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RESUMO

Introducao: Arbovirus sdo virus transmitidos por vetores artropodes que predominam nas
areas tropicais do mundo. O territério brasileiro é tomado por florestas tropicais e ecossistemas que
permitem condicdes ideais a presenca de Arbovirus. Inimeros arbovirus ja foram detectados e
isolados no territério brasileiro, tais como o virus da Dengue, Zika virus, Chikungunya e muitos
outros que circulam na natureza por intermédio de hospedeiros reservatorios e vetores artropodes,
tais como dipteros, carrapatos, etc que frequentemente causam surtos de doencas em animais e
humanos. Nesse contexto, os estados de Ronddnia e Amazonas que detém parte de seus territérios
coberto por floresta amazonica, apresentam ecossistema que favorece a existéncia de diferentes
espécies de vetores artropodes que junto as acles antropogénicas e as precarias condigdes de
saneamento bésico, permitem potencial transmissdo e estabelecimento de arboviroses nestas
regides. Objetivo: O presente trabalho tem como objetivo monitorar a presenca de Arbovirus de
importancia médica, tais como Flavivirus, Alphavirus e Bunyavirus em espécies de dipteros
coletados nos estados de Rondbnia e Amazonas, Brasil. Métodos: Neste estudo, foi padronizado
trés ensaios de RT-gPCR (Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction) com
Sybr Green para deteccdo de Arbovirus (Flavivirus, Alphavirus e Bunyavirus). Além disso, espécies
de dipteros foram capturados em diferentes regides ao longo do estado de Rondénia e Amazonas,
entre 0s anos de 2017, 2018 e 2019, e apds um processo de maceracdo e extracdo de acidos
nucleicos, foram submetidos a pesquisa de Arbovirus utilizando os protocolos padronizados.
Resultados: Os ensaios se mostraram eficazes para pesquisa de Arbovirus de interesse. Até o
momento, dos 9.299 dipteros coletados, foram processados e analisados cerca de 6798 dipteros, dos
quais: 69,46% (n=4714) pertencem a familia Culicidae, 15,5% (n=1050) a Ceratopogonidae, 8,2%
(n=555) a Psychodidae, 6,8% (462) a Tabanidae e 0,04% (n=3) a Simullidae, divididos em mais de
35 espécies distintas. Do total de dipteros analisados ndo foi detectado Flavivirus, Alphavirus ou
Bunyavirus. Conclusao: Apesar da boa eficiéncia dos protocolos, ndo houve deteccdo de arbovirus
nos pools de mosquitos analisados. Este trabalho fornece dados importantes a respeito da atual
situagdo epidemiologica brasileira, principalmente nos possiveis “focos” de transmissdo e

disseminacdo desses virus, sem que seja descartado a potencial circulacdo nas regides estudadas.

Palavras-chave: Arbovirus. Dipteros. RT-gPCR. Sybr Green.
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ABSTRACT

Arboviruses are viruses transmitted by arthropod vectors that predominate in tropical
areas of the world. The brazilian territory taken by tropical forests and other natural ecosystems
that allow ideal conditions for the presence of Arbovirus. A number of Arboviruses have already
been detected and isolated throughout the territory with many still endemic such as Dengue
virus (DENV), Zika virus (ZKV), Chikungunya virus (CHIKV) and many others circulating in
nature through reservoir hosts and arthropod vectors such as dipterans, ticks, etc. which often
cause disease outbreaks in animals and humans. In this context, the states of Rondonia and
Amazonas, which owns part of its territories covered by amazon forest have an ecosystem that
favors the existence of different species of arthropod vectors that together with anthropogenic
actions and poor basic sanitation conditions allow potential transmission and establishment of
arboviruses in these regions. Objective: The present work aims to monitor the presence of
Arboviruses of medical importance such as Flavivirus, Alphavirus and Bunyavirus in species
of dipterans collected in the states of Ronddnia and Amazonas, Brazil. Methods: In this study,
three RT-gPCR (Reverse Transcrption Quantitative Polymerase Chain Reaction) assays with
Sybr Green were standardizes fot detection of Arboviruses (Flavivirus, Alphavirus and
Bunyavirus). In addition, diptera species were captured in different regions throughout the
Amazonas and Rondonia states between 2017-2019, and after a process of maceration and
extraction nucleic acids were subjected to arbovirus research using standardized protocols.
Results: The assays proved to be effective for researching interest arbovirus. To date, of the
9,299 dipterans collected approximately 6,798 dipterans have been processed and analyzed of
which: 69.46% (n=4714) belong to the family Culicidae, 15.5% (n=1050) to Ceratopogonidae,
8.2% (n=555) to Psychodidae, 6.8% (462) to Tabanidae and 0.04% (n=3) to Simullidae divided
into more than 35 distinct species. Flavivirus, Alphavirus or Bunyavirus were not detected from
the total of the analyzed dipterans. Conclusion: Despite the good efficiency of the protocols
there was no detection arbovirus in the analyzed mosquito pools. This work provides important
data regarding the current Brazilian epidemiological situation especially in the possible "spot”
of transmission and dissemination of these viruses without discarding the potential circulation

in the regions studied.

Keywords: Arbovirus. Diptera. RT-gPCR. Sybr Green.
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1. INTRODUCAO

Arbovirus sdo um extenso grupo de virus transmitidos por vetores artrépodes
hemat6fagos (ARAUJO et al., 2019) composto por cinco diferentes familia: Reoviridae,
Rabdoviridae, Flaviviridae, Togaviridae e Bunyaviridae, sendo que as trés ultimas possuem as
principais espécies causadoras de doencas em humanos, tais como: o virus da Dengue (DENV)
0 virus Mayaro (MAYYV) e virus Oropouche (OROV) causadores de febre (MOURAO et al.,
2009; VIEIRA et al., 2015); virus da Febre Amarela (do inglés “Yellow Fever Virus’-YFV)
causador de febre, faléncia hepatica e insuficiéncia renal (FIGUEIREDO, 2000); virus Oeste
do Nilo (do inglés “West Nile Virus”-WNV) e virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV)
provocadores de encefalites e problemas neurologicos (ASHRAF et al., 2015; NEMETH et al.,
2012); Zika virus (ZIKV) associado a microcefalia e sindrome de Guillain-Barré (RATHORE,
2016), dentre outros.

A maior importancia no estudo dos arbovirus reside no fato destes circularem na
natureza em diferentes ciclos epidemiolégicos envolvendo vetores artrépodes como carrapatos
e dipteros, tais como mosquitos hematdfagos, etc. Por meio de repastos sanguineos, estes
vetores transmitem virus a uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre eles
mamiferos, aves e humanos estabelecendo doengas (ARAUJO et al., 2019; BICHAUD et al.,
2014a; MARUNIAK; GARCIA-MARUNIAK, 2010a).

Parte do territorio brasileiro, principalmente os estados situados na regidao norte do pais
sdo constituidos de florestas tropicais e outros ecossistemas que propiciam condi¢des ideais
para ocorréncia de doengas causadas por arbovirus (arboviroses). Nesse contexto, os estados de
Rond6nia e Amazonas apresentam caracteristicas geograficas e climaticas, que somado as
intensas atividades antropogénicas exercidas nestas regides, propiciam a emergéncia e
reemergéncia de varias doencas (CARVALHO et al. 2011; TOSCANO 2007; OLIVEIRA
2002).

Dessa forma, com esses fatores, somados a dificuldade de acesso ao atendimento médico
e de informac0es epidemiologicas sobre a circulagdo de arbovirus, justifica a necessidade de
estudos completos e detalhados sobre as arboviroses nessas regides (HENRIQUES, 2008).

Tendo em vista que virus pertencentes ao grupo dos arbovirus tém sido responsaveis
pela emergéncia e reemergéncia de viroses no pais, e que atualmente possuem grande potencial
de causar surtos de doencas principalmente em regides proximas a Amazénia, propusemos
neste estudo avaliar a presenca de Arbovirus a partir de dipteros coletados no estado de

Ronddnia e Amazonas.
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A deteccdo e o monitoramento de arbovirus nessas regides se faz necessaria para um
melhor conhecimento da atual situacdo epidemioldgica dos estados e do pais, contribuindo
como medida preditiva para evitar o surgimento e ressurgimento de doencas causadas por novos
ou “antigos” virus pertencentes ao grupo dos arbovirus, com informagdes que podem contribuir
também para um melhor conhecimento sobre o ciclo natural, circulacdo, transmissao, dispersao,

poder de infectividade e potencial zoondtico desses virus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Arbovirus

Arbovirus sdo virus transmitidos por vetores artropodes (do inglés “arthropod-borne
viruses”) circulantes na natureza por intermédio de hospedeiros naturais especificos, que
predominam principalmente em &reas tropicais e subtropicais do mundo (ARAUJO et al., 2019;
BICHAUD et al., 2014b).

Trata-se de um grande grupo de virus, com centenas de espécies representantes
divididos em cinco familias, Reoviridae, Rhabdoviridae, Flaviviridae, Togaviridae e
Bunyaviridae (BLAIR; ADELMAN; OLSON, 2000). Dentre estas, Flaviviridae, Togaviridae
e Bunyaviridae possuem as principais espécies responsaveis por causar doencas em humanos,
além de importantes patdgenos de potencial zoon6tico que infectam uma grande variedade de
hospedeiros, incluindo insetos, aves, répteis e mamiferos (MARUNIAK; GARCIA-
MARUNIAK, 2010b).

A transmissao de arbovirus na natureza depende de uma série de fatores, que variam
desde a distribuicdo geografica, adequacdo e competéncia do vetor, até disponibilidade de
hospedeiros, densidade populacional e fatores ambientais como temperatura e umidade
(DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017). Alem do mais, agdes antropogénicas
descontroladas, como desmatamento de florestas, migracdo populacional, ocupacdes
desordenadas de areas urbanas, etc., bem como precéarias condi¢gdes sanitarias sdo importante
fatores, que quando somados a presenca e competéncia dos vetores artropodes, contribuem para

amplificagéo e transmissdo desses virus (LORENZ et al., 2017).

2.2 Vetores e transmisséo

Artropodes hemat6fagos, como carrapatos e principalmente os dipteros, dentre os quais:
mosquitos, flebotomineos, simulideos e ceratopogonideos desempenham papel crucial na
epidemiologia de surtos causados pelas arboviroses. Pelo potencial fato de se alimentarem do
sangue de animais virémicos, estes insetos podem se infectar tornando-se reservatorios de virus
(FORATTINI, 1996), podendo ainda desempenhar papel de vetores, transmitindo os virus de
um hospedeiro para outro (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017). Isso se d& gracas a
capacidade dos arbovirus de replicarem tanto em células de artrépodes (Figura 1) quanto em
ceélulas de vertebrados (MEZENCIO et al., 1990).

A transmissao bioldgica de arbovirus na natureza pode acontecer de forma vertical que
ocorre quando ha a transmissdo do virus pelo vetor infectado aos seus descendentes, ou de

forma horizontal. Nesta Gltima, a transmissdo pode ser venérea quando o macho infectado
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transmite o virus a fémea durante o acasalamento, ou por via oral quando o vetor infectado
transmite o virus ao hospedeiro vertebrado pela saliva durante o repasto sanguineo (WEAVER;
REISEN, 2010).

Para a maioria dos arbovirus, a transmissdo horizontal por via oral é a mais comum. O
vetor adquire o virus ao se alimentar de um hospedeiro infectado que passam a infectar as
células do tubo digestivo, e entdo se dissemina para outros tecidos secundarios ocorrendo a
amplificagéo viral em varios tecidos fora do intestino até chegar as glandulas salivares, onde se
multiplicam sem causar qualquer sinal ou sintoma de doenca durante um tempo (periodo de
incubagdo) que pode variar entre 7 a 14 dias. Apds este periodo, 0s mosquitos perpetuam a
capacidade de transmitir os virus para outros hospedeiros através da picada (Figura 2)(FRANZ
etal., 2015; WU etal., 2019).

Arbovirus

A O

Células de Sistema Imune

Figura 1. Esquematizacdo do ciclo de vida dos arbovirus no mosquito. A) Aquisicdo do virus pelo mosquito no
momento da alimentacdo. B) Disseminacao do virus pelo tubo digestivo do mosquito para outros tecidos até chegar
as glandulas salivares, onde sofrem intensa replicacdo. C) Transmissao dos virus através da picada, juntamente
com algumas proteinas da saliva do mosquito. Fonte: Adaptado de Wu P, Yu X, Wang P, Cheng G, (2019).

Cerca de aproximadamente 15.000 espécies de artropodes hematdfagos sdo conhecidos
e, entre 0s vetores responsaveis por transmitir arbovirus a humanos e a grande maioria pertence
a ordem Diptera, subordem Nematocera (KUNO, 2005). A Ordem Diptera pertence a Classe
Insecta e apresenta cerca de 120.000 individuos, que se destacam pelas asas posteriores
reduzidas em formato de clave e proeminentes asas dianteiras. A sub-ordem Nematocera
engloba dipteros com antenas articuladas com mais de 6 segmentos, tais como mosquitos,
familia Culicidae; borrachudos, familia Simullidae; maruins, familia Ceratopogonidae; e
flobotomineos, familia Psycodiidae (FORATTINI, 1996)
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As arboviroses podem manter-se em ciclos diferentes, envolvendo distintas espécies de
vetores artropodes e hospedeiros vertebrados, que variam de acordo com as condicdes
ecologicas e sociais de cada regido. Sendo assim, esses ciclos de transmissdo podem
estabelecer-se de formas diferentes a depender da espécie de virus. As transmissfes mais
comuns acontecem em ciclos urbanos, ou através de ciclos silvestres (DONALISIO; FREITAS;

ZUBEN, 2017) como representado na Figura 2 abaixo.
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Figura 2. Ciclos de transmisséo de arbovirus. A imagem demonstra os ciclos de transmisséo silvestre e urbano do
virus da Febre Amarela (YFV) um representante da familia Flaviviridae e um importante Arbovirus. Fonte: Guia
de Vigilancia em Sadde — Ministério da Satde

No ciclo urbano, a transmissdo é feita pelo artropode diretamente ao homem. Este,
quando infectado, pode desenvolver a doenca servindo de fonte de infeccdo para novos
mosquitos. Nesse tipo de ciclo, o principal vetor é o Aedes aegypti, um mosquito antropofilico
encontrado frequentemente em locais onde ha aglomeracdo de humanos. Ja o ciclo silvestre é
mais complexo, o qual envolve animais reservatorios como macacos e diferentes vetores de
habitos silvestres, como mosquitos das espécies culex sp, Aemagogus sp, Sabethes sp (figura
3), entre outros (HONORIO et al., 2015) capazes de transmitir diferentes espécies de arbovirus,

como os pertencentes ao género Flavivirus, Alphavirus ou Bunyavirus.

