10).

Figura 10: Linhagens do TOSV: Linhagem A (em azul), Linhagem B (em vermelho) e linhagem C (em
verde) (Adaptado de Charrel et al 2018).

Do grupo Salehabad, a primeira e até agora Unica espécie viral associada a
doenga em humanos € o virus Adria (Adria virus — ADRV) detectado em flebotomineos
coletados na Albania “® e, em 2009 um paciente de 30 semanas de vida foi admitido em
um hospital na Grécia apresentando sindrome febril e convuls@es; testes apresentaram
positividade para RNA de Phlebovirus, andlise filogenética do sequenciamento
comprovou a proximidade com a sequéncia de ADRV.®0

Na ultima década houve um aumento significativo da quantidade de Phlebovirus

de flebotomineos (Figura 11), pertencendo aos trés grupos supracitados, e ainda sem a
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classificacdo taxonémica do ICTV, muitos desses virus tendo sido descobertos em

flebotomineos capturados onde nunca havia sido registrado um flebovirus.
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Figura 11: Arvores filogenéticas de Phlebovirus em 2008 (& esquerda) e 2018 (a direita) (Adaptado de Charrel 2016 e Carvalho 2018).
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No Novo Mundo, o flebovirus de flebotomineos de maior importancia médica é
0 virus Punta Toro (Punta Toro virus — PTV) (Tabela 2), que foi isolado e identificado
emhumanos e outros vertebrados, e flebotomineos do género Lutzomyia spp.®?

Tabela 2: Phlebovirus de flebotomineos do Novo Mundo (Adaptado de Palacios et al 2011, 2013).

Sorogrupo Espécie Origem do virus Pais / Ano
Punta Toro virus Adames ]
(PTV-A) Humano Panama, 1972
Punta Toro virus Balliet ]
(PTV-B) Humano Panama, 1966
Punta Toro virus (PTV) Humano Panama, 2004
Punta Toro virus (PTV) Humano Panama, 2004

bunta Toro Punta Toro virus (PTV) Hamster sentinela Panama, 1976
Punta Toro virus (PTV) Hamster sentinela Panama, 1976
Punta Toro virus (PTV) Lutzomyia spp. Panama, 1975
Punta Toro virus (PTV) Humano Panama, 1996
Punta Toro virus (PTV) Humano Panama, 1998
Punta Toro virus (PTV) Humano Panama, 1999
Punta Toro virus (PTV) Humano Panama, 2000
Cocle virus (CCLV) Humano Panama, 2009
Candiru virus (CDUV) Humano Brasil, 1960
Nique virus (NIQV) Lutzomyia panamensis ~ Panam4, 1972
Alenquer virus (ALEV) Humano Brasil, 1976
Turuna virus (TUAV) Lutzomyia sp. Brasil, 1978

Candiru Oriximina virus (ORXV)  Lutzomyia sp. Brasil, 1980

Ariguemes virus (ARQV)  Lutzomyia sp. Brasil, 1988/1989
Serra Norte virus (SRNV) Humano Brasil, 1991
Echarate virus (ESCV) Humano Peru, 1998
Maldonado virus(MLOV)  Humano Peru, 2004

Em comum, os casos apresentaram sintomas como febre de inicio subito, dores
de cabeca, fraqueza, lombalgia, dor retro orbital, durante um periodo de 3 a 4 dias,
semelhantes a febre dos fleb6tomos. Outros registros PTV foram isoladas nos anos
seguintes em flebotomineos Lutzomyia trapidoi e Lu. ylephiletor no Panama e, na
Colémbia. No Panama houve outros registros posteriores de PTV em seres humanos entre
0s anos de 1992 a 2004 em amostras negativas de dengue e no ano de 2009 o virus Cocle

(Cocle virus — CCLV) foi isolado em condicdes similares. (0-51.52)
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A espécie virus Nique (Nique virus — NIQV) foi isolada de Lu. panamensis no
Panama e na Regido Amazodnica brasileira o virus Candira(Candiru virus — CDUV) foi
isolado de seres humanos causando doenga autolimitada, com duracdo variando de um a
cinco dias, evidenciada por um inicio subito, febre alta, cefaleia frontal, lombalgia,
mialgias generalizadas, fotofobia e dor retro auricular® 5%, tendo sido transmitido por

flebotomineos do género Lutzomyia e com animal reservatorio desconhecido. ¢4

Outros virus transmitidos por flebotomineos

A familia Rhabdoviridae pertence a ordem Mononegavirales e compreende
virus de RNA de fita simples de senso negativo (Grupo V na Classificagdo de Baltimore),
que geralmente possuem virion envelopado, no formato de bala de revélver (Figura 12)
ou baciliforme, mas podem conter filamentos ndo envelopados. Esses virus ja foram
isolados de um amplo espectro de vertebrados, plantas e artropodes e os do género
Vesiculovirus(Tabela 3) estdo associados a doengas de animais da pecuaria e sao capazes

de transmitir doencas aos humanos. (25556)
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Figura 12: Virion de Vesiculovirus (Adaptado de viralzone.expasy.org/21?outline=all_by_species).
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Tabela 3: Vesiculovirus de flebotomineos (Adaptado de Maroli et al 2012 e ICTV 2018).

Sorogrupo Espécie Origem do virus Pais / Ano
Vesicular Stomatitis
. . Bovino EUA, 1925
Indiana virus (VSIV)
Vesicular Stomatitis New ) )
] Bovino e equino EUA, 1926
Jersey virus (VSNJV)
Virus da Cocal virus Insetos e roedores Brasil, 1964
Estomatite Vesicular Stomatitis Equino,  bovino
) . Brasil, 1964
Vesicular Alagoas virus (VSAV) humano
Piry virus (PIRYV) Opossum Brasil, 1973
Calchaqui virus (CQI) Insetos e cavalos Argentina, 1982
Carajas virus (CARV) Lutzomyia sp. Brasil, 1984
Maraba virus (MARYV) Lutzomyia sp. Brasil, 1984
Chandipura virus (CHPV)  Humano india, 1965
Chandipura virus (CHPV)  Phlebotomus sp. india, 1969
Chandipura

Chandipura virus (CHPV)
Chandipura virus (CHPV)

Phlebotomus sp.

Atelerix spiculus

Senegal, 1994
Nigéria, 1966

Os virus da estomatite vesicular (VSV) do grupo da estomatite vesicular causam
grandes prejuizos na area da pecuaria infectando equinos, bovinos e suinos e
eventualmente humanos, sendo endémicos no Novo Mundo.®®Dentre os sorotipos mais
conhecidos estdo o vesiculovirus Indiana (Vesicular Stomatitis Indiana virus— VSIV) e o
vesiculovirus Nova Jérsei (Vesicular Stomatitis New Jersey virus — VSNJV). 257

A infeccdo de animais por VSV pode resultar em vesiculacdo das mucosas e
cascos, seguido por rupturas, lise de células epiteliais e severos edemas intersticiais que
tem aparéncia de células inflamadas, resultando numa perda de produtividade com
consequéncias econémicas, principalmente na América do Norte, onde a doenca difunde-
se nos meses de verdo engquanto nas regides tropicais do continente esta associada entre
as transicdes dos periodos chuvosos e secos. 8