2.3 Flavivirus

O género Flavivirus, da familia Flaviviridae, consiste de mais de 73 espécies de
pequenos virus envelopados, tais como 0 DENV, ZKV, YFV, WNV, entre outros (BRINTON;
BASU, 2015), e podem ser tradicionalmente distribuidos em 3 grupos a depender de seus
vetores artropodes de transmissdo. Dessa forma, sendo classificados em: Flavivirus
transmitidos por mosquitos ou “mosquito-borne” (MBFV), Flavivirus transmitidos por

carrapatos ou “tick-borne” (TBFV) e os “no-known-vector” (NKV) sem vetor conhecido.
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Membros dos MBFV e TBFV replicam em vertebrados artropodes, enquanto 0s NKV
podem infectar morcegos e roedores sem que haja vetores artropodes envolvidos no ciclo
infeccioso (COOK et al., 2011). Cerca de 50% dos mais de 73 Flavivirus conhecidos séo
transmitidos por mosquitos hematofagos, tornando os MBFV o0s principais responsaveis pela
transmissdo destes virus (GOULD; HIGGS, 2009).

Os virus representantes dessa familia apresentam nacleo formado por uma
ribonucleoproteina com forma esférica, envolvido por um envelope lipoprotéico com presenca
de glicoproteinas em sua superficie (TRENT; QURESHI, 1971). O genoma destes virus
constitui cerca de 11.000 nucleotideos de comprimento, RNA de fita simples, linear, de
polaridade positiva que funcionam tanto como o mRNA viral, quanto um modelo para sintese
de RNA de cadeia inferior. A regido 5' ndo codificante (NCR) é curta, com apenas 100 nt,
enguanto 0 3' NCR é mais variavel, com cerca de 340 a 700 nt. A extremidade 3’ do NCR néo
é poliadenilada, e termina com um CUOH conservado (LINDENBACH, MURRAY etal. 2013)

A replicacdo acontece quando glicoproteinas presentes na superficie da membrana de
células hospedeiras interagem com o envelope viral, permitindo a liga¢do do virus com a célula.
Esta ligacdo pode ser mediada também por integrinas, proteinas do citoesqueleto e lipideos
(BOGACHEK etal., 2010).

Ap0s a etapa de adsorcdo, € iniciada a etapa de internalizacdo (penetracdo) da particula
viral, onde é formada uma vesicula revestida com clatrina (CHU; NG, 2004). A subsequente
acidificacdo faz com que as proteinas do capside viral se fundam com a membrana da vesicula,
liberando o genoma viral no citoplasma da célula que é direcionado ao reticulo endoplasmatico
(RE), onde é criado o ambiente molecular que permite o processo do ciclo viral, ao mesmo

tempo que impede a sinalizacdo para resposta do interferon (WELSCH et al., 2009) (Figura 3)
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Figura 3. Modelo de replicacdo dos Flavivirus. Fonte: Adaptado de (SAMPATH; PADMANABHAN, 2009).

Na fase inicial do ciclo dos flavivirus, 0 genoma viral € empregado principalmente como
MRNA na sintese proteica viral. O inicio da tradugdo ocorre de maneira dependente. No caso
do DENV, o processo comeca com a ligacdo de fatores de iniciacdo 4E (eIF4E) da 5’cap, e
mais adiante com o recrutamento de elF4G e elF4A. Este complexo de ribonucleoproteinas
liga-se ao 43S (40S + elF1A + elF3) e ao codon de iniciagdo AUG para serem reconhecidos.
Por fim, a subunidade ribossomal 60S € recrutada e a traducdo comeca, e entdo é codificada
uma grande poliproteina precursora.

Esta grande poliproteina precursora é responsavel por produzir trés proteinas estruturais
individuais: céapside (C), membrana precursora/ Membrana (prM/ M), envelope (E); e sete
proteinas ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, MS4B E NS5 (FERNANDEZ-
SANLES et al., 2017; LINDENBACH; RICE, 2003) (Figura 4).
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Figura 4. Organizacgao genética do genoma dos Flavivirus e fungdes das proteinas. As setas indicam os locais de
clivagem da protease viral. Fonte: adaptado de (RASTOGI; SHARMA,; SINGH, 2016).

A proteina C é a menor (PM de 12 a 14 kDa) dentre as estruturais e multiplas copias
desta, associam-se para compor o nucleocapsideo icosaédrico. A proteina E é a maior proteina
estrutural (PM 53 a 58 kDa), mais abundante do envelope e esta diretamente relacionada a
ligacdo aos receptores, montagem e fusdo celular, além de possuir epitopos que definem
sorotipos de determinadas espécies (BURKE et al., 2001).

A prM (PM 20 a 24 kDa) é a proteina precursora que dara origem a proteina M (7 a 9
kDa) durante o processo de brotamento, que ap0s a integracdo com a proteina E do envelope,
torna o virus completo e infeccioso (BURKE et al., 2001).

As sete proteinas ndo estruturais sdo obtidas a partir de clivagens realizadas por
proteases presentes na regido N-terminal de NS3 (Figura 4). A NS3 funciona também como
protease e helicase, além de fazer parte do complexo RNA polimerase (BURKE et al., 2001).

A proteina NS5 apresenta sequéncias nucleotidicas bastante conservadas, tem atividade
de polimerase, além de ser responsavel pela adi¢do de cap ao RNA mensageiro. O fato desta
proteina ser bastante conservada, torna-a alvo de diversos estudos para pesquisa de flavivirus
(JOHNSON et al., 2010; BROZONI et al., 2005).

2.4 Alphavirus

O género Alphavirus, da familia Togaviridae, consiste em mais de 40 espécies de virus,
tais como o virus Chikungunya (CHIKV), virus Mayaro (MAYYV), virus da Encefalite Equina
Venezuelana (VEEV), entre outros.

Tratam-se de virus esféricos e envelopados que medem em torno de 60 a 70 nm de

didmetros, cujo genoma é composto de RNA de fita simples com orientacdo positiva de cerca
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de 12.000 nucleotideos, dividido em dois segmentos com fase de leitura aberta (ORF —do inglés
“open reading frame”): ORF N-terminal (regido genémica), cuja traducdo origina quatro
proteinas ndo estruturais (NSP1, NSP2, NSP3 e NSP4) e ORF C-terminal (regido sub-
gendmica), originando duas ou trés proteinas estruturais (C, E1 e E2) sendo, um capsideo e
duas glicoproteinas formando pontas heterodiméricas na superficie da particula viral
(MADARIAGA; TICONA; RESURRECION, 2016) (Figura 5).

Figura 5. Representagdo do virion do género Alphavirus.

Parte do genoma viral, a partir da extremidade 5” codificam uma tnica poli proteina, a
P1234, que é constituida pelas quatro proteinas ndo estruturais. A sintese da P1234 parece ativar
a NSP4 que é clivada primeiro, e logo em seguida o complexo P123/NSP4 sintetiza 0 RNA de
polaridade negativa complementar ao RNA gendmico. Depois a poli proteina P123 é clivada
entre a juncdo 1 e 2 e passa a compor o complexo P1/P23/NSP4 que é capaz de sintetizar o
RNA fita negativa e também o RNA gendmico 49S. Ap0s isso, ocorre a separacao das proteinas
NSP2 e NSP3 e o complexo de replicacdo passa a ser formado pelas proteinas ndo estruturais,
as quais sao capazes de sintetizar o RNA subgendmico 26S que contém os genes das proteinas
virais. As proteinas estruturais também sdo formadas a partir de um poli proteina, que quando
clivada, da origem a duas ou trés proteinas do envelope, dependendo do virus, e a proteina C
do capsideo (TOMAR et al., 2006). A proteina estrutural C é uma serina protease que é
necessaria para a formacdo do nucleocapsideo do virion. Ja a proteina E1 é responsavel pela

atividade de fusdo de membrana e a E2 apresenta os principais epitopos de neutralizacdo sendo
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responsavel pela ligacdo ao receptor (BOURAI et al, 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo do genoma dos Alphavirus. A) Mostra os quadros de leitura aberta da sequéncia de RNA
(ORFs). O (*) indica a posi¢do do codon de terminacdo. B) Esquema representativo de processamento de
poliproteina estrutural (NSP2) por protease nsP2. Fonte: (BAKAR; NG, 2018)

2.5 Bunyavirus

Os Bunyavirus pertencem a familia Bunyaviridae e compreende cinco géneros:
Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovirus e Tospovirus, com mais de 350 espécies
de virus isolados distribuidos em todo 0 mundo. A maioria destes sdo virus transmitidos por
artropodes, com excecdo dos Hantavirus, pois estes sdo transmitidos por roedores e nenhum
vetor de artropodes foi identificado at¢é o momento (HEDIL; KORMELINK, 2016;
SCHMAJJOHN; ELLIOTT, 2014).

Tratam-se de virus de RNA de fita simples tri-segmentado de polaridade negativa ou
ambisense a depender do género representante (Figura 7a). Neste caso, os Phlebovirus e 0s
Tospovirus diferem dos demais bunyavirus, j& que seu segmento S adota uma estratégia de
codificagdo ambisense. Sendo assim, as estratégias de organizacdo do genoma acabam variando
entre os membros dos diferentes géneros (HEDIL; KORMELINK, 2016).

O genoma dos bunyavirus é constituido de 3 segmentos de RNA de fita simples,
denominado pequeno (S), médio (M) e grande (L) (ELLIOTT, 2014). O maior segmento de
RNA gendmico (segmento L) codifica a RNA polimerase L dependente de RNA(RpRd ou
Proteina L), importante para o inicio da replicagéo viral. Ja o segmento medio (segmento M)
codifica um polipeptideo precursor que é posteriormente processado em duas glicoproteinas de

envelope, GN e GC que sdo responsaveis pela ligacdo e penetracao do virus as células alvo.
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O menor segmento (segmento S) codifica a nucleoproteina N, que se associa ao genoma
do RNA viral e, juntamente com a polimerase viral L, constitui as ribonucleoproteinas pseudo-
helicoidais (RNP), desempenhando um papel importante na protecdo da informacdo genética
viral, além de produzir também a proteina ndo estrutural NSs em uma “overlapping open

reading frame”(HEDIL; KORMELINK, 2016; VARELA et al., 2013) (Figura 7b).
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Figura 7. Representacdo esquematica da particula viral e genoma de Bunyavirus. (A) Demonstragdo do virion de
bunyavirus. Os trés segmentos de RNA (S, M e L) associam-se a polimerase L e & nucleoproteina N para formar
RNP (ribonucleoproteinas pseudo-helicoidais). (B) Os trés segmentos de RNA codificam para varias ORFs como
mostrado nas setas. (nt): nucleotideos; (aa) aminoacidos. Fonte: (ALBORNOZ et al., 2016).

O material genético quando liberado no citoplasma da célula hospedeira, é transcrito
pela polimerase viral. Os ribossomos livres sdo entdo responsaveis por traduzir os mRNAs de
S e L, enquanto o mRNA de L é lido no ergastoplasma. Entdo, sdo sintetizadas coOpias do
material genético, tanto por processo de encapsidamento, quanto para servir de molde do RNA
complementar na sintese de proteinas. Os segmentos de RNA gendmico unem-se a proteina N,
formando os nucleocapsideos de formato helicoidal. Por fim, apés a montagem, ocorre o
brotamento a partir do aparelho de golgi e as particulas maduras sdo liberadas das células por
fusdo das vesiculas citoplasméaticas com a membrana plasmatica (ELLIOTT; SCHMALJOHN;
COLLETT, 1991).

A capacidade dos bunyavirus de infectar uma grande variedade de hospedeiros,
incluindo vertebrados, invertebrados e até mesmo plantas tem aumentado a frequéncia de surtos
de doencas, com algumas graves, tais como hepatite fatal, encefalites e febres hemorragicas,
causadas pelo Rift Valley fever virus (RVFV)(PEPIN et al., 2010), La Crosse virus (WESTBY
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etal., 2015), Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV) (DUYGU et al., 2018) dentre
outros Bunyavirus responsaveis por causar doencas que resultam em altas taxas de morbi-
mortalidade de animais domeésticos e humanos, tornando-os grandes ameacas globais a
pecuaria, a produtividade agricola e a saude humana (ALBORNOZ et al., 2016; JUNGLEN;
DROSTEN, 2013).

2.6 Arbovirus no Brasil

O Brasil é 0 maior pais sul-americano, com uma populacdo de aproximadamente 207
milhdes de pessoas em uma area de 8,514,215 km2 (IBGE, 2015). Cerca de mais de 30% de
seu territorio é coberto por florestas tropicais e outros ecossistemas naturais que permitem
predominancia de fauna e flora extremamente diversificada, que impulsionado pela crescente
taxa de desmatamento que o pais vem sofrendo, proporcionam condicdes ideais para ocorréncia
de Arboviroses (FIGUEIREDO, 2007). Somente no territério brasileiro, até o ano de 2007,
cerca de 200 espécies de Arbovirus diferentes foram isolados, com mais de 40 espécies
responsaveis por causar doencas em humanos (DA ROSA; VASCONCELOS; DA ROSA,
1998; FIGUEIREDO, 2007).

Vaérias espécies de artropodes sdo responsaveis por transmitir Arbovirus no pais, dentre
eles o Haemagogus sp., Sabethes sp., Culicoides Paraensis, entre outros. Entretanto, 0s
principais vetores sao espécies de Aedes sp., com atividade voltada geralmente a areas urbana
infectando humanaos, e espécies de Culex sp., com ciclos no meio selvagem, infectando aves,
mamiferos e outras espécies de vertebrados (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017)

Atualmente, dentre os Arbovirus ja isolados no Brasil, 0o DENV é ainda um dos virus de
maior importancia em salde publica. Este, segundo o Ministério da Saude (2019), somente
entre 0 més de dezembro de 2018 até marco de 2019 foi responsavel por causar mais de 273.193
casos de febre da Dengue, com um aumento de mais de 283% em comparagdo a0 mesmo
periodo do ano passado.