Em seres humanos com VSV foi registrado de sindromes febris de brandas até
graves, sem letalidade. Em casos sintomaticos a pessoa apresenta febre alta e outros
sintomas como mialgia, dores de cabeca e mal-estar. Os registros em humanos sé&o
escassos porque o mesmo infecta-se quando entra em contato direto ou por meio de
fomites de animais infectados, estando, portanto, restrito a tratadores de animais e
fazendeiros geralmente sem acesso direto a atendimento médico, e veterinarios que

cuidam dos animais doentes. 8%
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Ha evidéncias de transmissao bioldgica de VSV por outros artrépodes, mas 0s
flebotomineos sdo mais associados com a transmissao bioldgica de VSV, evidenciado
pelo isolamento viral tanto a partir de machos, quanto de fémeas coletadas em campo, e
as espécies Lu. trapidoi, Lu. ylephiletor, Lu. shannoni séo vetores desses virus. No Brasil
os vesiculovirus Maraba e Carajas foram isolados de Lutzomyia sp. e anticorpos
neutralizantes do virus Marabé foram detectados do soro humano. %60

No Velho Mundo o virus Chandipura (Chandipura virus — CHPV), outro VSV,
mas do grupo Chandipura, foi isolado pela primeira vez na vila de Chandipura, estado de
Maharashtra, india, no ano de 1965 em pacientes com sindrome febril.®%

Esse virus é endémico na india, tnico local em que foram registrados casos em
humanos e a partir dos anos 2000 provou-se altamente patogénico. No ano de 2003 num
estudo investigativo sobre uma epidemia de encefalites agudas em criancas no estado de
Andhra Pradesh, o CHPV foi isolado de pacientes com encefalites.®?

No ano seguinte em uma epidemia no estado de Gujarat que apresentou um
percentual de 78,3% de letalidade em criangas, 0 CHPV foi novamente associado.®?0
CHPV foi isolado primeiramente de mosquitos e posteriormente de Phlebotomus spp.
Também foi detectado em Sergentomyia sp. na india e ja foi isolado de flebotomineos no
Senegal e de um porco espinho (Atelerix spiculus) na Nigéria.(56%

Virus do género Orbivirus (familia Reoviridae) sdo virus que possuem RNA de
fita dupla (Grupo Il na Classificacdo de Baltimore) e sdo replicados tanto em mamiferos
guanto em artropodes e tém importancia em veterinaria com distribuicdo global como o
virus da lingua azul (Blue tongue virus — BTV), que é transmitido principalmente por
Culicoides sp. ®mas em condicdes laboratoriais ja foi demonstrada a suscetibilidade de
flebotomineos Lu .longipalpis a infec¢éo por esse virus.

O sorogrupo Changuinola (Tabela 4) esta associado com vetores artropodes e
mamiferos e foi registrado apenas na América Tropical com um registro de isolamento

em humanos.®>%®) Na regifo amazonica brasileira foi isolado de flebotomineos.®
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Tabela 4: Orbivirus de flebotomineos (Adaptado de Silva et al 2014 e ICTV 2018).

Sorogrupo Espécie Origem do virus Pais / Ano

Changuinola virus (CGLV) Lutzomyia sp. Panama, 1960
Gurupi virus (GURV) Phlebotominae spp. Brasil, 1961

) Ourem virus (OURV) Phlebotominae spp. Brasil, 1962

Changuinola o ) )

Canindé virus (CANV) Phlebotominae spp. Brasil, 1963
Changuinola virus (CGLV) Humano Panama, 1966
Saraca virus (SRAV) Phlebotominae spp. Brasil, 1980

Ciclos de Transmissdo de Virus de Flebotomineos

Para um arbovirus ser mantido na natureza € necessaria a presenca de um
hospedeiro vertebrado suscetivel e esse virus ser capaz de ser replicado em artropodes
hematofagos, ap6s o repasto sanguineo. Alguns artropodes sdo capazes de manter
arbovirus sem a necessidade de um hospedeiro vertebrado, por transmisséo vertical onde
a fémea vetor infectada transmite os virus para seus descendentes (tanto machos, quanto
fémeas) e ha também transmissdo horizontal ou venérea, onde um macho infectado
transmite para uma fémea vetor no momento da copula. ?*67)

Nos ciclos de transmissao de virus em flebotomineos (Figura 13) virus do género
Phlebovirus ja tiveram a comprovacéo de transmisséo vertical e horizontal ou venérea em
Ph. perniciosus ©®, tendo sido isolado do morcego Pipistrellus kuhli “®. Ha indicios de
que roedores selvagens (para o SFSV) e aves migratorias (para o TOSV) participem

também dos ciclos de manutencéo “),



Ciclos de Transmissao Phlebovirus
| Vesiculovirus |
| Orbivirus |

Figura 13:Ciclos de transmissao e exposicdo de seres humanos a virus de flebotomineos.
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H& registros de répida dispersdo de virus do género Vesiculovirus devido ao
contato direto entre animais de pecuéria, que quando infectados apresentam salivacéo
excessiva e exsudatos de vesiculas que facilmente contaminam o ambiente em que estdo
(Figura 14) 269 N&o ha o consenso de um animal reservatdrio definitivo, porém, estudos
apontam a participacdo de morcegos, primatas ndo humanos, veados e roedores como

mantenedores de VSV na natureza (57,70).

Figura 14: LesBes causadas por infeccdo por VSV (Fonte: cfsph.iastate.edu/Diseaselnfo/disease-
images.php?name=vesicular-stomatitis) Acesso em 23/06/2019.

No ciclo rural periurbano os animais domésticos como suinos, bovinos e equinos
servem como amplificadores e nesse caso a infecgdo humana acontece por contato direto
ou fomites ®®, Flebotomineos tornam-se infectados ao alimentar-se em lesdes vesiculares
e transmitem 0s virus no repasto sanguineo subsequente e sdo 0s Unicos vetores de VSV
com transmiss&o vertical comprovada em Lu. shannoni ©2),

Para CHPV, que é endémico apenas na india, o Ph. papatasi em condices
laboratoriais demonstrou-se competente tanto para transmissdo vertical quanto venérea
desse virus "V e ndo sdo conhecidos animais reservatorios.

Estudos apontam que apenas a manutengdo em transmissao vertical e venérea
talvez nédo sejam suficientes para a manutengédo desses virus na natureza indefinidamente,
como por exemplo o aparente desaparecimento do VSV da ilha de Ossabaw (na Georgia,
EUA), baseado em resultados soroldgicos negativos apos a reducao dos porcos selvagens

da regido (2,
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JUSTIFICATIVA

A regido Amazoénica é a regido com a maior biodiversidade do mundo, com areas
indigenas e zonas de preservacdo com mata pristina, o que oferece condic@es ideais para
a ocorréncia de arbovirus e outros virus zoonoticos.

A regido dispde de uma gama de insetos e vertebrados com potenciais de vetores
e reservatorios circulantes em areas rurais e periurbanas, condi¢des semelhantes as do
Assentamento Rural de Rio Pardo, local onde foi realizada a pesquisa,que é uma area de
pesquisa permanente do ILMD/Fiocruz Amazonia.

No estado do Amazonas encontram-se quase 50% da fauna brasileira de
flebotomineos. Os flebotomineos sdo reconhecidamente importantes em satde humana e
veterinaria por serem transmissores de protozoarios tripanossomatideos do género
Leishmania, causador de uma das mais importantes doencas negligenciadas ao nivel
mundial.

Flebotomineos tém sido encarados como vetores negligenciados de doengas
virais, mesmo transmitindo arbovirus e outros virus zoonéticos de importancia médica e
veterinaria que afetam areas urbanas, periurbanas e rurais, em sua maioria em populagdes
em situacOes precarias de vida, normalmente associadas a pobreza.