Além do DENV, outros flavivirus de importancia médica transmitidos por mosquitos
tém trazido prejuizos a saude publica e ecoldgica do pais, principalmente pelo acometimento
de humanos e animais silvestres. Um bom exemplo disso foi o surto causado pelo YFV que
somente entre 0 més de dezembro de 2016 até o més de margo de 2017 foi responsavel por
cerca de 1.456 casos suspeitos de infeccdo em humanos, resultando em mais de 241 Gbitos. No
mesmo periodo foram notificados mais de 1185 casos de epizootias em primatas ndo humanos

causados por esse virus (COES, 2017). Outro bom exemplo do “poder” dos Arbovirus ¢ 0 ZKV,


https://paperpile.com/c/yZ4jmf/9c9Jp
https://paperpile.com/c/yZ4jmf/9c9Jp+eGAHG
https://paperpile.com/c/yZ4jmf/9c9Jp+eGAHG
https://paperpile.com/c/yZ4jmf/oEoce
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que somente no ano de 2019 até a Semana Epidemioldgica (SE) 11, foi responsavel por mais
de 2.344 casos de infecgdes em humanos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Outros Arbovirus de importancia médica, pertencentes a familia Flaviviridae tambem
ja foram relatados no pais causando infeccbes em animais e humanos, como o virus da
Encefalite de Saint Louis (SLEV), lIhéus virus (ILHV), Rocio virus (ROCV), Bussuquara virus
(BSQV), Cacipacoré virus (CPCV) e o virus do Oeste do nilo (WNV) (OMETTO et al., 2013;
BATISTA etal. 2011; FIGUEIREDO 2000), muitos destes possivelmente ainda circulando no
territorio, podendo ocasionar surtos a qualquer momento.

Embora hoje os Flavivirus sejam reconhecidos como 0s principais responsaveis por
doencas arbovirais emergentes e reemergentes no Brasil, vale ressaltar também que outros
virus, ndo menos importantes, como o0 CHIKV e o MAYYV pertencente a familia Togoviridae,
e 0 virus Oropouche (OROV) pertencente a Bunyaviridae, também sdo responsaveis por surtos
importantes de doengas no territdrio brasileiro, principalmente em populages que habitam
proximo a regido da Amazonia (BRONZONI et al., 2004; FIGUEIREDO, 2007; LORENZ et
al., 2017).

Uma estimativa mostrada no estudo de Lopez et al. (2014) aponta que somente em
Manaus no estado da Amazénia no Brasil, 0 MAYV foi transmitido a mais de 2 milhdes de
pessoas. Além do mais, pesquisas indicam que desde o inicio da década de 1960,
aproximadamente 500.000 pessoas na regido da Amazonia foram infectadas com o OROV (DA
ROSA; VASCONCELOS; DA ROSA, 1998). Segundo dados do Instituto Evandro Chagas
(2007), somente na Amazonia sdo conhecidos mais de 34 distintos Arbovirus, responsaveis por
causar doencas em humanos.

Os estados de Rond6nia e Amazonas situado na regido norte do pais possuem parte de
seus territorios ocupados pela Floresta Amazénica, com clima equatorial caracterizado por
chuvas abundantes. Tais caracteristicas geograficas e climéticas, juntamente com a
biodiversidade de fauna e flora, somado as intensas atividades antropogénicas que os estados
vém sofrendo ao longo dos anos, tais como desmatamentos, criacdo de barragens, usinas,
garimpos etc., propiciam a emergéncia e reemergéncia de varias doengas (CARVALHO et al.
2011; TOSCANO 2007; OLIVEIRA 2002).

Além disso, as precarias condi¢des de saneamento basico de grande parte da populacédo
situada, principalmente na capital Porto Velho-RO, e em pequenos municipios, como por
exemplo o municipio de Monte Negro-RO, que ja sofrem com doengas de transmissao vetorial
como Maléria, Leishmaniose, Chagas, Febre amarela etc., potencializa o surgimento de
Arboviroses na regido (CARVALHO et al. 2011; TOSCANO 2007; OLIVEIRA 2002).


https://paperpile.com/c/yZ4jmf/oaHAz+9c9Jp+h1fdj
https://paperpile.com/c/yZ4jmf/oaHAz+9c9Jp+h1fdj
https://paperpile.com/c/yZ4jmf/eGAHG
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3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetiva detectar a presenca de Arbovirus de importancia médica,
tais como Flavivirus, Alphavirus e Bunyavirus, em espécies de Dipteros coletados nos estados

de Rondbnia e Amazonas, Brasil.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a presenca de Arbovirus por método de RT-PCR e gPCR com Sybr Green em

pool de dipteros provenientes dos estados de Rondbénia e Amazonas, no Brasil.

e Caracterizagdo molecular e anélise filogenética das estirpes circulantes, através do

sequenciamento pelo método de Sanger do material genético das amostras positivas.

e Analisar a epidemiologia dos virus encontrados, correlacionando seus respectivos
vetores com a proximidade das regides urbanas, verificando o risco para a saude publica

e econdmica do pais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO AMOSTRAL

Trata-se de um estudo retrospectivo e prospectivo, que pretendeu-se analisar cerca de
10.000 artropodes pertencentes a fauna Diptera Nematocera coletados nos estados de Ronddnia
e Amazonas. Dentre eles, foram analisados: mosquitos, familia Culicidae; borrachudos, familia
Simuliidae; maruins, familia Ceratopogonidae; flebotomineos, familia Psycodidae; aléem de
tabanideos, familia Tabanidae, pertencentes a subordem Brachycera.

As amostras foram provenientes de expedigOes realizadas pela equipe de campo do
Instituto de Ciéncias Biomédicas V (ICBV) em conjunto com a equipe de campo do Laboratdrio
de Virologia Clinica e Molecular (LVCM) do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da
Universidade de S&o Paulo (ICBII-USP) em determinadas regides ao longo dos estados de

Ronddnia e Amazonas no Brasil.

4.2 AREA DE ESTUDO

As areas de realizacdo deste estudo foram selecionadas a partir de estudos
observacionais descritivos contemporaneos e prospectivos da fauna Diptera, evidenciando
locais propensos a circulacdo e/ou ocorréncia de microrganismos parasitas, como oS
transmitidos por vetores artropodes, tais como espécies de Plasmodium, Tripanossomatideos e
o0 principal foco deste estudo: os Arbovirus.

Para este estudo, foram analisados dipteros capturados e coletados nos anos de 2017,
2018 e 2019 em pontos distintos da Reserva Nacional Tabajara, proximo ao municipio de Ji
Parana (area periurbana e floresta), nas proximidades da cidade de Porto Velho (area periurbana
e urbana), no municipio de Monte Negro (area urbana, periurbana e de floresta) e em locais da
regido do Municipio de Humaitd-AMA (area periurbana, urbana) (Figura 8). Nestas
localidades ha rica diversidade de vida animal, além de regiGes que sofrem consideravel

impactos ambientais por meio de a¢des antropogénicas (BRASIL, 2017).
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Figura 8. Pontos de referéncia de coleta dos Dipteros no estado de Rondénia e Amazonas, Brasil. Principais pontos
de referéncia de coletas dos dipteros em 2017, 2018 e 2019. Em amarelo o0 municipio de Ji-Parand-RO; em roxo a
capital do estado, Porto Velho-RO; ao centro, em vermelho escuro é destacado o municipio de Monte Negro-RO;
e em laranja é demonstrado o municipio de Humaita-AM. Fonte: Google Earth (2019).

4.3 CAPTURA DOS DIPTEROS

A captura dos Dipteros ocorreu de forma diversificada devido a dificuldade de acesso,
disponibilidade de tempo, armazenamento de materiais, entre outros. Para a captura, foram
utilizadas armadilhas noturnas, tais como barracas de Shannon, armadilhas luminosas do tipo
CDC (Center Disease Control, Atlanta, USA) em copas de arvores e solo, além de aspiradores
elétricos. As capturas ocorreram nos periodos de chuva e de seca, respeitando-se a sazonalidade

de ocorréncia dos insetos.

4.4 TRIAGEM, ACONDICIONAMENTO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Os insetos capturados foram identificados segundo o local, data, ambiente de coleta e
tipo de armadilha. Depois foram identificados taxonomicamente por microscopia
estereoscopica pela equipe de pesquisa, conforme nomenclatura proposta por CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002; LANE, 1953. Os insetos
identificados foram estocados individualmente ou agrupados em pools (1-30 individuos) e
armazenados em Etanol Absoluto (PA) segundo categoria taxonémica, local e data de coleta.
As amostras foram enviadas ao ICBII-USP e entdo passaram pelas seguintes etapas de

processamento:

4.4.1 Maceracao

Foram macerados, no maximo 50, e no minimo um mosquito, a depender da quantidade
de espécies disponiveis para cada pool. A maceracdo foi realizada com o aparelho MagNA

Lyser (Roche) em temperatura ambiente, utilizando criotubos de 2,0mL, o reagente
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Lysis/Binding Solution do MagMAX™-96 Total RNA Isolation Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) juntamente com beeds de vidro (estéreis) durante 3 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2.500 x g por 10 minutos a 4°C para
sedimentacdo da carcaca. Em seguida, parte do sobrenadante foi colhido e usado para posterior
extracdo do material genético viral, enquanto o restante do macerado foi acondicionado em

ultrafreezer a -80°C (Figura 9).

Figura 9. Pool de mosquitos macerados em criotubo pronto para 0 armazenamento.

4.4.2 Extracdo do material genético viral dos pools de Dipteros

O RNA viral foi extraido no Laboratério de Biosseguranca nivel 2+ LVCM do ICBII-
USP. A extracdo foi realizada a partir das aliquotas de sobrenadante das amostras obtidas do
processo de maceragdo de pools de dipteros com o “MagMAX™-96 Total RNA Isolation Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)", conforme as instru¢fes do fabricante, no
aparelho “MagMAX™ Express” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Resumidamente, 300ul da amostra foi misturada a 400ul de Lysis/Biding Solution buffer e
colocada no equipamento, que realizou duas lavagens com tampé&o de lavagem-1 para retirada
de macromoléculas, seguido de duas lavagens com tampdo de lavagem-2 para retirada de
micromoléculas, seguida da eluicio do RNA/DNA das beads magnéticas e posterior
armazenamento em freezer -80 °C até o momento do uso (Figura 10). Aliquotas dos acidos
nucleicos totais extraidos foram enviados ao Laboratério de Taxonomia e Filogenia de
Tripanossomatideos liderados pela prof. Dra. Marta Maria Geraldes Teixeira, destinados a

analise de detecgéo de tripanossomatideos constituindo um outro estudo.
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Figura 10. Processo de extracdo automatizado. A) Materiais e reagentes utilizados. B) Processo de adicionamento
dos reagentes e amostras para extragdo. C) Aparelho MagMAX ™ utilizado para extragdo automatizada

4.5 PADRONIZACAO DO PROTOCOLO DE RT-gPCR COM SYBR GREEN PARA
DETECCAO DE ARBOVIRUS (FLAVIVIRUS, ALPHAVIRUS E BUNYAVIRUS)

Um levantamento bibliografico foi realizado a respeito de protocolos e primers mais
usados para deteccdo de regides alvo em estudos de Arbovirus. Para este projeto, primers
degenerados descritos por JOHNSON et al. (2010), que tem como alvo a regido conservada néo
estrutural NS5 para deteccdo geral de Flavivirus, primers degenerados descritos por
SANCHEZ-SECO et al (2001) que tem como alvo a regido NSP4 do genoma dos Alphavirus e
primers sintetizados “in-house’pelo grupo do Laboratério de Estudos de Virus Emergentes
(LEVE) coordenados pelo prof. José Luiz Proenca Mddena, que detectam Orthobunyavirus
pertencentes ao sorogrupo simbu e que tem como alvo uma regido do segmento S destes virus,

foram selecionados (Tabela 1).



Tabela 1. Descricdo dos primers selecionados
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Familia Género Primer Sequéncia Alvo  Amplic Referéncia
(5>-3) on (pb)
Flaviviridae  Flavivirus  Flavi-For GCMATHTGGTWCATGT NS5 200pb  Johnson et
(sense) GG al. (2010)
Flavi-Rev GTRTCCCAKCCDGCNGT
(anti-sense) RTC
Togaviridae  Alphavirus  Alpha2F  GIAAYTGYAAYGTIACIC  NSP4 195pb Sanchez-
(sense) ARATG Seco et al.
(2001)
Alpha2R GCRAAIARIGCIGCIGCY
(anti-sense) TYIGGICC
Bunyaviridae  Orthobuny  PanBunya AUGATGTACCACAACG  Segmen Desenhado
avirus Fwd. GAC toS *
(sense)
PanBunya CTAACAACACCAGCATT Desenhado
Rev. (anti- GAG *
sense)

Legenda: (pb): pares de base. (*): primers desenhados “in-house” pelo grupo do LEVE da Unicamp.

4.5.1 Avaliacdo da especificidade do ensaio para detec¢do de Arbovirus

A especificidade dos primers selecionados foi testada em ensaios de RT-qPCR de sete
amostras de controles positivos com diferentes Cts (Cycle Threshold) de Flavivirus (DENV 1,
2, 3, 4, ZIKV, YFV e WNV), uma amostra de Alphavirus (CHIKV), e uma amostra de
Bunyavirus (OROV) todas obtidas de culturas de células cultivadas no LVCM (Tabela 2).

Todos os foram diluidos para serem utilizados como controle, com Ct entre 30 e 35.
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Tabela 2. Controles positivos utilizados, com os respectivos Cts.

AMOSTRA CT ™
DENV-1 15.9 82,1
DENV-2 14.8 83,1
DENV-3 29.6 83.8
DENV-4 18.01 83.1

ZIKV 24.0 83.5
YFV 22.4 84.9
WNV 15.0 84.9
CHIKV 21.73 79.5
OROV 21.01 78.8

Legenda: DENV-1: Virus da Dengue sorotipo 1; DENV-2: Virus da Dengue sorotipo 2; DENV-3: Virus da
Dengue sorotipo 3; DENV-4: Virus da dengue sorotipo 4; ZIKV: Zika virus; YFV: Virus da Febre Amarela;
WNV: virus do Oeste do Nilo; CHIKV: Virus Chikungunya; OROV: Virus Oropouche; Ct: Cycle Threshold.
TM: Temperatura de Melting.

4.5.1.1 Extragdo do material genético dos controles
A extracdo do RNA viral dos controles positivos oriundos de cultivo celular foi

realizada de forma automatizada e como descrito no item 4.4.2 acima.