Nos altimos anos diversos novos virus tém sido detectados e isolados de
flebotomineos, inclusive em regides onde nunca haviam sido registrados tais casos.
Assim sendo, é possivel que os flebotomineos da regido de Rio Pardo estejam mantendo
um ciclo de transmissdo de flebovirus ou outros virus zoondticos, eventualmente
atingindo a populagdo humana local e passando despercebido como outras doencas. Por
este motivo, nos propusemos a identificar potenciais novos virus de interesse humano em

vetores deste género.
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DESENVOLVIMENTO
OBJETIVOS
Objetivo Geral
Investigar a circulacdo de virus em flebotomineos de uma comunidade rural
periurbana da Amazonia Central Brasileira e avaliar seu potencial de infeccdo a

vertebrados.

Obijetivos especificos

Isolar virus de flebotomineos em sistemas bioldgicos;

Detectar material genético viral em espécimes de flebotomineos e em culturas
celulares isoladas;

Caracterizar geneticamente os virus isolados.
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METODOS
Aspectos éticos e legais da Pesquisa

Para a coleta de insetos o coorientador do projeto possui licenga permanente
SISBIO: N° 12186.

Local de realizacdo da pesquisa e populagao de interesse

O estudo foi realizado no assentamento rural de Rio Pardo (S0°49°02.4”
W060°19°03.6”), que fica localizado no municipio de Presidente Figueiredo, 117 km ao
norte de Manaus, com acesso pela rodovia BR 174, estado do Amazonas, Brasil. O
assentamento foi criado em 1996 pelo Instituto Nacional de Colonizagdo e Reforma
Agréria (INCRA), compreende uma area de 27.980 hectares e € constituido por seis
ramais de terra firme, ndo pavimentados: Ramal Principal, Ramal Maria Gusmé&o, Ramal

Terra Preta, Ramal Samuel, Ramal Novo Paraiso e Ramal Taxista (Figura 15).
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Figura 15: A) Mapa da América do Sul com destaque para o Brasil, B) Mapa do Amazonas com destaque
para Presidente Figueiredo, C) Mapa de Presidente Figueiredo, com destaque para Rio Pardo; D) Mapa de
Rio Pardo, em vermelho e azul: locais de coleta.
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As principais atividades econdmicas da regido sdo agricultura familiar que
comercializam seus excedentes localmente e vendem para atravessadores que irdo
comercializa-los na capital amazonense, criacdo de bovinos para consumo proprio e mais
recentemente criacdo de peixes. Dados do Gltimo senso realizado pelo Instituto Lebnidas
e Maria Deane (ILMD FIOCRUZ) em 2015 indicaram 584 moradores na comunidade.

A comunidade conta com uma escola municipal localizada no ramal Samuel e
proximo dela um posto de salde que conta com atendimentos basicos e visitas semanais
de médicos para o atendimento da populacdo local.

No assentamento rural de Rio Pardo ocorrem dois periodos climaticos distintos,
sendo um periodo de verdo chuvoso (novembro a maio) e um periodo seco (junho a
outubro).Além disso, a comunidade é um local de pesquisa permanente de trabalho de
campo da FIOCRUZ, que possui um Laboratério de Pesquisas Avancadas no local
(Figura 16).

Figura 16: Laboratério de campo da ILMD/FIOCRUZ no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, Amazonas, Brasil. (Fonte: Acervo EDTA).

Os ambientes de floresta do Assentamento Rural de Rio Pardo geralmente séo
fragmentos, onde parte da mata original ja ndo existe mais ou a floresta encontra-se

muitos metros distante das residéncias, que estdo proximas umas as outras (Figura 17).
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Figura 17: Foto aérea de um trecho do Ramal Samuel, que conta com uma alta densidade populacional
(Fonte: Acervo EDTA).

Ha também o caso de ramais que estdo interligados a florestas continuas, como
é o caso do Ramal Taxista, onde as residéncias ficam isoladas umas das outras, separadas

por uma distancia aproximada de 2km (Figura 18).
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Figura 18: Foto aérea de um trecho do Ramal Taxista, que conta com baixa densidade populacional e &reas
de floresta continua (Fonte: Acervo EDTA).

Coletas

Foram realizadas sete viagens para o assentamento rural de Rio Pardo entre os
meses de outubro de 2017 a julho de 2018.

Foram realizadas coletas nos seis ramais da comunidade: Ramal Principal,
Ramal Maria Gusmé&o, Ramal Terra Preta, Ramal Samuel, Ramal Novo Paraiso e Ramal
Taxista utilizando armadilhas luminosas HP das 18h as 6h. Também foram realizadas
aspiracdes mecanicas em base de arvore, no periodo da manha.

Em um primeiro momento, compreendido entre os meses de outubro de 2017 a
fevereiro de 2018, foram colocadas armadilhas luminosas tipo CDC em ambientes de
Peridomicilio, Borda de Floresta e Floresta (Figura 19) e os locais onde foi observado a
presenca de flebotomineos nas armadilhas luminosas foram selecionados como pontos
amostrais. O Ramal Novo Paraiso ndo teve pontos com flebotomineos coletados nesse

periodo.



46

N

Figura 19: Ambientes em que foram colocadas as armadilhas luminosas tipo-CDC: a) Peridomicilio, b)
Borda de floresta e c) Floresta (Fonte: Acervo EDTA).

No segundo momento, compreendido entre os meses de maio a julho de 2018 os
demais pontos foram selecionados, inclusive das duas plataformas localizadas nos ramais
Principal e Maria Gusmao (Figura 20). Para as aspira¢cdes em base de arvore foi utilizado
como critério pontos onde foram relatados pelos moradores casos de leishmaniose,

indicando a presenca de flebotomineos nos arredores.
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Figura 20: Armadilha icada na plataforma do Ramal Gusméo (Fonte: Acervo EDTA).

Os flebotomineos sdo animais sensiveis, que morrem com facilidade. Apds
capturados foram divididos em duas categorias: 1) Vivos e 2) Mortos, baseados no
experimento de Remoli e colaboradores(74), onde os flebotomineos vivos foram
separados com auxilio de capturador, anestesiados em freezer a -20° e transferidos ainda
Vivos para criotubos de acordo com data e local de coleta e entdo armazenados em botija
de nitrogénio liquido onde permaneceram até o retorno ao ILMD, onde foram
armazenados a -80° até o processamento. Os individuos mortos foram armazenados em
criotubos separados seguindo 0s mesmaos critérios.

A possibilidade de isolar virus de flebotomineos aumenta quando os mesmos séo
congelados ainda vivos e mantidos em cadeia fria, porém, quando mortos apesar de

dificilmente ser possivel isolamento viral, ainda ha a chance de detecgdo por meio de PCR
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convencional, visto que 0os mesmos morreram ha pouco tempo e ndo ficaram expostos a

altas temperaturas.(74,75)

Fluxograma de Atividades

As atividades foram organizadas em duas etapas distintas, o primeiro momento,
que compreende as coletas de flebotomineos em Rio Pardo e o segundo, que compreende
o0s procedimentos laboratoriais e analise de dados (Figura 21).

1°Etapa- 2°FEtapa:
Fluograma de Coleta de Laboratério no
Campo ILMD
Coleta de Campo Laboratorio no ILMD
~io

Isolamento Passagens

Viral sequenciais
Captura de

flebotomineos

Anilise
Filogeneética
Extracio de

Maceracio RNA

Eletroforese

Identificacio e Sequenciamento
Preservagio Capilar

Figura 21: Fluxograma de atividades.

Coleta de Campo: Captura, Identificagdo e Preservagéo de flebotomineos

A primeira etapa compreendeu a captura dos flebotomineos, que foram
identificados e mantidos em cadeia fria, sendo preservados e transportados em botijao
criogénico de N2 liquido para as instalacdes do Instituto Lebnidas e Maria Deane em

Manaus, onde foram armazenados em ultrafreezer a -80°C até o processamento.