4.5.1.2 RT-gPCR com SYBR GREEN (Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain
Reaction)

O metodo de real time PCR (qPCR) com SYBR GREEN, consiste na utilizacdo de uma
molécula intercalante de dupla fita- DNA (SYBR GREEN), incluindo primer dimers e ligacGes
inespecificas, o que torna a reacdo pouco especifica (ESPY et al., 2006), mas com alta
sensibilidade (ZIPPER et al., 2004) usualmente utilizado para pesquisa de diversos tipos de
virus.

A RT-gPCR foi realizada em duas etapas (ensaios distintos): uma etapa de RT
(Transcricdo Reversa) e outra de qPCR com SYBR GREEN (Quantitative Polymerase Chain
Reaction) com primers JOHNSON et al. (2010), SANCHEZ-SECO et al. (2001) e Panbunya
(in-house).

Primeiro, a reagdo de RT foi desenvolvida utilizando a enzima “Kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription ” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), a partir de 10,0ul
de RNA extraido, 2,0ul do RT buffer (10x); 0,8ul de dNTPs (25x 100mM); 2,0ul de random
primers (10mM); 1,0ul de enzima MultScribe™ Reverse Transcriptase (50U/uL); 1,0ul de
DTT (0.1M), 0,5ul de RNAse out (40U/pL) e 2,7ul de agua (UltraPureTM DEPC-treated


https://paperpile.com/c/yZ4jmf/Gwl6
https://paperpile.com/c/yZ4jmf/MlA4
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Water, Invitrogen). A mistura foi submetida a uma temperatura de 25°C por 10 minutos,
seguido de 37°C a 120 minutos, 85°C a 5 minutos e armazenada em -20 °C até 0 momento do
uso.

Em seguida, a reacdo de gPCR com SYBR GREEN foi realizada com o kit PowerUp™
SYBR® Green Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, USA) segundo as recomendaces do
fabricante. Para a reacdo foi utilizado 5,0pl de PowerUp ™SYBR™ Green Master Mix (2x);
1,0ul de primers Flavi-For/Alpha2F/PanBunyaFwd (10,0pMol/uL); 1,0ul de primers Flavi-
Rev/Alpha2R/PanBunyaRev (10,0pMol/uL); 3,0ul Agua (UltraPureTM DEPC-treated Water,
Invitrogen) ¢ 5,0ul de cDNA, completando volume final de 15,0ul. A reacédo foi realizada no
equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com
as amostras submetidas a temperatura de 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos, seguidos de
40 ciclos de amplificacdo de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto para 0s primers de
Flavivirus e Orthobunyavirus, ou 55°C para os Alphavirus. Depois do término dos 40 ciclos,
uma etapa de dissociagéo (curva de dissociagdo) de 95°C por 15 segundos, seguido de 60°C por
30 segundos e 95°C por 15 segundos.

4.5.1.3 Curva de Dissociacao

A “curva de dissocia¢do” ou “curva de melting” consiste na analise da Temperatura de
Melting (TM) pelo incremento da temperatura de 60°C até 95°C com taxa de transicdo linear
de 0.1°C/seg, ao final da amplificacdo (ARAUJO; DE ARAUJO, [s.d.])). Esta etapa foi
essencialmente utilizada para identificagdo dos amplicons gerados na presenca do SYBR
GREEN apés a amplificacdo e a possivel formacdo de dimeros inespecificos. Durante esta
etapa, a fluorescéncia dos amplicons gerados foi continuamente monitorada enquanto a
temperatura aumentava e a fluorescéncia diminuia gradativamente. Como o SYBR GREEN é
liberado durante a desnaturacdo, resultando em um decréscimo do sinal de fluorescéncia, o
software calcula a TM, ou seja, a taxa de mudanca da fluorescéncia, sendo entdo apresentada
como uma funcdo da temperatura (ARAUJO; DE ARAUJO, [s.d.]).

O resultado da carga viral é subentendido de acordo com o cycle threshold (CT), que se
entende pelo momento em que a fluorescéncia gerada pelo fluorocromo ultrapassa o limiar
estabelecido, visto que quanto menor o valor do CT, maior a quantidade de produtos
amplificados. Sendo assim, o valor do CT é inversamente proporcional a quantidade de
produtos da reacdo (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).


https://paperpile.com/c/yZ4jmf/Thdn
https://paperpile.com/c/yZ4jmf/Thdn
https://paperpile.com/c/yZ4jmf/WaZ0
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4.6 TESTE DE INFECCAO DE MOSQUITOS

Foi realizado um teste de infeccdo, onde infectou-se uma espécie de mosquito (Ae.
scapularis) com CHIKYV. Este teste objetivou demonstrar a quantidade limite de espécimes
infectados com CHIKV em meio a outros ndo infectados (pools) que fosse capaz de ser
detectado pelo método de RT-gPCR com SYBR padronizado neste estudo e que ndo fossem
capaz de inibir a reagdo de gPCR.

Para este teste, primeiramente foi realizada a preparacao dos espécimes, que envolveu
desde etapas de crescimento da forma larvaria (L1 e L2), pulpas, até a copula dos mosquitos
adultos. Cerca de 70 fémeas adultas de Ae. scapularis e Ae. fluviatilis com 4-7 dias de idade,
foram privadas de acUcar por cerca de 24h, alimentadas com sangue contendo particulas virais
viaveis de CHIKV (cultivadas no LVCM) em alimentador artificial Glytube, seguindo o
trabalho desenvolvido por Costa-da-Silva et al. (2013). Todos esses ensaios foram conduzidos
no Laboratdrio de Insetos Vetores da Prof. Dra. Margareth Capurro do ICB 1.

Apdbs a infeccdo dos mosquitos, estes foram encaminhados ao LVCM onde foram
separados em nove pools contendo diferentes quantidades de espécimes (de 2 até 35) infectados
e ndo infectados, conforme demonstrado na Tabela 6 e mantidos em Etanol P.A durante cerca
de um més.

Passado esse periodo, 0s pools foram submetidos as etapas de maceracdo, extragdo de
material genético (RNA) e trés distintos protocolos de gPCR com diferentes primers e sondas
Tagman e SYBR Green (Tabela 3).

Tabela 3. Descri¢do dos primers usados nos distintos protocolos para o teste de infecgao.

Género Primer Sequéncia Alvo  Amplicon Referéncia Método
(pb) Testado
Alphavirus CHIKE1F TCGACGCGCCCTCTTTAA El 127pb Edwards et al RT-gPCR
(sense) (2007) (Tagman e

SYBR Green)

CHIKE1R ATCGAATGCACCGCACACT
(anti-sense)

CHIKE1P ACCAGCCTGCACCCATTCCT

(Probe) CAGAC
Alphavirus  Alpha2F  GIAAYTGYAAYGTIACICARA NSP4 195pb Sanchez- gPCR
(sense) TG Seco et al. (SYBR

(2001) Green)

Alpha2R  GCRAAIARIGCIGCIGCYTYIG
(anti-sense) GICC
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4.7 DETECCAO MOLECULAR DE ARBOVIRUS POR RT-qPCR COM SYBR GREEN

A etapa de RT-qPCR foi realizada conforme descrito no item 4.5.1.2 acima. Apo6s o
final da reacdo, foram analisadas as curvas de amplificagdo e dissociacdo das amostras
potencialmente positivas. Como controle enddgeno da reacdo foi realizado uma PCR
convencional utilizando em pools aleatérios de dipteros, um par de primers para 0 RNA
ribossomico mitocondrial 16S (SPICER; DUNIPACE, 2004) (Tabela 4).

Tabela 4. Descricdo dos primers de controle interno.

GENERO PRIMER SEQUENCIA REFERENCIA
16Sa (sense) ATGTTTTTAAACAGTC
(SPINCER;
rRNA 16S DUNIPACE, 2004)

16Sbr (antisense) CCGGTCTGAACTCAGATCACGT

4.8 PCR CONVENCIONAL DAS AMOSTRAS SUSPEITAS

Foi realizado PCR convencional das amostras suspeitas de positividade no ensaio de
RT-gPCR com SYBR GREEN, utilizando os mesmos pares de primers para cada familia de
virus. Para reacdo de PCR convencional foi utilizado 5,0pl de Buffer para PCR sem Mg++
(10x); 1,0pl de MgClz (50mM); 1,0ul de dNTPs (10,0 uM); 1,0ul de primers Forward
(10,0pMol/uL); 1,0ul de primers reverse (10,0pMol/uL); 0,3 ul de enzima Platinum® Tag DNA
Polimerase U/uL (Invitrogen™); 10,7ul Agua (UltraPureTM DEPC-treated Water, Invitrogen)
e 5,0ul de cDNA, completando volume final de 25ul. A reagéo foi realizada no equipamento
Termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
com as amostras submetidas a temperatura de 95°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de
amplificacdo de 94°C por 15 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos. Depois
do término dos 40 ciclos, um periodo de 7 minutos a 72°C foi aplicado, e por final a reagdo foi
mantida a 4°C até o posterior uso.

O produto de PCR das amostras foi submetido a eletroforese em gel de agarose em
concentracdo de 2,0% para visualizacdo das bandas de interesse. O gel foi corado com brometo
de etidio e visualizado em luz ultravioleta, com fragmentos amplificados de acordo com cada
par de primers utilizado (Tabela 1) determinado com auxilio de um marcador de peso molecular
de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen).


https://paperpile.com/c/yZ4jmf/zp8uN
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4.9 SEQUENCIAMENTO

Amplicons (produtos da RT-PCR) das amostras consideradas positivas foram
submetidos a uma reacdo de purificacdo. Para esta reagéo, foi utilizado 4,0ul do reagente do Kit
ExoSap-IT® (Thermofisher, Waltham, MA, USA) em 10,0pl da amostra, submetidos a
temperatura de 37°C por 15 minutos, seguido de 80°C por 15 minutos e mantidas a 4°C até o
uso.

Os purificados foram sequenciados conforme SAMBROOK et al. (1989) e SANGER et
al. (1977), utilizando 3,0uL de tampdo Save Money (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), 1,0uL Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit reagent
(Thermofisher, Waltham, MA, USA), 1,0uL de Primer (10,0pmol) e 5,0uL do purificado,
totalizando um produto final de 10,0pL. A mistura foi submetida a uma temperatura de 96°C
por 1 minuto, seguido de 25 ciclos de amplificacdo de 96°C por 15 segundos, 50°C por 15
segundos, 60°C por 4 minutos, e mantidos em 4°C até o posterior uso.

Ao término da reacdo de sequenciamento outra purificacdo foi realizada, utilizando
5,0uL o reagente Big-Dye X-terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermofisher, Waltham,
MA, USA) e 30,0uL de Buffer SAM em 10,0uL de amostra. A mistura foi levada ao agitador
durante 30 minutos para homogeneizagéo total e centrifugado a 1000 rpm por 2 minutos até a
decantacdo das impurezas. O sobrenadante foi transferido para uma placa de sequenciamento e
colocado no aparelho ABI PRISM 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) para leitura das reacoes.

4.9.1 Andlises das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram entdo comparadas com outras no GenBank, usando a Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) do National Center for Biotechnology Information
(NCBI)
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5. RESULTADOS

5.1 Dipteros capturados, processados e analisados
Cerca de 9.299 dipteros foram coletados, identificados e catalogados desde 2017 até

2019 (Tabela 5), provenientes de diferentes regides dos estados de Ronddnia e Amazonas.

Tabela 5. NUmero de Dipteros coletados nos meses de cada ano de estudo.

MES ANO
2017 2018 2019
Janeiro - 899 -
Fevereiro - 33 279
Marco 1050 83 32
Abril 2 40 -
Maio 1369 594 -
Junho 720 - -
Julho 1067 - -
Agosto 1032 - -
Setembro 809 - -
Outubro 567 - -
Novembro 448 - -
Dezembro 83 - -
N4o identificado 167 25
TOTAL 7314 1674 311

O maior numero de individuos capturados é proveniente de localidades da regido do
municipio de Monte Negro-RO (n=5.992), seguido da regido de Nova Mutum-RO (n=1.251),

locais da regido de Humaita-AM (n=1.050), dentre outros, representados na Figura 11.
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Figura 11. Regides de captura dos dipteros e quantidades absolutas de amostras obtidas.
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Do total de dipteros coletados até o momento, cerca de 6.786 individuos foram

processados e tiveram o material genético extraido. Destes, 69,46% (n=4.714) pertencem a
familia Culicidae, 15,5% (n=1.050) a Ceratopogonidae, 8,2% (n=557) a Psychodidae, 6,8%
(462) a Tabanidae e 0,04% (n=3) a Simullidae (Figura 12), divididos em mais de 35 espécies,

com as principais mostradas na (Figura 13).

5000

4000

3000

2000

N° de individuos
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Figura 12. Familias de dipteros que ja passaram pelo processo de extracdo de acidos nucléicos totais.
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Figura 13. Principais espécies de dipteros analisados.

5.2 Padronizacdo do protocolo RT-gPCR com SYBR GREEN
Os primers descritos por JOHNSON et al. (2010) e SANCHEZ-SECO et al. (2001) para

deteccdo de Flavivirus e Alphavirus, respectivamente, e os primers Pan-Bunya (in-house) para
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B Culicoides insignes
I Anopheles triannulatus
Culex melanoconion

B Coquillettidia
venezuelensis

I Flebotomineo
Coquillettidia nigricans

B Anhopheles konderi
Culex quinquefasciatus

B simollium sp.
Tabanideos

B Anopheles nuneztovari

B Mansonia amazonensis

B Coquillettidia sp.

Mais 21

deteccdo de Bunyavirus (género: Orthobunyavirus) demonstraram-se eficientes no protocolo de

RT-qPCR com SYBR GREEN testado, uma vez que foi possivel detectar todos os controles

positivos de diferentes CT’s e/ou suas dilui¢des (Figura 14, 15 e 16).
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Figura 14. Resultado da deteccéo dos controles de Flavivirus no ensaio de RT-qPCR com SYBR GREEN. Em A,
observa-se as curvas de amplificacdo dos controles positivos. (1):DENV-1; (2) DENV-2; (3) DENV-3; (4) DENV-
4; (5) ZIKV; (6) YFV; (7) WNV, (8) CNEG. Em B, demonstram-se as curvas de dissociacio de cada controle
positivo com suas respectivas temperaturas, demonstradas na tabela 2.
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Figura 15. Resultado da deteccédo dos controles de Alphavirus no ensaio de RT-qgPCR com SYBR GREEN. Em A,
observa-se as curvas de amplificacéo das dilui¢des do controle positivo de CHIKV, desde CHIKV D1 (diluicéo
1:10) até CHIKV D5 (diluicdo 1:100.000). Em B, demonstram-se as curvas de dissocia¢do de cada dilui¢do do
controle positivo todas na mesma temperatura de melting (TM: 79,5).
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Figura 16. Em A, Amplificacdo das diluicGes do controle de Oropouche (OROV) com os primers Pan-Bunya. Na
imagem, observa-se as curvas de amplificacdo das dilui¢des do controle positivo de OROV, desde C+ (Controle
puro de OROV) e da D1 (diluicdo 1:10) até D5 (diluicdo 1:100.000). Em B, demonstram-se as curvas de
dissociacdo de cada diluicdo do controle positivo todas na mesma temperatura de melting (TM: 78,8) marcado

pela linha vermelha.
5.3 Teste de Infeccéo

Este teste demonstrou resultados satisfatérios, uma vez que foi possivel detectar
material genético do CHIKV em todos o0s nove pools montados nos distintos métodos com os

diferentes pares de primers, inclusive no método escolhido para pesquisa de Alphavirus neste

estudo (Tabela 6).



Tabela 6. Resultado do teste de infecgdo em mosquitos perante trés protocolos distintos.
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gPCR gPCR gPCR

Tagman® SYBR SYBR

Green* Green+

N° N° CT-
Mosg.  Mosq. Total SYBR CT-Pan

Pool Infec. N.Infe. Mosg. CT-Chikv  Chikv T.M Alpha ™M
01 PA 1 1 2 20.65 20.14 80.62 30.14 78.37
02 PA 1 2 3 21.85 20.06 80.24 30.27 78.19
03 PA 1 4 5 20.91 20.55 80.99 31.29 78.75
04 PA 1 9 10 21.62 20.72 80.99 30.35 78.75
05 PA 1 14 15 2341 22.16 80.99 32.28 78.75
06 PA 1 19 20 22.72 21.45 80.62 30.03 78.56
07 PA 1 24 25 25.26 23.96 80.62 32.92 78.56
08 PA 1 29 30 24.03 25.16 80.62 32.55 78.19
09 PA 1 34 35 26.29 24.82 80.43 36.53 78.56

Legenda: PA: entanol absoluto; N°: nimero. Mosq: mosquito; Infect: infectado; N.Infe: n&o infectado; CT:
Cycle Threshold; Chikv: virus Chikungunha; T.M: temperatura de melting; (*): ensaio realizado com primers
descrito por Edwards et al (2007); (+): ensaio realizado com primers descritos por Sanchez-seco (2001).

5.3 RT-qPCR com SYBR Green dos dipteros

Até o momento, do total de dipteros processados que tiveram o material geneético

extraido (n=6798), todos (100%) foram testados no protocolo de RT-qPCR com SYBR Green
para pesquisa de Flavivirus, Alphavirus e Orthobunyavirus. Do total de pools analisados para

Orthobunyavirus, nove amostras (1,8%) amplificaram e/ou apresentaram dissociagdo proxima
ao controle positivo de OROV (T.M: 78,8) durante os ensaios de qPCR com SYBR Green
(Tabela 7).
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Tabela 7. Amostras (pools) suspeitas de positividade para bunyavirus no ensaio de g°PCR com Sybr Green.

Cdd. Amostra Espécie Cycle Temperatura

(Pool) Threshold (CT) Melting (T.M)
PL2d3 Anopheles triannulatus 419 729
PL2a5 Anopheles triannulatus 415 834
PL2b7 Anopheles triannulatus 40.9 72.1
PL2a8 Anopheles triannulatus 42.0 80.9
PL3e6 Anopheles triannulatus 425 83.0
PL3g5 Culex (Melanoconion) 43.0 80.0
PL3h4 Anopheles triannulatus 41.0 82.0
PL4g?2 Anopheles triannulatus 35.16 82.1
PL4g12 Anopheles triannulatus 41.0 81.84
Controle de OROV - 25 78.8

5.4 PCR Convencional das amostras suspeitas

Das nove amostras suspeitas para Orthobunyavirus, foi possivel a observacdo de bandas
de apenas trés (PL2a5, PL4g2, PL3g5) com fragmentos (amplicons) em altura de
aproximadamente 100pb (Figura 17). Entdo, com a realizagdo de um segundo ensaio de PCR
(R-PCR), foi possivel observar bandas referentes a quase todas as amostras suspeitas (Figura
18). Por fim, decidiu-se realizar sequenciamento de todas as nove amostras suspeitas para

Orthobunyavirus.

Pl2a5 PL2a8 PL2b7 PL2d3 PlL3e6 PL3h4 Pl4g2 PL4gi2 PL3g5 CNEG Orov+

Figura 17. Anélise eletroforética em gel de agarose 2,0% dos produtos de PCR das amostras (pools) suspeitos de
bunyavirus utilizando primers Pan-bunya, apresentando bandas de aproximadamente 100 pb. Peso 100 kb DNA
Ladder (Invitrogen). Orov+: Controle Positivo de Oropouche virus; pb: pares de base.
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PL2a5 PL2a8 PL2b7 PlL2d3 Pl3eb PL3h4 Pl4g2 PL4g12 PL3g5 CNEG Orov+

Figura 18. Andlise eletroforética em gel de agarose 2,0% dos produtos de R-PCR das amostras (pools) suspeitas
de bunyavirus utilizando primers Pan-bunya, apresentando bandas de aproximadamente 100 pb. Peso 100 kb DNA
Ladder (Invitrogen). Orov+: Controle Positivo de Oropouche virus; pb: pares de base.

5.5 Controle interno
A utilizacdo do par de primers para RNA ribossomico 16s descritos por SPICER et al.
(2004) como controle endégeno da reacdo, mostrou que a técnica de extracdo e a técnica de
PCR foram capazes de detectar o RNA ribossémico de amostras de pools aleatdrias que
apresentavam diferentes quantidades de dipteros, confirmando que os metodos de extracao

foram bem estabelecidos e que as amostras continham RNA integros (Figura 19).

Figura 19. Resultado da amplificagdo do rRNA 16S de pools com diferentes quantidades de dipteros. Legenda:
(ind): individuos; (pb): pares de base; C+ Chikv: controle positivo de Chikungunya.



5.6 Sequenciamento
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Das nove amostras suspeitas amplificadas, em apenas uma Unica amostra (PL3g5- Pool

158) ndo foi possivel obter sequencia. Uma das sequéncias obtidas segregou com rRNA de

Anopheles sp.(PL2b7- Pool 76) (Figura 20), enquanto que as outras, apesar de algumas com

ma sequéncia (Anexo 2), ndo foram compativeis com nenhuma espécie viral.

G ] https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1894931984

& Download v  GenBank Graphics ¥ Next

PREDICTED: Anopheles albimanus large subunit ribosomal RNA (LOC118468237), rRNA
Sequence |D: XR_004845846.1 Length: 3995 Number of Matches: 1

Range 1: 2082 to 2224 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

247 bits(267) 1e-59 140/143(98%) 1/143(0%) Plus/Plus

Query 3 GGAAGTCTTTCATAGAGAGATATGGTTGGACGCGL 62
IHHIIIHH \||||\||||H\H\||||\H||||\|H||||HHIIIHHI

Shjct 2082 GAAGTCTTTCATAGAGAGATATGGTTGGACGCGC 2141

Query 63 TGGTAGAGCATGGTATTAAACTGCTGTATCGATACTCTCTTCTTGGACCGTGAAAATCGA 122

Sbjct 2142 TGGTAGAGCATEGTATTAAACTGCTGTATCGATACTCTCTTCTTGGACCGTGARAATCGA 2281

Query 123 AGACGGGGGCACGCARAC-CTCA 144

Sbjct 2282 AGACTGGGGCACGCAAACTCTCA 2224

B = @

<dDescriptions

Figura 20. Alinhamento de 144 nucleotideos da amostra suspeita (PL2b7- Pool 76) que segregou com rRNA de

Anopheles obtido no NCBI/Blast.
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6. DISCUSSAO

A capacidade de transmissao e dispersdo de Arbovirus para novas areas geograficas por
intermédio de vetores artropodes e de animais reservatdrios tem sido uma crescente ameaca,
muito significativa a satde global. O potencial dos Arbovirus, tais como Alphavirus,
Bunyavirus e principalmente os Flavivirus em causar doencas em seres humanos e induzir
perdas de animais de importancia econémica e ecologica ¢ muito grande (MORALES et al.,
2017).

As caracteristicas climaticas, a presenca de uma grande e variada populacédo de espécies
vetoras e animais reservatorios, juntamente com a exploracdo dos recursos naturais, atividades
antropogénicas e falta de sanitizacdo em algumas regides faz dos estados de Rond6nia e
Amazonas possiveis “focos” de emergéncia de Arbovirus no Brasil.

Segundo (MORAIS et al, 2012) o desmatamento intensivo, mudancgas no uso da terra e
exploracdo do potencial hidrelétrico tem amplamente impactado nas mudancas do ecossistema
natural do estado de Rond6nia. Estas acOes estdo impactando na saude ambiental e humana,
pois favorecem habitats para algumas espécies de mosquitos vetores, incluindo espécies de
Anophelinae, além de promover a migragédo de seres humanos susceptiveis para a regiao.

DE OLIVEIRA (2016) em seu estudo, demonstra que o impacto gerado pela negligéncia
e/ou falta de sanitizacdo e acumulo de lixo na cidade de Humaitad no Amazonas, causam nao
somente poluicdo do ar, do solo e das aguas superficiais, mas criam também ambientes
propicios para os vetores de doengas, tanto 0os macrovetores (cachorros, gatos, ratos, urubus,
pombos e outros) como 0s microvetores (moscas, mosquitos, bactérias, fungos, entre outros).
A esta realidade, justifica-se a necessidade de estudos sobre a presenca de arbovirus nos
potenciais transmissores destas regides para que possam ser desenvolvidas ac¢des preditivas de
identificacdo e combate a essas doencas.

Para isto, técnicas moleculares utilizadas para teste de vigilancia epidemiol6gica devem
ser capazes de detectar e identificar espéecies de Arbovirus com especificidade e sensibilidade
(PATEL et al., 2013), fato esse que vem de encontro a técnica de RT-gPCR para detec¢édo de
Flavivirus, Alphavirus e Bunyavirus utilizada em nosso estudo.

Segundo Johnson et al. (2010), os primers degenerados Flavi-For (sense) e Flavi-Rev
(antisense) descritos em seu trabalho sdo capazes de detectar uma variedade de Flavivirus
comuns e exoticos, uma vez que estes ttm como alvo a regido conservada NS5, que é comum
a todos os virus desse género. Os amplicons gerados por esses primers Sdo pequenos
(aproximadamente 200 pb), tornando-os efetivos na deteccdo de virus em ensaios de PCR em

tempo real através da incorporacdo de Sybr Green (JOHNSON et al., 2010). Este fato pode
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aplicar-se também aos primers Alpha2F (Sense) e Alpha2R (antisense) descritos por Sanchez-
Seco (2001), que tem como alvo a regido NSP4 do genoma dos Alphavirus, 0s quais sao
descritos para reaces de Nested-PCR e os primers PanBunyaFoward (sense) e PanBunyaRev
(antisense) sintetizados “in-house” que foram padronizados para utilizagdo em RT-gPCR com
Sybr Green neste estudo.

Primeiro, foi testada a capacidade dos primers do Johnson et al. (2010) em detectar
controles positivos de ZKV, DENV-1, 2, 3, 4, YFV, WNV. Os ensaios foram capazes de
detectar todos os controles testados que apresentavam CT inicial entre 14.8-29.6. Estes
resultados corroboram com os demonstrados no estudo de Johnson et al. (2010), em que 0s
primers Flavi-For e Flavi-Rev usados no ensaio de SYBR Green real time PCR em seu trabalho
detectaram todos os nove controles de Arbovirus de Cts entre 13.04 a 32.6 e todas as 20 distintas
cepas do virus Oeste do Nilo (WNV) testadas, as quais apresentavam-se com Ct em torno de
28.5 e 36.18.

Como néo dispunhamos de material genético de outros virus (Alphavirus e Bunyavirus)
para usar como controle positivo, testamos a eficiéncia de deteccdo dos primers do Sanchez-
Seco (2001) e Pan-Bunya (in house) apenas em dilui¢cdes dos controles de CHIKV e OROV,
respectivamente, em ensaios de RT-gPCR com SYBR Green, utilizando parametros
estabelecidos em nosso estudo. Os ensaios foram capazes de detectar os controles positivos de
CHIKV e OROV com CT inicial de 21.73 e 21.01, respectivamente, e todas as suas cinco
diluicdes (de 1/10 até 1/100.000).

Os resultados desses testes comprovaram que mesmo em um ensaio de RT-qPCR ambos
os primers demonstraram-se eficientes na deteccdo dos controles, uma vez que conseguiram
amplificar fragmentos de todos os controles positivos e/ou suas diluic¢des.

A utilizacdo dos primers Flavi-For (Sense) e Flavi-Rev (Antisense) do Johnson et al.
(2010), dos primers Alpha2F (Sense) e Alpha2R (Antisense) do Sanchez-Seco et al. (2001) e
dos primers Pan-Bunya (in house) neste ensaio de RT-gPCR com SYBR Green, trouxe avangos
a metodologia em relacdo a ndo necessidade de uma etapa de Nested-PCR, a qual estd
frequentemente associada a problemas de contaminagdo segundo Nunes et al. (2011),
diminuicdo do tempo de reacdo, do gasto com materiais e reagentes, além de possibilitar o
rastreamento (screening) de amostras em larga escala, capaz de detectar Flavivirus, Alphavirus
e Bunyavirus até mesmo em baixas cargas virais (alto Ct) nas amostras analisadas.

O fato deste estudo ter iniciado a partir de amostras, das quais grande parte ja havia sido
coletadas e armazenadas antes mesmo da vigéncia do projeto deste estudo, e que seriam

primordialmente utilizadas para pesquisa de outros microrganismos (tripanossomatideos),
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trouxe duvidas gquanto a integridade destas amostras. Segundo HAACH et al. (2018) para
pesquisa de virus devem utilizar-se de meios especificos de transporte e acondicionamento de
amostras, para que ndo ocorram interferéncias negativas na detec¢éo viral.

Os resultados obtidos no teste de infeccdo foram fundamentais para que este estudo
pudesse seguir em frente, ja que nos pools de mosquitos mantidos no Etanol Absoluto (PA)
apos por cerca de um més em temperatura ambiente, ndo resultou em problemas na integridade
dos RNAs virais.