Processamento das amostras

Na segunda etapa, os procedimentos foram realizados nos laboratérios do ILMD.
Os flebotomineos congelados vivos, apds retirados do ultrafreezer, ficaram
acondicionados em isopor forrado com gelo seco mantido a uma temperatura aproximada
de -50°C (Figura22a). Eram entéo retirados individualmente para dissecagédo, sendo 0s
machos devolvidos para o estoque. Parte do abdémen das fémeas foi dissecada com
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auxilio de estiletes entomoldgicos (Figuras 22b e 22c) em outro isopor forrado com gelo
(feito com &gua destilada acrescida de alcool etilico hidratado 92,8 Inpm na proporgéo
1:1, congelado e mantido a -80°C até uso), com temperatura no inicio do trabalho entre -
40°C e -50°C (Figura22d).

Figura 22: Dissec¢do em cadeia fria: a) Temperatura na caixa de gelo seco, b) Dissec¢do com estilete
entomoldgico, c) Fémea com parte do abdémen dissecado, d) Temperatura inicial na caixa de gelo de agua
destilada com alcool etilico. (Fonte: Acervo EDTA).

A temperatura da caixa de gelo caia gradativamente conforme o passar do tempo,
mas era monitorada e sempre mantida abaixo de -20°C para evitar perda de material. Os
corpos das fémeas eram armazenados individualmente em tubos de 0,2mL, mantidos em
gelo seco, ao término do processo foram armazenadas a -80°C até a montagem de pools;
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enquanto a parte do abdémen era transferida para outro tubo individual de 0,2mL
contendo alcool etilico onde ficaram armazenadas em geladeira a 5°C até a etapa de
clarificacéo.

A clarificacéo foi realizada em solucao de Hidroxido de Potéassio e montada em
laminas com fluido de Berlese. Todos os espécimes foram identificados por chaves
taxondmicas ©.

A nomenclatura taxondmica de Galati e colaboradores “ foi utilizada com as

abreviacdes genéricas propostas por Marcondes. (7®

Maceracéo

As fémeas de flebotomineos foram organizadas em pools de 1 até 26 individuos,
de acordo com data e local de coleta.

Apds a separacdo, os pools foram macerados utilizando beads de aco inoxidavel
em 400pLde PBS pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline, Gibco, cat.: 10010-031),
suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (Gibco, cat.: 12657-029) e 1% de solugéo
Anti-Anti (100 U/mL de Penicilina, 100ug/mL de Estreptomicina e 0,25ug/mL de
Anfotericina B, Gibco, cat.: 15240-096) e uma solu¢édo do bacteriéfago MS2 diluida a 10
4.

Apos este procedimento, dos macerados de flebotomineos, foram utilizados
60uL para tentativa de isolamento viral em cultura de células VERO e C6/36 (30uL para

cada) e o restante foi armazenado a -80°C.

Isolamento viral

Como método de selecdo, foram realizadas tentativas de Isolamento viral, onde
foram utilizadas placas estéreis de 96 pogos para cultivo celular para preparacdo e
manutengdo da monocamada celular, foram testadas duas linhagens celulares: VERO
(células de rim de macaco verde africano: Cercophitecus aethiops) e C6/36 (glandula
salivar de Aedes albopictus).

No preparo inicial das placas, em cada poco foi adicionado 200uL de meio MEM
(VERO) ou L-15 (C6/36) suplementado com 1% de solugéo Anti-Anti e 10% de SFB, 48
horas antes do uso. No dia da inoculagdo, a monocamada foi lavada uma vez com
100uLde PBS 1X, ap0s essa etapa foi acrescentado 30pL do inoculo para cobrir a
monocamada do pogo. Foi entdo levado a estufa (de 28°C para C6/36, de 37°C para
VERO) para adsorc¢do por uma hora. Uma nova lavagem adicionando foi realizada com
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100puL de PBS 1X, por fim, foi acrescido 200uL do meio preparado inicialmente,
enriquecido com 2% de SFB.

As células foram inoculadas em placas de 96 pogos, 93 pools e mais 3 de
controles negativos (MOCK), e ficaram em observacdo por 10 dias para verificar
alteracdes morfologicas (efeito citopatico — ECP).

Os pools que ndo apresentaram ECP foram armazenados a -80°C para futuros
procedimentos; quanto aos que apresentaram ECP, seus respectivos macerados seguiram

para as etapas seguintes.

Extracdo de RNA, producéo de cDNA e PCR convencional

O RNA total foi extraido de macerados de flebotomineos utilizando a técnica do
TRIzol conforme recomendacdo do fabricante gerando 40uL. de RNA.

A partir do RNA extraido a sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima
Superscript IV ® em uma rea¢do com volume final de 20uL, sendo adicionados 4ul da
solugéo tampao (5X), 1uL de inibidor de RNAse (40U/uL), 1ulL de DTT (0,1M), 1uL de
dNTP’s (10mM), 4uL. de agua livre de nucleases, 1uL de Superase e 1uL da enzima
Superscript IV ® (200U/uL) (Invitrogen).

As reagdes foram realizadas com random primers, onde 1ul de primer
(50ng/uL) foi adicionado juntamente com 7ulL de RNA em um tubo de micro volume de
0,2mL e levado ao Termociclador (Proflex PCR Systems, Applied Biosystems) por 5
minutos a 65°C. Em seguida foi colocado no gelo por 2 minutos, acrescentado o restante
do mix e levado ao termociclador na seguinte ciclagem: 25°C por 15 minutos, 37°C por
15 minutos, 45°C por 15 minutos, 50°C por 15 minutos e 70°C por 15 minutos e 4°C
infinito.

As reacdes em cadeia da polimerase foram realizadas utilizando primers género-
especifico para Phlebovirus, Vesiculovirus, CARV, CHPV e MARV(?"

As PCR’s foram realizadas em um volume final de 25uL, com 2uL. de cDNA e
23uL do mix de PCR, sendo 2,5uL de tampéo 10X, 0,75uL de MgCl> a 1,5mM, 1,5uLa
5uM de cada primer, 0,5uL a 0,2uM de dNTP’s (Invitrogen), 14,65uL de &gua livre de
nucleases e 1U de Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen). Foi processada com a
seguinte ciclagem: 2 minutos a 94°C, 40 ciclos, sendo 94°C por 30 segundos, 50°C por
30segundos e 72°C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos a 72°C e 4°C infinito.

Os produtos amplificados foram visualizados em eletroforese em gel de agarose
2% corado com gel-Red.
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Sequenciamento e Andlise Filogenética

Os amplificados de PCR foram primeiramente purificados com Polietilenoglicol
(PEG), que tem como objetivo a remocéo de oligos e nucleotideos ndo incorporados na
PCR que poderiam interferir na reacdo de sequenciamento.

O procedimento consiste primeiramente em transferir o volume da PCR para
tubo de 1,5mL e adicionar um volume de PEG (20%) em um volume igual ao volume de
PCR, foi entdo agitado suavemente em vortex por 10 segundos e logo apds incubado a
37°C por 15 minutos.

Ap0s o periodo de incubacdo, foram entdo centrifugados a 6.000 rpm por 15
minutos a temperatura ambiente. Em seguida foi descartado o sobrenadante e adicionado
125puL de etanol 80% gelado e em seguida sera centrifugado a 4.500 rpm por 2 minutos.