Bangs et al. (2007) notaram que o RNA viral do DENV, mantém sua integridade para
ser detectado por RT-PCR em mosquitos mortos com até 13 semanas apds a exposicao a
temperatura ambiente de 26,3 a 31,7°C. Ja Caceres et al. (2003), detectaram o virus da dengue
em cerca de 58,3% dos mosquitos acondicionados em alcool 70% no freezer a -20°C.

Além disso, os resultados do teste de infeccdo realizado neste estudo, mostraram que
apesar de haver diferenga na capacidade de deteccdo (CT) nos trés protocolos testados, 0 RNA
viral do CHIKYV pdde ser detectado em todos os métodos, até mesmo em pools que continham
um unico mosquito infectado em meio a outros 34 ndo infectados.

Este resultado corrobora, em partes, com o teste de infeccdo realizado por
(HENRIQUES, [s.d.]), no qual pools de 15 individuos contendo trés, cinco, sete, nove, 13 e 15
mosquitos infectados com o virus do DENV-2 puderam ser detectados em seu método de RT-
PCR (convencional). Contudo, a detec¢éo destes virus so foi possivel nos pools contendo acima
de um mosquito infectado. Este fato contradiz o resultado do teste de infeccdo realizado neste
estudo, uma vez que o metodo de detecgdo escolhido (QPCR com Sybr Green) conseguiu
detectar RNA viral em todos 0s pools com um Gnico mosquito infectado, como ja mencionado
no paragrafo acima.

Apesar do qPCR com SYBR Green ter detectado o material genético do CHIKV em
CTs mais altos que os outros protocolos, este se mostrou viavel para a pesquisa destes arbovirus
neste estudo, uma vez que fornece a capacidade de detectar ndo somente uma Unica espécie de
virus, mas também outros virus pertencentes a esta familia. Ademais, os resultados obtidos no
teste de infeccdo sugerem que o limite maximo para pesquisa destes virus com primers
degenerados em ensaios de gPCR com Sybr Green é de aproximadamente 35 individuos por
pools, sem que possa haver possiveis inibicdes.

A captura dos Dipteros na natureza ¢ complexa, e envolve preparo, utilizacdo de
materiais adequados, equipe treinada, disponibilidade de tempo, etc. Além do mais, muitas das
localidades (pontos de coleta) deste estudo sdo regides de florestas de dificil acesso, oque

comprometeu em partes a captura de espécimes em algumas localidades. Ademais, fatores
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relacionados a sazonalidade e o clima, no que diz respeito a presenca ou ndo de chuva no
momento das capturas, entre outros, desfavoreceram em parte as coletas dos dipteros.

Este estudo contou com cerca de 9.299 dipteros capturados, identificados e catalogados
entre os anos de 2017 a 2019. Porém, apenas cerca de 6.786 individuos foram agrupados (658
pools) e tiveram o material genético extraido, representando 69,46% pertencentes ao género
Culicidae, 15,5% Ceratopogonidae, 8,2% a Psychodidae, 6,8% a Tabanidae e 0,04% a
Simullidae.

Nota-se que neste estudo o maior nimero de espécies capturadas foi de Culicideos
(n=4714), onde destaca-se espécie de Anopheles sp. como a mais numerosa (n=3037), coletados
em regides de floresta e peri-urbana, principalmente na regido do municipio de Monte Negro-
RO. Essa espécie € um vetor conhecido de diferentes espécies de Plasmodium sp, agente
etiologico da malaria. Porém, estudos relatam que estes dipteros podem veicular outros
patogenos, dentre eles virus pertencentes a Bunyaviridae, como o virus Guaroa e Oropouche
(AGUILAR et al., 2010); a Alphaviridae, como o virus O 'nyong nyong; e a Flaviviridae como
o virus Cacipacoré (HENRIQUES, [s.d.]), dentre outros.

A presenca destes artropodes nas regides estudadas é ubiqua, e o fato destes serem
vetores competentes de diferentes espécies de virus traz preocupagdo quanto a transmisséo e
disseminacdo de arboviroses, uma vez que ha proximidade destes vetores com populacdes
situadas em pequenas cidades, municipios, etc., a exemplo da cidade de Porto Velho, do
municipio de Monte Negro em Ronddnia, da cidade de Humaitd no Amazonas, dentre outros
pontos de coleta neste estudo; que somado a rica diversidade de vida animal e impactos
ambientais por meio de acGes antropogénicas (BRASIL, 2017), favorecem o espalhamento de
possiveis arboviroses.

Gama et al. (2012) investigaram a fauna de Culicidae em areas rurais de Porto Velho, e
observaram que 0s géneros Mansonia e Anopheles sdo aqueles que apresentaram maior numero
de espécies. Outros estudos de ecologia e epidemiologia de dipteros em regides do estado de
Ronddnia mostram que 0s mosquitos pertencentes a Culicidae, dentre eles os que fazem parte
do género Anopheles sp, sdo bastante abrangentes nestas regides (DE MELO et al. 2019;
SANTQOS, 2017), fato este que corrobora com a amostragem obtida neste estudo.

Além do mais, nesta amostragem ha presenca de outros vetores conhecidos por
transmissdo de arbovirus, como espécies de Culicoides sp., Culex sp., Aedes sp. dentre outros
“alvos” importantes para pesquisa de arbovirus (SERRA et al., 2016). Entretanto, poucos ou

nenhum Culex sp., Aedes Aegypti e Aedes Albopictus foram capturados e/ou catalogados.
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Segundo Costa et al. (2013), os culicoides sdo mosquitos hemat6fagos agressivos e 0s
ataques que realizam sobre os vertebrados, incluindo o homem, podem causar impactos em
areas Uteis para a agricultura, pecudria e turismo, tornando-os importantes tanto a nivel médico
e veterinario, como também para a economia e 0 meio ambiente.

Estes insetos sdo abundantes na regido Amazonica, e podem ser encontrados desde
ambientes florestais Umidos, pocas, praias, montanhas e mangues, a abrigos de animais
domésticos de zonas rurais, periurbanas e urbanas (chiqueiros, galinheiros, curral) (
CARVALHO, 2016; CARVALHO E SILVA, 2014). Este fato vem de encontro a este estudo,
uma vez que os Culicoides insignis pertencentes a Ceratopogonidae foram a segunda espécie
mais abrangente na amostragem deste estudo (n=1050) coletados principalmente em areas
rurais e periurbanas.

Segundo alguns autores, Culicoides insignis € considerado o vetor do Virus da Lingua
Azul para ruminantes silvestres e domésticos na América do Sul (TANYA et al., 1992; SAENZ
e GREINER, 1994). Outros estudos de ecoepidemiologia da fauna diptera realizados no estado
de Rondb6nia e Amazonas também relatam esta espécie como a mais abundante, constituindo
cerca de pelo menos 72% da amostragem (CARVALHO, 2016; CARVALHO E SILVA, 2014).

Quanto a extracdo automatizada do material genético dos mosquitos, esta mostrou-se
eficiente. Com a qual, foi possivel detectar o RNA ribossomal 16s em todos os pools aleatdrios
de dipteros. Além do mais, nos pools que continham um individuo e em pools com até 30
individuos conseguiu-se detectar o RNA ribossomal 16s dos mosquitos sem que houvesse
notado presenga de qualquer inibicdo da PCR. Contudo, pdde-se inferir com os resultados
mostrados na Figura 20, que nos pools de dipteros com 40 ou mais individuos, a reacdo parece
ter sido um pouco prejudicada, possivelmente pela maior quantidade de inibidores da PCR.

Essa inibicdo pode ocorrer por conta dos potenciais inibidores presentes nos
exoesqueletos e/ou no sistema imune dos insetos, por exemplo a Fenoloxidase, que é uma pro
enzima presente na hemolinfa da maioria dos insetos, que quando ativa, fica aderida a superficie
de agentes patogénicos ao inseto, promovendo o aumento de hemacitos ao redor e facilitando

a remocao do mesmo por meio da formacdo de nédulos (WU et al., 2019; FRANZ et al., 2015;

SILVA, 2002). Esta enzima, juntamente com a a¢do de outros agentes quelantes presentes na
hemolinfa dos insetos podem inibir as reacdes de PCR, quer seja pela destruicdo da Taq
polimerase, ou pela captura de ions de Mg+2, co fator necessario para a atividade da polimerase
(HENRIQUES, [s.d.]).


https://paperpile.com/c/yZ4jmf/IA3Qs+ARRZN
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Segundo COVA et al. (2015) a presenca destes componentes quimicos sao fatores que
estdo diretamente relacionados e que podem interferir na sensibilidade da reacdo de PCR. Além
do mais, alguns autores relatam que os meétodos de extracdo escolhidos influenciam
significativamente na eficiéncia da sensibilidade do ensaio molecular (COVA et al. 2015;
BRITTO etal. 2014).

Em nosso estudo, mesmo havendo um potencial inibicdo em pools com 40 ou mais
individuos, foi possivel detectar a presenca do rRNA 16s. Este resultado pode estar relacionado
ao método de extracdo automatizado utilizado em nosso estudo. Ja é citado que a pureza de
acidos nucleicos totais extraidos de uma diversidade de amostras bioldgicas em plataformas
automatizadas, apresentam concentracdes de contaminantes residuais insuficientes para induzir
a inibicdo completa da amplificacdo do material genético (COVA et al.2015; JEDDI;
PIARROUX; MARY, 2013).

HOFFMANN et al. (2004) em seu estudo, utilizaram um par de primer para o gene
ribossomal 18s para verificar a integridade do RNA viral antes de concluir que o pool de
mosquitos é negativo. Alguns autores optaram pela utilizacao de primers para deteccéo do gene
constitutivo de B-actina como controle enddgeno (HENRIQUES, [s.d]). Ja outros, utilizaram o
gene ribossomal 16S como controle interno ou alvo para estudos de microrganismos em vetores
artropodes (BELDA et al., 2017; LINDH; TERENIUS; FAYE, 2005), este altimo, vem de
encontro ao nosso estudo.

Apesar dos protocolos bem estabelecidos e da boa viabilidade das amostras, ndo foi
detectado nenhum virus pertencente aos géneros Flavivirus e Alphavirus nos 658 pools de
dipteros analisados. J& nos ensaios utilizando os protocolos para pesquisa de Bunyavirus
detectou-se nove amostras suspeitas de positividade. Contudo, apesar de ter sido encontrado
produto sugestivo de genoma de Bunyavirus, apés algumas tentativas de sequenciamento, ndo
foram encontradas sequéncias compativeis com nenhuma espécie viral.

Justificamos esse rendimento pelo fato da utilizagdo de protocolos com primers
degenerados junto a um metodo de detec¢do molecular quantitativa com a incorporacéo de Sybr
Green, que por um lado nos permitiu uma maior sensibilidade na deteccdo de espécies virus
pertencentes as familias alvo deste estudo, mas por outro possibilitou um risco de ligacdes
inespecificas com outros materiais genéticos, como por exemplo o gene de mosquito detectado.

Segundo Pauvolid-Corréa et al. (2010) a negatividade em estudos de eco epidemiologia
de virus em mosquitos pode também estar relacionada a fatores como o periodo de néo epizootia
durante a captura dos mosquitos e possivel perda de infectividade do virus perante as condi¢des

ambientais no campo, como por exemplo: temperatura e umidade elevadas. Dessa forma, a ndo
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deteccdo de virus no presente estudo, pode estar relacionada ao baixo titulo de virus nos
mosquitos, quer seja pelo tempo entre 0 momento da infec¢cdo do mosquito e 0 momento de sua
captura, pelas condi¢des de temperatura no campo, entre outros fatores.

As informagOes trazidas neste trabalho fornecem dados importantes sobre a eco
epidemiologia dos principais géneros e espécies de dipteros que circulam principalmente em
fragmentos de floresta, reservas, regides periurbanas e urbanas de algumas localidades do
estado de Ronddnia e Amazonas. Apesar do presente estudo nao detectar arbovirus nas amostras
de mosquitos, diversos trabalhos encontraram exemplares ou pools infectados, no Brasil e
Regido Amazoénica. ARAUJO et al, (2019) em seu estudo, coletaram cerca de 16.725 espécimes
de mosquitos (680 pools) de mais de 56 espécies diferentes, sendo que apenas quatro foram
positivos: trés flavivirus (virus Ilhéus, virus Rocio e Bussuquara virus) e um alphavirus
(Mucambo virus). J& CARDOSO et al. (2015) pesquisaram a circulacdo de espécies de
Orthobunyavirus em areas metropolitanas de Cuiaba, no estado do Mato Grosso e encontraram
8 pools positivos para 0 OROV em Culex quinquefasciatus em um total de 387 analisados.

Apesar da comum circulacdo de arbovirus nos estados de Rondénia e Amazonas, a
deteccdo de mosquitos potencialmente infectados com arbovirus é dificil. A taxa de infec¢édo
nas populagcdes de mosquitos geralmente € baixa, em torno de 0,001% (HENRIQUES, [s.d]).
Segundo Leduc et al. (1988), a proporcdo de isolamento do virus Oropouche em seu vetor
urbano, mesmo em periodos de epidemia, é de 1:125000.

Em seu estudo, Gu et al. (2004) relatam que devido aos baixos niveis de infeccdo dos
mosquitos é importante que sejam analisados grandes nimeros de amostras (superior a 1.600
individuos) para que possa haver uma probabilidade de infecgdo de 0,8%. Henriques, D. A [s.d]
em seu estudo analisou cerca de 37.519 espécies de dipteros pertencentes a mais de 20 familias
e géneros, nos quais detectou Arbovirus em apenas 1,32% das amostras (0,66% para Flavivirus
e 0,66% para o virus Oropouche). SANTOS, C. A. C. D. (2017) investigou a presenca de
arbovirus em 3.837 espécimes de mosquitos em trés areas florestais do estado de Rondénia e
néo detectou flavivirus, CHIKV, MAYYV ou OROV nas amostras testadas.

Em resumo, este trabalho fornece um método rapido, eficiente e sensivel para deteccéo de virus
pertencentes as familias Flaviviriae, Alphaviridae e Bunyaviridae, contribuindo para o estudo
e vigilancia da presenca destes virus em dipteros. Além do mais, os resultados obtidos sobre 0s
locais de captura, as principais espécies de dipteros coletadas, e os resultados da pesquisa de
virus em nosso trabalho fornecem dados importantes a respeito da atual situacdo epidemiolégica
brasileira, principalmente nos possiveis “focos” de transmissdo e disseminag¢ao desses virus,

sem que seja descartado a potencial circulagdo nas regides estudadas.
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7. CONCLUSAO

Diferentes espécies de dipteros foram capturados nas areas de estudo em anos distintos.
As principais espécies de dipteros coletados foram correlacionadas com o potencial de
transmissdo e dispersdo de virus nas regides de estudo.