O sobrenadante foi descartado e foi deixado para secar a 37°C por 15 minutos
para remocdo de residuos de etanol, com tampa aberta no SpeedVAC. Ap6s a certificagcdo
da auséncia de residuos de etanol foi adicionado agua livre de nuclease (no mesmo
volume inicial da PCR), depois agitado em vortex por 10 segundos e entdo foi deixado
por aproximadamente de 1 a 2 horas a 45°C para uma melhor elui¢cdo do DNA e entdo
armazenado a -20°C.

A reacdo de sequenciamento foi baseada no método de Sanger, onde as amostras
foram submetidas a reacdo utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems).

Apos o término foi realizada a purificacdo dos produtos na Plataforma do ILMD
(RPTO1H), por fim foi acrescentada a formamida Hi-Di (Thermo Fisher Scientific), sendo
0s produtos sequenciado no equipamento ABI 3130.

Todas as sequéncias de referéncias de flebovirus (Segmento gendmico L)
disponiveis no GenBank foram baixadas e alinhadas com o programa MEGA 7,
utilizando o algoritmo MUSCLE otimizado para cddons. Em seguida este dataset
alinhado contendo 24 sequéncias (23 provenientes do GenBank e a amostra obtida neste
estudo) foi submetido ao servidor http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/ para
reconstrugdo filogenética pelo método de méxima verossimilhanca utilizando o programa
PhyML 3.0 em versdo PhyML-SMS, a qual automatiza a escolha do melhor modelo
evolutivo.

De acordo com o resultado do teste de AIC (Akaike Information Criterion), a
arvore filogenética foi entdo reconstruida baseada no modelo GTR-G4 (Gamma shape



53

parameter = 0.414), com o suporte de cada clado avaliado pelo teste de aLRT
(approximate likelihood ratio test). A arvore filogenética obtida foi entdo editada para
melhor visualizagdo das informacBes no programa FigTree v1.4.3, disponivel

gratuitamente em http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo de sete viagens para o Assentamento rural de Rio Pardo foram
capturados um total de 2.468 fleb6tomos, sendo 1.809 vivos (73,3%) e 659 mortos
(26,7%). Em armadilhas luminosas tipo CDC foram capturados 2.102 flebotomineos
sendo 1.443 vivos (58,5% do total geral e 79,8% do total de vivos) e 659 mortos, e 366
em aspiracdo mecanica em base de arvores (todos vivos, 14,8% do total geral e 20,2% do
total de vivos).

As identificaces foram feitas baseadas apenas na morfologia da genitalia das
fémeas, sendo assim, algumas espécies puderam ser identificadas, outras s puderam ser
identificadas até género. Algumas espécies contam como fémeas indistinguiveis e das
fémeas em que ndo foi possivel realizar a identificacdo foi atribuida a nomenclatura
apenas de seu género seguido do sufixo ‘Sp.’ para onde ndo foi possivel a identificacdo
nem de género foram identificadas apenas como Lutzomyia sp., num total de 244
individuos (24,6%).

Dentre os 1.809 flebotomineos congelados vivos, foram identificadas 991
fémeas (54,8% do total de vivos), abrangendo 34 das 52 espécies ja conhecidas ® da
regido. Das espécies identificadas o género mais abundante foi Nyssomyia (Barreto) com
5 espécies e 273 individuos (27,5% do total de fémeas vivas), seguido por Psychodopygus
(Mangabeira) com 4 espécies e 151 individuos (15,2%) e a terceiro foi Trichoforomyia
(Barreto) com 2 espécies e 86 individuos (8,7%). O género menos abundante foi o
Brumptomyia, com apenas 1 individuo (0,1%). Ramos e colaboradores '® identificaram
6 espécies e 1.659 individuos de Nyssomyia, seguido por 7 espécies e 313 individuos de
Psychodopygus e 7 espécies e 313 individuos de Evandromyia (Mangabeira), como
géneros mais abundantes.

As espécies mais abundantes de nosso estudo foram Nyssomyia umbratilis
(Ward & Fraiha) com 160 individuos (16,1%) que foi capturado principalmente em
ambiente de floresta (117 dos 160), seguida por Trichoforomyia ubiquitalis (Mangabeira)
com 79 individuos (7,97%), Psychodopygus davisi (Root) com 50 individuos (5%) e
Micropygomyia rorotaensis (Young & Porter) com 48 individuos (4,8%) (Tabela 5). Em
Ramos e colaboradores (/®, a espécie mais abundante foi Nyssomyia antunesi (Coutinho)
com 389 individuos capturados, seguida por Nyssomyia umbratilis (Ward e Fraiha), com
389 individuos e Micropygomyia rorotaensis (Young & Porter) com 50 individuos.



Tabela 5: Espécies de flebotomineos por locais de coleta.
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Ambientes
Espécies - — Total %
Peridomicilio Borda Floresta

Bichromomyia flaviscutellata 5 6 17 28 2,83
Bichromomyia olmeca nociva 0 2 13 15 1,51
Bichromomyia reducta 2 4 7 13 1,31
Bichromomyia sp. 11 3 4 18 1,82
Brumptomyia brumpti 0 0 1 0,10
Evandromyia monstruosa 0 0 5 0,50
Evandromyia apinottii 0 1 3 0,40
Evandromyia sericea 3 2 23 28 2,83
Evandromyia sp. 0 0 5 5 0,50
Evandromyia walkeri 4 3 8 15 1,51
Evandromyia williamsi 0 2 3 0,30
Lutzomyia sp. 63 34 147 244 24,62
Micropygomyia rorotaensis 4 15 29 48 4,84
Nyssomyia anduzei 14 2 15 31 3,13
Nyssomyia antunesi 14 1 10 25 2,52
Nyssomyia sp. 22 5 28 55 5,55
Nyssomyia umbratilis 25 18 117 160 16,15
Nyssomyia yuilli yuilli 1 0 1 2 0,20
Pressatia choti 0 1 1 2 0,20
Pressatia sp. 1 2 0 0,30
Psathyromyia dreisbachi 0 1 0 0,10
Psathyromyia sp 3 5 10 18 1,82
Psychodopygus chagasi 0 1 1 2 0,20
Psychodopygus davisi 3 3 44 50 5,05
Psychodopygus hirsutus 1 0 3 4 0,40
Psychodopygus sp. 13 12 71 96 9,69
Sciopemyia nematoducta 1 1 0,50
Sciopemyia perclara 0 0 0,20
Sciopemyia sordellii 0 0 0,61
Trichoforomyia sp. 0 2 10 1,01
Trichoforomyia ubiquitalis 4 21 51 76 7,67
Trichopygomyia sp. 0 1 4 0,40
Viannamyia furcata 0 4 11 1,11
Viannamyia tuberculata 0 0 1 0,10
Total 194 (19,58%) 152 (15,34%)) 645 (65,08%) 991 100
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Os flebotomineos identificados foram organizados em pools, gerando 460 pools
contendo de 1 a 26 individuos seguindo critérios como data e local de coleta e foram
nomeados com a sigla AF-RPFV (de Arbovirus em Flebotomineos — Rio Pardo Fémeas
Vivas).

Tentativas de isolamento viral a principio eram feitas unicamente em animais de
laboratério como macacos, camundongos e ovos embrionados, e no inicio da década de
1950 culturas celulares passaram a ser utilizadas em estudos de virus, o que facilitou o
monitoramento da presenca de virus por meio da observacao de alteragdes morfologicas
na conformac&o das células (ECP){,

As inoculagdes em animais foram sendo abandonadas e substituidas ao longo
dos anos por culturas celulares em sua maioria por razdes €ticas. Para isolamento de virus
de flebotomineos sdo utilizados tanto homogenados de pools de fleb6tomos quanto
insetos individuais. A célula mais utilizada nesses estudos € a VERO, porque Phlebovirus
de flebotomineos ndo replicam em culturas de célula C6/36 ™, porém em 2015 foi
realizado o primeiro isolamento de Flavivirus em fleb6tomos, no Equador fazendo uso
de C6/36 €0

Outras culturas de células também utilizadas que ja tem replicacdo comprovada
na literatura sdo as LLC-MK2 (de rim de Macaca mulata) e BHK-21 (de fibroblasto de
rim de Mesocricetus auratus), porém, ndo é comum o uso dessas linhagens em estudos
recentes de Phlebovirus .

O isolamento viral em culturas de células VERO e C6/36 foi utilizado nesse
estudo como método seletivo, onde as amostras que apresentaram resultado sugestivo de
ECP foram selecionadas para os demais procedimentos.

Foram realizadas tentativas de isolamento viral em culturas de células VERO e
C6/36, que foram acompanhadas diariamente e as amostras que apresentaram resultado
sugestivo de efeito citopatico (ECP) tiveram sobrenadante recolhido. Um total de 35
indculos distintos (4,6% do total geral) apresentaram uma morfologia sugestiva de ECP,
onde 21 apresentaram ECP apenas em VERO (2,74%), 11 apenas em C6/36 (1,44%) e 3
pools apresentaram ECP em ambas as células (0,39%).

Das 14 amostras que apresentaram resultado sugestivo de ECP em células C6/36,
3 apresentaram alteracGes morfologicas caracteristicas das que séo causadas por infeccédo

viral, como vacuolos e sincicios (Figura 23).
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Figura 23: Sugestivo de ECP em células C6/36: a) Amostra AF-RPFV 179 96h p.i., b) Mock da amostra
AF-RPFV 179 no mesmo periodo, ¢) Amostra AF-RPFV 186 144h p.i., d) Mock da AF-RPFV 186, €)
Amostra AF-RPFV 349 120h p.i., f) Mock da AF-RPFV 349 (Fonte: este estudo).

Das tentativas de isolamento em células VERO os resultados foram sugestivos,
por exemplo com a presenca de células picnéticas (Figura 24).

Figura 24: Imagem sugestiva de efeito citopético em células VERO: a) Amostra AF-RPFV 109 96h p.i., b)
Mock da amostra AF-RPFV 109 no mesmo periodo (Fonte: este estudo).
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Os pools que apresentaram resultado sugestivo de ECP em VERO e C6/36 foram
novamente inoculados em frasco de culturas individuais. Primeiramente foram escolhidas
as amostras que apresentaram sugestivo de ECP em ambas as células, acrescido de mais
uma escolhida baseada no ECP observado e um MOCK (controle negativo), totalizando
cinco frascos de cultura (T-25) de cada célula.

Em um periodo de 24 horas apds a infeccdo uma amostra apresentou ECP (AF-
RPFV 43 de C6/36) (Figura 25). O frasco de cultura contendo células VERO da mesma
amostra ndo apresentou ECP. Todavia, uma bactéria foi confirmada quando o frasco foi
observado em microscopio éptico invertido. Surgiu a suspeita de tratar-se de uma bactéria
resistente aos antibiéticos, pois os flebotomineos foram macerados em meio contendo os

antibidticos penicilina e estreptomicina.

Figura 25: ECP na garrafinha de C6/36 em um aumento de 10x: a) Amostra AF-RPFV 43 24 h p.i., b) Mock
da amostra AF-RPFV 43 no mesmo periodo (Fonte: este estudo).

Na segunda passagem (#2) foi observado ECP no frasco de cultura da amostra
AF-RPFV 179 de VERO (Figura 26), inicialmente foi observado desprendimento da
monocamada as 168 horas pos infecgdo, 24 horas ap0s esse periodo foi observado que o
ECP aumentou, restando apenas poucas células aderidas a monocamada ao passo que 0

Mock se manteve inalterado.
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b) d)

Figura 26: ECP em frasco do pool AF-RPFV 179 em VERO (5X): a) 168h p.i.: desprendimento da
monocamada, b) Mock no mesmo periodo, ¢) 192h p.i.: desprendimento quase total da monocamada com
poucas células permanecendo aderidas d) Mock manteve-se estavel.

As passagens cegas continuaram até a quinta passagem (#5), porém nenhum
outro efeito foi observado. Para maior celeridade, este método de tentativa de isolamento

em frascos de cultura foi descontinuado, sendo substituido por placas de 24 pocos.

Bactéria Stenotrophomonas maltophilia

O pool AF-RPFV 43 continha 8 fémeas de Nyssomyia sp. que foram capturados
no ambiente de floresta no Ramal Taxista, no ponto S01°47'23.4", W060°21'33.8".Na
primeira tentativa de isolamento viral, apresentou efeito inespecifico tanto em VERO,
quanto em C6/36. No reinoculo foi confirmado ECP em C6/36 (Figura 25), com presenga
de bactérias no sobrenadante. Em VERO néo apresentou ECP, porém em microscopia foi
confirmada a presenca de bacteérias.

Os sobrenadantes dos frascos da amostra AF-RPFV 43 foram separados para
testes microbiologicos. Inicialmente foram semeados em Caldo Triptona Soja (TSB), que
€ um meio ndo seletivo utilizado para o crescimento ou manutencao de microrganismos.

Primeiramente foi colocado a 37°C sem registro de crescimento satisfatorio. Foi
pesquisado na literatura sobre temperaturas de crescimento bacteriano @2 e foi novamente

tentado, dessa vez em Agar Sangue (Figura 26a) tanto a 37°C quanto a 30°C.Ap6s 48
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horas foi observado crescimento a 30°C (Figura 27), com pouco crescimento a 37°C.
Levantou-se a suspeita de que a temperatura de crescimento ideal para a bactéria seria de
30°C.

Figura 27: a) Cultivo da bactéria em agar sangue, b) Resultado da coloragcdo de Gram.

Foi realizado um teste de coloracdo de Gram, confirmando tratar-se de uma
bactéria Gram-negativa (Figura 26b). A partir desse ponto a bactéria foi purificada e
testada pelo teste colorimétrico BBL Crystal Identification Systems (Becton, Dickinson
and Company, Maryland, USA) conforme recomendagéo do fabricante. O resultado dos
testes bioquimicos foi para a espécie Stenotrophomonas maltophilia.

Foi entdo realizado um teste de sensibilidade a antimicrobianos pelo método de
disco-difusdo a 30°C e 37°C. Apds 48 horas a 37°C a bactéria apresentou resisténcia a
diversos antibidticos, apresentando sensibilidade apenas para os aminoglicosideos
Amicacina e Tobramicina (Figura 28), enquanto a 30° demonstrou resisténcia a todos 0s

antibioticos.
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Figura 28: Sensibilidade da bactéria em teste de disco-difusdo a 37°C aos antibi6ticos Amicacina e
Tobramicina.

O Teste foi repetido, com a Unica diferenca de que ndo foi utilizada novamente
a Amicacina que terminou e ndo teve como ser reposta. Foram utilizados 9 antibi6ticos
(Tabela 6) e foram testadas também outras bactérias para servir de controle. Novamente
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os resultados repetiram-se (Figura 29), com sensibilidade apenas para Tobramicina,

indicando ser uma bactéria multirresistente.

Figura 29: Sensibilidade da bactéria em teste de disco-difusdo: a) a 37°C aos antibidticos Tobramicina, b)

Resisténcia a todos os antibiéticos a 30°C.