A metodologia utilizada para extracao de acidos nucleicos, analise e detec¢do de virus
pertencentes a Flavi, Alpha e Bunyavirus nos dipteros coletados mostrou-se eficiente e
adequada para pesquisa e vigilancia destes virus.

Arbovirus de extrema importancia médica foram pesquisados em diferentes espécies de
dipteros. Porém, alguns fatores como: quantidade total de espécimes analisadas, o
periodo de ndo epizootia durante a captura, assim como a possivel baixa carga viral,
dentre outros; podem ter influenciado na auséncia de detec¢do de mosquitos infectados
por arbovirus de interesse.

A auséncia de detecgdo ndo descarta a potencial circulacéo de arbovirus nas localidades
estudadas, uma vez que as regides ainda sofrem com intensas atividades antropogénicas,
além da presenca de fatores ambientais favoraveis, e de macro e micro vetores
competentes. Portanto, a circulagdo de arbovirus nas regibes de estudo deve ser
cuidadosamente e constantemente monitorada para evitar que surtos acometam o pais

de forma repentina.
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ANEXO 1 - Tabela descritiva dos locais de coleta, data, armadilhas utilizadas e
classificacdo dos mosquitos coletados.

Ceratopogonida
Pool 1 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea Né&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 2 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea Né&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 3 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea Né&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 4 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea Né&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 5 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea N&o Informado -
Ceratopogonida Néao
Pool 6 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis | informado [ Né&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 7 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea N&o Informado -
Ceratopogonida Né&o
Pool 8 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis | informado [ N&o Informado -
Ceratopogonida Néo
Pool 9 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis | informado [ N&o Informado -
Ceratopogonida Né&o
Pool 10 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA @ - Culicoides insignis [ informado [ Né&o Informado -
Ceratopogonida Né&o
Pool 11 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis | informado [ Né&o Informado -
Ceratopogonida Né&o
Pool 12 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis | informado | N&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 13 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea Né&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 14 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea N&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 15 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea N&o Informado -
Ceratopogonida Né&o
Pool 16 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis | informado [ N&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 17 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea N&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 18 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea N&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 19 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea Né&o Informado -
Ceratopogonida
Pool 20 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis Fémea N&o Informado -
Ceratopogonida Né&o
Pool 21 50 Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides insignis | informado [ N&o Informado -
Né&o Ceratopogonida Néo
Pool 22 informado Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides foxi informado [ N&o Informado -
Néao Ceratopogonida Néao
Pool 23 informado Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides foxi informado | N&o Informado -
Néo Ceratopogonida Néo
Pool 24 informado Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides foxi informado [ N&o Informado -
Néao Ceratopogonida Néao
Pool 25 informado Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides foxi informado | N&o Informado -
Néao Ceratopogonida Né&o
Pool 26 informado Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides foxi informado [ N&o Informado -
Néao Ceratopogonida
Pool 27 informado Rancho 23/03/17 |DIPTERA e - Culicoides foxi Fémea Né&o Informado -
Anopheles néo
Pool 28 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles nao
Pool 29 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles néo
Pool 30 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo
Pool 31 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles néo
Pool 32 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
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Culex nédo

Pool 33 4 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- COPA -
Culex nédo

Pool 34 3 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado SHANNON -
Anopheles nao

Pool 35 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Culex néo

Pool 36 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 37 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles néo

Pool 38 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles nédo

Pool 39 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 40 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Culex néo

Pool 41 3 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- SOLO -
Anopheles nédo

Pool 42 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
Anopheles nao

Pool 43 2 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado CDC- COPA -
Anopheles nédo

Pool 44 3 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Aedomyia nao

Pool 45 1 Sitio Careca 26/07/17 | DIPTERA Culicidae Aedes squamipennis informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 46 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO PL2d3

Anopheles néo

Pool 47 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles nao

Pool 48 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 49 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Coquillettidia nao

Pool 50 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 51 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
Anopheles nédo

Pool 52 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 53 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 54 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 55 1 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles deaneorum informado SHANNON -
Anopheles nao

Pool 56 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles nédo

Pool 57 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles nao

Pool 58 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles nédo

Pool 59 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO PLa5

Coquillettidia néo

Pool 60 1 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia nigricans informado CDC- SOLO -
Anopheles nédo

Pool 61 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
nédo

Pool 62 1 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles konderi | informado SHANNON -
Anopheles nao

Pool 63 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 64 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Coquillettidia néo

Pool 65 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 66 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 67 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
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Anopheles nao

Pool 68 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 69 8 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Culex nédo

Pool 70 6 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex quinquefasciatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 71 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
Aenopheles nédo

Pool 72 1 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles mattogrossensis informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 73 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 74 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Coquillettidia nao

Pool 75 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 76 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO PL2b7

Anopheles nédo

Pool 77 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles nao

Pool 78 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles nédo

Pool 79 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
néo

Pool 80 3 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia hunserdis | informado CDC-SOLO -
Anopheles nédo

Pool 81 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
Anophleles néo

Pool 82 1 Sitio Cabeca | 26/07/17 [DIPTERA Culicidae Anopheles Deancorum informado SHANNON -
Anopheles nao

Pool 83 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON PL2a8

Anopheles néo

Pool 84 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Coquillettidia nao

Pool 85 3 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 86 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 87 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles néo

Pool 88 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles nédo

Pool 89 6 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado CDC- SOLO -
Mansonia néo

Pool 90 1 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Mansonia amazonensis informado CDC- SOLO -
Anopheles nao

Pool 91 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
Anopheles nédo

Pool 92 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nao

Pool 93 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 94 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
nédo

Pool 95 3 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia Coquillettidia informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 96 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 97 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles nao

Pool 98 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
néo

Pool 99 1 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia Coquillettidia informado CDC-SOLO -
Mansonia nédo

Pool 100 1 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Mansonia pseudotitilians informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 101 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
Anopheles néo

Pool 102 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
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Anopheles nao

Pool 103 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex nédo

Pool 104 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- COPA
ndo

Pool 105 3 Sitio Careca 26/07/17 [DIPTERA| Psychodidae - Pso. Lutizii informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 106 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO
Anopheles néo

Pool 107 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO
Anopheles néo

Pool 108 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO
nédo

Pool 109 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles Konderi | informado CDC-SOLO
néo

Pool 110 1 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansoni wilsoni informado CDC- SOLO
Anopheles néo

Pool 111 9 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA
Anopheles nao

Pool 112 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nédo

Pool 113 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex nédo

Pool 114 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- COPA
Coquillettidia nao

Pool 115 5 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado CDC- COPA
Anopheles nédo

Pool 116 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO
Anopheles nao

Pool 117 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO
Anopheles néo

Pool 118 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO
Anopheles néo

Pool 119 6 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles matogrossensis informado CDC-SOLO
Anopheles néo

Pool 120 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 121 10 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
nédo

Pool 122 20 Sitio Careca 26/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex C. melanoconion informado CDC- COPA
Anopheles néo

Pool 123 20 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nédo

Pool 124 30 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
nao

Pool 125 1 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Mansonia M. pseudotittilians | informado SHANNON
nédo

Pool 126 3 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Mansonia M. humeralis informado SHANNON
Anopheles nao

Pool 127 1 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado SHANNON
Anopheles nédo

Pool 128 2 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles matogrossensis informado SHANNON
Coquillettidia nédo

Pool 129 1 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado CDC- COPA
Anopheles nao

Pool 130 24 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA
Culex néo

Pool 131 2 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado SHANNON
Coquillettidia nao

Pool 132 4 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 133 26 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex nédo

Pool 134 5 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC-SOLO
néo

Pool 135 2 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia humeralis | informado CDC- SOLO
Anopheles néo

Pool 136 26 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO
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Anopheles nao
Pool 137 20 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles néo
Pool 138 10 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Culex ndo
Pool 139 5 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- COPA -
Anopheles néo
Pool 140 26 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles néo
Pool 141 20 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Coquillettidia nao
Pool 142 10 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado CDC- SOLO -
nédo
Pool 143 4 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles konderi | informado CDC-SOLO -
néo
Pool 144 3 Sitio Careca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles rangeli informado CDC- SOLO -
Anopheles néo
Pool 145 30 nédo informado | 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Coquillettidia nédo
Pool 146 3 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado SHANNON -
Anopheles nao
Pool 147 30 Sitio Careca 29.06.17 [DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Coquillettidia nédo
Pool 148 1 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia nigricans informado SHANNON -
Culex nédo
Pool 149 4 ndo informado | 29.06.17 [DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- COPA -
Anopheles nédo
Pool 150 20 Sitio Careca 29.06.17 |[DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
nédo
Pool 151 1 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles sp. informado SHANNON PL3h4
Anopheles nao
Pool 152 20 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
néo
Pool 153 1 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia [  Coquillettidia sp. informado SHANNON -
Anopheles nao
Pool 154 30 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles néo
Pool 155 10 ndo informado | 29.06.17 [DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
Anopheles nédo
Pool 156 20 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Culex néo
Pool 157 10 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado SHANNON -
Anopheles nédo
Pool 158 20 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON PL3g5
Anopheles néo
Pool 159 20 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nao
Pool 160 20 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON PL3e6
Anopheles nédo
Pool 161 10 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado SHANNON -
Anopheles nao
Pool 162 30 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nédo
Pool 163 30 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Culex néo
Pool 164 2 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- COPA -
Anopheles nédo
Pool 165 10 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles néo
Pool 166 32 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA -
nédo
Pool 167 1 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Culex Culex sp. informado -
Anopheles néo
Pool 168 6 Sitio Careca 29.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles matogrossensis informado SHANNON -
Anopheles néo
Pool 169 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles néo
Pool 170 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles néo
Pool 171 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
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nado

Pool 172 1 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Aedes Aedes fuluus informado CDC- COPA
Anopheles néo

Pool 173 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO
Anopheles nao

Pool 174 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex néo

Pool 175 10 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado SHANNON
Anopheles nédo

Pool 176 30 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO
Anopheles néo

Pool 177 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nédo

Pool 178 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 179 10 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA
Anopheles néo

Pool 180 30 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO
Anopheles nédo

Pool 181 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex nao

Pool 182 10 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- COPA
Culex nédo

Pool 183 24 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC-SOLO
Anopheles nao

Pool 184 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Limatus nédo

Pool 185 7 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Limatus pseudomothysitoris | informado CDC-SOLO
Coquillettidia néo

Pool 186 1 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado SHANNON
Anopheles nao

Pool 187 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 188 20 Sitio Careca 28.06.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nao

Pool 189 32 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 190 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 191 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 192 26 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nédo

Pool 193 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 194 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nao

Pool 195 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
nédo

Pool 196 43 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC- SOLO
Anopheles nao

Pool 197 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nédo

Pool 198 1 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles matogrossensis informado CDC- SOLO
nédo

Pool 199 40 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC-SOLO
Anopheles nédo

Pool 200 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 201 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nao

Pool 202 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
néo

Pool 203 6 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Uranotaenia Uranotaenia sp. informado CDC-SOLO
Culex nédo

Pool 204 4 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- SOLO
Anopheles néo

Pool 205 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex ndo

Pool 206 3 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado SHANNON
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Anopheles nao

Pool 207 7 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado SHANNON -
néo

Pool 208 1 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Aedes Aedes sp. informado SHANNON -
ndo

Pool 209 1 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Aedes Escapulario informado SHANNON -
néo

Pool 210 50 Sitio Mueller | 19.05.18 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 211 25 Sitio Mueller | 19.05.18 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 212 30 Sitio Mueller | 19.05.18 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 213 30 Sitio Mueller | 19.05.18 [DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
néo

Pool 214 40 Sitio Mueller | 19.05.18 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado SHANNON -
néo

Pool 215 1 Sitio Careca 18.05.18 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles Konderi | informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 216 30 Sitio Careca 18.05.18 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nao

Pool 217 30 Sitio Careca 18.05.18 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 218 20 Sitio Careca 18.05.18 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nao

Pool 219 30 Sitio Careca 18.05.18 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles nédo

Pool 220 1 Sitio Mueller | 19.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles matogrossensis informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 221 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles nao

Pool 222 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
néo

Pool 223 4 Sitio Careca 18.05.17 [DIPTERA Culicidae Culex Culex quiquefasciatus | informado CDC- SOLO -
Anopheles nao

Pool 224 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 225 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Uranotaemia néo

Pool 226 10 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Uranotaenia colosamata informado CDC- SOLO -
Anopheles néo

Pool 227 10 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles nédo

Pool 228 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Culex nao

Pool 229 16 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- SOLO PL4g2

Anopheles nédo

Pool 230 10 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
nao

Pool 231 20 Sitio Careca 18.05.17 [DIPTERA Culicidae - An. T/ Flebotomineo | informado CDC- COPA -
Anopheles nédo

Pool 232 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Anopheles néo

Pool 233 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO -
Anopheles nao

Pool 234 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON -
Ochlerotatus néo

Pool 235 1 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Ochlerotatus senatuscomplex informado SHANNON -
Coquillettidia nao

Pool 236 1 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia venezuelensis informado SHANNON -
néo

Pool 237 1 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Uranotaenia Uranotaemia sp informado CDC-SOLO -
Anopheles néo

Pool 238 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO -
Culex néo

Pool 239 16 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- COPA -
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Anopheles nao

Pool 240 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA
Anopheles néo

Pool 241 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex nédo

Pool 242 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC- SOLO
Anopheles néo

Pool 243 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC-SOLO
Anopheles nédo

Pool 244 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 245 6 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado CDC- SOLO
nédo

Pool 246 9 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Uranotaenia Uranotaenia sp informado CDC- COPA
Anopheles néo

Pool 247 1 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles matogrossensis informado SHANNON
néo

Pool 248 40 Sitio Careca 18.05.17 [DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado SHANNON
nédo

Pool 249 50 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC- COPA
nao

Pool 250 50 Sitio Careca 18.05.17 [DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC- SOLO
nédo

Pool 251 50 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC- COPA
néo

Pool 252 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC- COPA
nao

Pool 253 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC- COPA
néo

Pool 254 40 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC- SOLO
nédo

Pool 255 30 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC-SOLO
néo

Pool 256 1 Sitio Mueller | 19.05.17 [DIPTERA Culicidae Anopheles An. gostai informado SHANNON
Anopheles nao

Pool 257 10 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex néo

Pool 258 7 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado SHANNON
nédo

Pool 259 40 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC-SOLO
néo

Pool 260 9 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Uranotaenia Uranotaenia sp informado CDC- COPA
Anopheles nédo

Pool 261 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA
néo

Pool 262 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado CDC- COPA
Coquillettidia nao

Pool 263 1 Sitio Mueller | 19.05.17 |DIPTERA Culicidae Coquilettidia venezuelensis informado SHANNON
nédo

Pool 264 1 Sitio Mueller | 19.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles An. gostai informado SHANNON
Anopheles nao

Pool 265 10 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Culex nédo

Pool 266 7 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 267 20 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA
Anopheles nédo

Pool 268 20 Sitio Mueller | 19.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 269 30 Sitio Cabeca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles nao

Pool 270 26 Sitio Cabeca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 271 20 Sitio Cabeca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado SHANNON
nédo

Pool 272 1 N identificado 30.08 |DIPTERA Culicidae Culex Cullex sp informado ?2?