Tabela 6: Antibidticos testados no disco difusao.

Antibiético Familia Resisténcia
Ceftriaxona Cefalosporina Sim
Cefalotina Cefalosporina Sim
Imipenem Beta-lactamico Sim
Ceftazidima Beta-lactamico Sim
Tobramicina Aminoglicosideos Néo
Cefotaxime Cefalosporina Sim
Piperacilina + Tazobactam Beta-lactamico Sim
Amoxicilina Penicilina Sim
Vancomicina Glicopeptideos Sim

Ap0s essa etapa foi passado para os procedimentos de biologia molecular onde

a bactéria teve seu DNA extraido, entdo foi feito uso de PCR convencional para o gene

que codifica 0 RNA 168, seguido para reacéo de sequenciamento pelo Método de Sanger,

que confirmou realmente tratar-se de uma bactéria do género Stenotrophomonas sp. E o
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primeiro registro no estado do Amazonas da presenca da bactéria S. maltophilia em
flebotomineos.

A partir do Sequenciamento Shotgun, em primeira montagem, obtivemos mais
de 80% do genoma da bactéria. Utilizamos a ferramenta KmerFinder-3.1 que mostrou
que as sequéncias correspondem a Stenotrophomonas maltophilia e a maior proximidade
foi a S. maltophilia cepa ISMMS3.

Apobs a confirmagdo da espécie fizemos o MLST 2.0 (Multilocus Sequence
Typing) que é um procedimento para caracterizaco de isolados bacterianos ©? e como
resultado foi obtido um ST (Sequence Type) desconhecido, apresentando uma

combinacéo de genes que nunca havia sido encontrada (Figura 30).

MLST-2.0 Server - Results

mist Profile: smaltophilia

Organism: Stenotrophomonas maltophilia
Sequence Type: Unknown

Nearest STs: 40,280,259,335,171,79,207

Locus Identity Coverage A'I'_g:;?‘m L‘:r'leg':h Gaps Allele
atpD 100 100 531 531 0 atpD_26
gapA  99.8208 100 558 558 0 gapA_116*
guaA 99.2754 100 552 552 0 guaA_12*
mutM 98.4946 100 465 465 0 mutM_101*
nuoD 100 100 444 444 0 nuoD_3
ppsA 08783 99506 483 45 0 ppsA 71

recA 99.6337 100 546 546 0 recA_11*

Notes: *? alleles with less than 100% identity and 100% coverages found

* mutM: Novel allele, ST may indicate nearest ST.
*gapA: Novel allele, ST may indicate nearest ST.
*recA: Novel allele, ST may indicate nearest ST.
?* ppsA: Imperfect hit, ST can not be trusted!

*guaA: Novel allele, ST may indicate nearest ST.

Figura 30: Resultado do MLST-2.0 de S. maltophilia: Foram identificados dois alelos conhecidos (atpD e
nuoD), quatro alelos novos (mutM, gapA, recA e guaA) e um hit imperfeito.

A bactéria Stenotrophomonas maltophilia esta classificada taxonomicamente
como pertencente ao dominio Bacteria, filo Proteobacteria, Classe Gammaproteobacteria,
ordem Xanthomonadaceae, género Stenotrophomonas, e é uma bactéria aerdbica, nao-

fermentativa e Gram-negativa (Figura 31).
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Figura 31: Stenotrophomonas maltophilia (Fonte: Trends in Microbiology 2018 26, 637-638DOI:
(10.1016/j.tim.2018.04.006). Acesso em 17/06/2019.

E uma espécie de bactéria cosmopolita que ja foi isolada de diversos ambientes,
estando presentes principalmente em plantas na natureza, fazendo parte de seu
microbioma, apesar dessa sua relacdo com plantas ainda ter sido pouco estudada, sabe-se
que ela é capaz de realizar transmissao vertical (via sementes) e atuar com atividade de
controle bioldgico @3,

Apresenta uma alta diversidade e taxa de mutacéo e capacidade de producédo de
biofilme e é considerado um patégeno oportunista, com cepas patogénicas com taxa de
mutacao superiores as das ambientais causando quadros de infecg¢bes urinarias, infecgdes
do trato respiratério (inclusive pneumonia com fibrose cistica), endocardites, e septicemia
em pacientes imunocomprometidos e infeccbes nosocomiais com altos indices de
letalidade ®4®). Isolados clinicos de S. maltophilia apresentam pouca sensibilidade &
maioria dos antibioticos, inclusive as carbapenemas @0,

Flebotomineos sdo expostos a uma gama de microrganismos que se inicia no
estado larval, onde irdo alimentar-se em detritos de serapilheira e fezes de animais.
Alguns microrganismos conseguem manter-se na microbiota intestinal do flebotomineo,
porém a maioria deles perdem-se durante o estagio de pupa, mas 0s microrganismos que

sobreviverem podero colonizar o intestino do adulto @7,
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Nos habitos alimentares, a fémea faz repasto sanguineo que geralmente € estéril,
mas tanto machos quanto fémeas buscam alimentar-se de carboidratos, seja em secrecoes
de afideos, seja em plantas, o que acarreta na ingestdo da microbiota da planta, que pode
conter microrganismos contaminantes, o que pode resultar tanto numa infestacédo estavel
do fleb6tomos pelo microrganismo, quanto matar o flebotomineo @),

Alguns estudos tém como foco a analise da microbiota intestinal de
flebotomineos, e geralmente direcionado as bactérias cultivaveis. Gouveia ® analisou
bactérias cultivaveis associadas a Lu. longipalpis em duas areas endémicas para
Leishmaniose visceral e utilizaram uma metodologia semelhante a que utilizamos,
passando por enriquecimento a 37°C e 30°C e identificagdo dos isolados pela analise das
sequéncias do gene para 0 RNA 16S. A bactéria S. maltophilia foi a Unica em comum
entre todas as populacGes de Lu. longipalpis analisadas.

Oliveira e colaboradores ©? fizeram um estudo da prevaléncia da microbiota no
trato digestivo de fémeas de Lu. longipalpis capturadas em campo (Gruta da Lapinha,
Lagoa Santa, Minas Gerais). Os tratos digestivos dos flebotomineos foram reunidos em
pools e semeados em meio para enriquecimento a 37°C, passado por método de Gram,
métodos bioquimicos e Sistema de Identificacdo de Fermentadores e Ndo Fermentadores
Crystal (BBL) e a S. maltophilia foi a terceira mais prevalente, isolada de 9% das
amostras.

Bactérias provenientes de fontes ambientais como a S. maltophilia ja foram
isoladas de outros dipteros %3 o que sugere que fazem parte de sua flora microbiana
natural ou transitéria. Ndo ha registro de transmissdo bioldgica de S. maltophilia por
vetores artropodes, ou registros de infeccdo sistémica ou da glandula salivar em
flebotomineos.

Quanto a transmissdo mecanica foi registrado na Alemanha em 2001 que
infestacbes da mosca Polleniarudis (Diptera: Calliphoridae) podem resultar em
transmissGes mecanicas de S. maltophilia e outras bactérias especialmente em hospitais
%) Em 2013 a Clogmia albipunctata (Diptera: Psychodinae) foi identificado como
potencial vetor mecanico de patdgenos bacterianos como a S. maltophilia em ambientes
hospitalares. *®

N&o héa registro de invaséo sistémica ou da glandula salivar de flebotomineos por

S. maltophilia.
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Phlebovirus

Do macerado original das outras 34 amostras foi realizada Extracio de Acido
Ribonucleico (RNA viral) seguido de producio de Acido desoxirribonucleico
complementar (cCDNA) e entdo foram testadas para virus dos géneros Phlebovirus e
Vesiculovirus por meio de PCR’s convencionais utilizando primers genéricos.

Da primeira PCR ndo apareceram fragmentos sugestivos de positividade em
nenhuma amostra e foi feita uma segunda PCR (reamplificacdo) utilizando os mesmos
primers. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%, sendo
visualizados fragmentos em dois pools (AF-RPFV 44 e AF-RPFV 339), um deles na
altura de aproximadamente 500 pares de base (tamanho esperado), sugerindo positividade
para Phlebovirus (Figura 32).
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Figura 32:Resultado da EGA: a) Pool AF-RPFV 44, b) Pool AF-RPFV 339, c) Branco.

As duas amostras seguiram para reacao de sequenciamento capilar pelo método
de Sanger. A amostra AF-RPFV 44, que continha 14 fémeas de Lutzomyia sp. confirmou
Phlebovirus, que em anélise de sequenciamento apresentou suporte elevado com o virus

Uriurana (Uriurana virus - URIV), que é um virus ndo agrupado em complexo soroldgico
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que foi originalmente isolado de Phlebotominae sp. no ano de 1985 em Tucurui, estado
do Par, Brasil ®®, a 1.165km de distancia em linha reta de Presidente Figueiredo.

A reconstrucdo filogenética da amostra AF_RPFV_44 2019 (Figura 33)
mostrou que ela se agrupa em um grande clado formado pelas sequéncias dos virus
Adana, Punta Toro, Sandfly Sicilian Turkey, Toros, Toscana, Zerdali, Arrabida, Ambg,
Aguacate, Candird, Tapard e Uriurana, transmitidos por flebotomineos; dos virus
Arumowot e da febre de Rift Valley, transmitidos por mosquitos; além dos virus Urucuri,
Anhanga, isolados de mamiferos e sem um vetor conhecido. Foi possivel ainda visualizar
0 virus Mukawa, transmitido por carrapato, como grupo externo deste clado.

Cabe destacar que a reconstrucdo filogenética mostrou que o isolado de Rio
Pardo € mais préximo do virus Uriurana (79% de identidade), ao menos no que tange a

regido sequenciada até o momento.
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alLRT

NC_039192_Punta_Toro_virus_Panama_1972
NC_015412_Sandfly_Sicilian_Turkey_virus_Turkey_08-2008
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NC_033841_Urucuri_virus_Brazil
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Figura 33: Reconstrucdo filogenética da amostra AF_RPFV_44 2019. A é&rvore de méaxima
verossimilhanca construida a partir de um dataset com 23 sequéncias de referéncia do segmento L de
flebovirus disponiveis no GenBank e a amostra AF_RPFV_44 2019. Em amarelo flebovirus isolados de
flebotomineos; em branco flebovirus isolados de mamiferos, sem vetor cohecido; em azul flebovirus
isolados de mosquitos e em verde flebovirus isolados de carrapatos. Os valores de suporte de aLRT estdo
descritos ao lado de cada n6 e também representados pelos circulos em fungéo da cor e tamanho.;
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Os resultados da anélise filogenética confirmaram que o virus isolado a partir da
amostra AF_RPFV_44 2019 é um flebovirus, mas ainda ndo nos permitem concluir se é
um virus novo, ou uma variante do virus Uriurana. Novos protocolos de sequenciamento
completo do genoma viral estdo em andamento para atingir esse objetivo. Além dos
ensaios moleculares, serdo realizados ensaios sorologicos classicos como fixacdo de
complemento e inibicdo de hemaglutinagdo em colaboragdo com o Instituto Evandro
Chagas — MS.

Carvalho e colaboradores ©7, isolaram o Viola phlebovirus de Lu. longipalpis
gue também apresenta identidade com URIV.

O pool AF-RPFV 44 continhal4 fémeas de Lutzomyia sp. que foram capturadas
no ambiente de floresta no Ramal Taxista, no ponto S01°47'23.4", W060°21'33.8".

Apds a confirmacdo de Phlebovirus no pool AF-RPFV 44, foram separados 0s
indculos de primeira (#1) e segunda (#2) passagens tanto de VERO, quanto C6/36 e foram
processados, passando por extragdo de RNA com kit, conforme recomendagdes do
fabricante, seguida por produgdo de cDNA e PCR convencional para Phlebovirus. Os
amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, que confirmou o

isolamento de Phlebovirus em células C6/36 (Figura 34).
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Figura 34:EGA da PCR 2 dos isolados do pool AF-RPFV 44, da segunda PCR: a) #1 de C6/36, b) #1 de
VERO, c) #2 de C6/36 e d) #2 de VERO.

Na literatura, até entdo constava que Phlebovirus de flebotomineos ndo eram
isolados em células C6/36 . Apés a confirmacao do isolamento em C6/36 foi realizada
uma nova tentativa de isolamento, dessa vez nas células HepG2, de hepatocarcinoma
celular de humano. Foram preparados dois frascos de HepG2, uma para a amostra, outra
para 0 Mock (controle negativo), e foram incubadas em estufa a 37°C.

Foi inoculada a #1 de C6/36 e a monocamada foi observada diariamente e 96

horas pds inoculagéo foi registrado ECP (Figura 35).
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Figura 35: ECP causado por Phlebovirus em células HepG2: a) 96h p.i., b) Mock.

O sobrenadante foi recolhido e no dia seguinte passou por extragédo de RNA com
kit, conforme recomendacdes do fabricante, seguida por producdo de cDNA e PCR
convencional para Phlebovirus. Os amplicons foram para EGA, que confirmou o
isolamento de Phlebovirus em células HepG2 apresentando amplicons tanto na primeira,

quanto na segunda PCR (Figura 36).

Figura 36: EGA do isolado de Hep G2: a) Amplicon da primeira PCR, b) Amplicon da segunda PCR.
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O isolamento em células HepG2 é um indicativo que o Phlebovirus recém
isolado tem potencial para sensibilizar células de seres humanos.

Uma grande quantia de virus de flebotomineos recém-descobertos ndo foi
associada a doencas em casos humanos ou veterinarios. Vale ressaltar que o TOSV do
momento do isolamento a confirmacdo de casos de meningite em humanos levou um
periodo de 14 anos, enquanto o0 CHPV que era associado apenas a casos de sindromes
febris foi associado a encefalites 16 anos apds sua descoberta.

Assim sendo, é crucial pesquisar 0 impacto na saude publica desses virus de
flebotomineos recém descritos via estudos de soroprevaléncia e investigacao virologica
molecular de casos de febre de origem desconhecida ou que tenham apresentado resultado
negativo para casos conhecidos como malaria ou dengue, assim como de infecgdes do

sistema nervoso central e periférico.
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CONCLUSAO

Identificamos um Phlebovirus potencialmente novo de flebotomineos, o qual
denominamos provisoriamente de Rio Pardo flebovirus (RIOPV).

O virus foi identificado em um pool de Lutzomyia sp., 0 que indica que esse virus
esta circulando na populacdo de flebotomineos de Rio Pardo.

O flebovirus identificado precisa ser mais sequenciado e mais bem caracterizado
para saber se se trata de um novo virus ou se € um derivado do virus Uriurana (URIV).

O RIOPV foi isolado com sucesso em células C6/36 e HepG2.

Foi identificada também uma nova bactéria de microbiota de flebotomineos com
genes de resisténcia.

Nossos resultados reforcam a necessidade de vigilancia continua de potenciais

patdgenos humanos em vetores da Floresta Amazonica.
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