Culex néo

Pool 273 1 N identificado 31.08 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado CDC-SOLO
Anopheles néo

Pool 274 10 Tabajara 31.08 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- SOLO
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Aspirador
Culex néo Elétrico oco das
Pool 275 12 Bom futuro 06.09.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado arvores
néo
Pool 276 3 Bom futuro 06.09.17 |[DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia humeralis | informado | Atragdo Humana
Aspirador
néo Elétrico oco das
Pool 277 6 Bom futuro 07.09.17 |[DIPTERA Culicidae - ??? informado arvores
Aspirador
Culex nédo Elétrico oco das
Pool 278 14 Tapuru 09.09.17 |DIPTERA Culicidae Culex (Melanoconion) informado arvores
Aspirador
ndo Elétrico oco das
Pool 279 1 Tapuru 09.09.17 |DIPTERA Culicidae Culex C. nigricans informado arvores
Aspirador
nédo Elétrico oco das
Pool 280 3 Tapuru 09.09.17 |DIPTERA Simollium Simollium Simollium spp informado arvores
nédo
Pool 281 2 Tabajara 15.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado AHP
néo
Pool 282 30 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado AHP
nédo
Pool 283 10 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia wilseni informado AHP
nédo
Pool 284 18 Sitio Cabega | 19.10.17 |DIPTERA Culicidae Aedes Aedys scapularis informado AHP
néo
Pool 285 14 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado AHP
nao
Pool 286 30 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado AHP
néo
Pool 287 20 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado AHP
néo
Pool 288 20 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado AHP
Aspirador
Séo Sebastido nédo Elétrico oco das
Pool 289 1 de Itapuru 10.09.17 [DIPTERA| Psychodidae - Flebotomineo informado arvores
Aspirador
nédo Elétrico oco das
Pool 290 i3 Bom futuro 08.09.17 |DIPTERA Culicidae Culicidae Culicéides informado arvores
néo
Pool 291 3 Sitio Cabeca 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado AHP
nédo
Pool 292 1 Sitio Cabeca 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado AHP
néo
Pool 293 1 Sitio Cabeca 21.09.17 |DIPTERA Culicidae culicideo Culicoides informado AHP
néo
Pool 294 27 Sitio Cabeca | 21.09.17 [DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC-SOLO
nédo
Pool 295 20 Sitio Cabega | 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC-SOLO
néo
Pool 296 20 Sitio Cabeca 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC- SOLO
nédo
Pool 297 22 Sitio Cabega | 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC-SOLO
néo
Pool 298 30 Sitio Cabega | 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC- SOLO
nao
Pool 299 28 Sitio Cabeca 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC- SOLO
néo
Pool 300 29 Sitio Cabega | 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Culicideo Culicideos informado CDC- SOLO
néo
Pool 301 6 Sitio Cabeca 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC-SOLO
néo
Pool 302 3 Sitio Cabega | 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Culicideo Culicideos informado SHANNON
néo
Pool 303 11 Sitio Cabega | 21.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado SHANNON
néo
Pool 304 30 Sitio Cabeca 20.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado SHANNON
Anopheles néo
Pool 305 19 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles triannulatus informado CDC- COPA
Anopheles néo
Pool 306 3 Sitio Careca 18.05.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado SHANNON
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néo

Pool 307 3 Sitio Cabeca 27/07/17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles deanorum | informado SHANNON -
néo

Pool 308 30 Sitio Cabeca | 20.09.17 [DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado SHANNON -
néo

Pool 309 30 Sitio Cabeca 20.09.17 [DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado SHANNON -
néo

Pool 310 3 Sitio Cabega 22.09.17 |DIPTERA Culicidae Culicideo Culicideos informado SHANNON -
néo

Pool 311 26 Sitio Cabega | 22.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado SHANNON -
néo

Pool 312 20 Sitio Cabega | 22.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado SHANNON -
nédo

Pool 313 30 Sitio Cabega 20.09.17 |DIPTERA Culicidae Culicideo Culicideos informado CDC- SOLO -
néo

Pool 314 5 Sitio Cabega | 20.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC- COPA -
néo

Pool 315 6 Sitio Cabega 20.09.17 |DIPTERA Culicidae Culicideo Culicideos informado CDC- COPA -
nédo

Pool 316 23 Sitio Cabega | 20.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC- SOLO -
néo

Pool 317 20 Sitio Cabeca | 20.09.17 [DIPTERA Culicidae Culicideo Culicideos informado CDC-SOLO -
nédo

Pool 318 27 Tabajara 16.11.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado SHANNON -
néo

Pool 319 1 Tabajara 16.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia informado CDC-SOLO -
nao

Pool 320 7 Tabajara 16.11.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado SHANNON -
néo

Pool 321 21 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles [ Anopheles trianulatus | informado SHANNON PL4g12
néo

Pool 322 22 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia informado SHANNON -
néo

Pool 323 1 Tabajara 16.11.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles informado CDC-SOLO -
néo

Pool 324 20 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia informado SHANNON -
néo

Pool 325 20 Nova Mutum 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia informado SHANNON -
nédo

Pool 326 40 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia wilsoni informado CDC- SOLO -

Pool 327 1 Nova Mutum 10.11.17 |DIPTERA ?? ?? Macho Macho SHANNON -
néo

Pool 328 30 Nova Mutum | 10.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia informado SHANNON -
néo

Pool 329 23 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia wilsoni informado CDC- SOLO -
nédo

Pool 330 3 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Culex Culex informado CDC- SOLO -
néo

Pool 331 7 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia | Coq Venezuelensis | informado CDC- SOLO -
nédo

Pool 332 30 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Culex C. melanoconium informado CDC- SOLO -
néo

Pool 333 30 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia wilsoni informado CDC- SOLO -
nao

Pool 334 20 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Culex Culex culex informado CDC- SOLO -
néo

Pool 335 20 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia wilsoni informado CDC-SOLO -
néo

Pool 336 20 Nova Mutum | 09.11.17 |DIPTERA Culicidae Culex Culex culex informado CDC- SOLO -
néo

Pool 337 28 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado CDC-SOLO -
néo

Pool 338 5 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Culex Culex culex informado CDC- COPA -
néo

Pool 339 28 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia | coq Venezuelensis | informado CDC-SOLO -
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nado

Pool 340 3 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Konderi informado CDC- SOLO
néo

Pool 341 1 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Limatus Limatus sp informado CDC-SOLO
Mansonia nédo

Pool 342 1 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia amazonensis informado SHANNON
néo

Pool 343 26 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado CDC-SOLO
nédo

Pool 344 1 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Limatus LImatus sp informado CDC- COPA
néo

Pool 345 26 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Culex C. melanoconium informado CDC- SOLO
nédo

Pool 346 3 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia titilans informado CDC-SOLO
néo

Pool 347 28 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado CDC- COPA
néo

Pool 348 1 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia Mansonia humeralis | informado CDC-SOLO
Culex nédo

Pool 349 20 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Culex quinquefasciatus informado CDC-SOLO
nao

Pool 350 24 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Culex C. melanoconium informado CDC-SOLO
nédo

Pool 351 1 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado SHANNON
néo

Pool 352 3 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles nuneztovari informado CDC- COPA
nao

Pool 353 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles [ Anopheles trianulatus | informado CDC-SOLO
néo

Pool 354 1 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA ?? ?? Araneorum informado CDC- COPA
nédo

Pool 355 28 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
néo

Pool 356 7 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Nuneztovari informado CDC- SOLO
nédo

Pool 357 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado CDC- COPA
néo

Pool 358 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
nédo

Pool 359 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado CDC-SOLO
néo

Pool 360 2 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles benalochi | informado CDC- SOLO
nédo

Pool 361 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
néo

Pool 362 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
nao

Pool 363 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles [ Anopheles trianulatus | informado SHANNON
nédo

Pool 364 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
nao

Pool 365 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles [ Anopheles trianulatus | informado SHANNON
nao

Pool 366 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
nédo

Pool 367 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
nao

Pool 368 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
ndo

Pool 369 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles [ Anopheles trianulatus | informado SHANNON
nédo

Pool 370 30 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles | Anopheles trianulatus | informado SHANNON
néo

Pool 371 20 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles [ Anopheles trianulatus | informado SHANNON
Anopheles néo

Pool 372 1 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles benearochi informado SHANNON
néo

Pool 373 9 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Konderi informado SHANNON
ndo

Pool 374 2 Sitio Careca 23.08.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles Anopheles rongeli informado SHANNON
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fi
Pool 375 10 Sdo Rafael 08.09.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia Coq Nigricans informado SHANNON
fi
Pool 376 10 tapuru 09.10.17 |DIPTERA Culicidae Coquillettidia Coq Nigricans informado CDC-SOLO
fi
Pool 377 1 tapuru 09.09.17 [DIPTERA| Psychodidae - flebotomineo informado | Asp. Arvore oco
fi
Pool 378 17 tapuru 09.09.17 |DIPTERA Culicidae Limatus limatus sp informado CDC-SOLO
Coquellettidi f
Pool 379 10 bom futuro 07.09.17 |DIPTERA Culicidae a coq venezuelensis informado SHANNON
mansonia f
Pool 380 2 tapuru 09.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia amazonensis informado CDC- COPA
Coquellettidi f
Pool 381 1 ?27? 02.09.17 |DIPTERA Culicidae a coq sp informado CDC-SOLO
fi
Pool 382 2 bom futuro 08.09.17 |DIPTERA| Psychodidae - flebotomineo informado | Asp. Arvore oco
fi
Pool 383 15 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado SHANNON
fi
Pool 384 20 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado SHANNON
fi
Pool 385 9 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae Culex c. melanoconion informado SHANNON
fi
Pool 386 2 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia humeralis | informado SHANNON
fi
Pool 387 12 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado CDC-COPA
Aedeomyia f
Pool 388 1 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae - squamepenssis informado CDC-COPA
Coquellettidi f
Pool 389 2 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae a coq nigricans informado CDC-COPA
fi
Pool 390 1 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia humeralis | informado CDC-SOLO
fi
Pool 391 3 cacara 11.09.17 |DIPTERA Culicidae Culex c. melanoconion informado CDC-SOLO
fi
Pool 392 2 Acara 10.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia humeralis | informado SHANNON
fi
Pool 393 1 Acara 10.09.17 |DIPTERA Culicidae Culex c. melanoconion informado SHANNON
fi
Pool 394 17 Acara 10.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado SHANNON
fi
Pool 395 1 carara 10.09.17 |DIPTERA Culicidae Anopheles an. matogrosensis | informado SHANNON
fi
Pool 396 1 Acara 10.09.17 |DIPTERA Culicidae Limatus limatus sp informado CDC-SOLO
fi
Pool 397 2 Acara 10.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado CDC-SOLO
Coquellettidi f
Pool 398 1 Acara 10.09.17 |[DIPTERA Culicidae a coq venezuelensis informado CDC-SOLO
fi
Pool 399 2 Acara 10.09.17 |DIPTERA Culicidae Culex c. melanoconion informado CDC-SOLO
fi
Pool 400 15 Acara 10.09.17 |DIPTERA Culicidae Mansonia mansonia sp informado CDC-COPA
fi
Pool 401 1 Monte Negro | abril 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi
Pool 402 1 Monte Negro | abril 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi
Pool 403 1 Monte Negro | abril 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi
Pool 404 1 Monte Negro | maio 2017 [ DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi
Pool 405 1 Monte Negro | maio 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi
Pool 406 1 Monte Negro | maio 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi
Pool 407 1 Monte Negro | maio 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi
Pool 408 1 Monte Negro | maio 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fl informado
fi
Pool 409 1 Monte Negro | maio 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
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fi

Pool 410 Monte Negro | maio 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 411 Monte Negro | maio 2017 [ DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 412 Monte Negro | maio 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro- fi

Pool 413 LHC 35 jun. 2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - f

Pool 414 LHC 35 jun. 2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro- fi

Pool 415 LHC 35 RO | jum 2017 [DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro- f

Pool 416 LHC 35 jum 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fl informado
Monte Negro- fi

Pool 417 LHC 35 jum 2017 [DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro- fi

Pool 418 LHC 35 jum 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fl informado
Monte Negro- fi

Pool 419 LHC 35 jum 2017 [DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - f

Pool 420 sitio Miller jun. 2017 |[DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fl informado
Monte Negro- fi

Pool 421 sitio Miller jun. 2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro- f

Pool 422 sitio Miller jun. 2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - fi

Pool 423 LHC 35 RO | jun. 2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - f

Pool 424 LHC 35 jun. 2017 [DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - i

Pool 425 sitio Miller jun. 2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - f

Pool 426 sitio Miller jun. 2017 [DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - i

Pool 427 sitio Miller jun. 2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - fi

Pool 428 sitio Miller jun. 2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
Monte Negro - f

Pool 429 sitio Miller jun. 2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 430 Monte Negro | out.2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 431 Monte Negro | out.2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 432 Monte Negro | out.2017 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 433 Monte Negro | out.2017 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 434 Monte Negro | abr.2018 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 435 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 436 Monte Negro | abr.2018 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 437 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 438 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 439 Monte Negro | abr.2018 [DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 440 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 441 Monte Negro | abr.2018 [DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 442 Monte Negro | abr.2018 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 443 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 444 Monte Negro | abr.2018 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
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fi

Pool 445 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 446 Monte Negro | abr.2018 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 447 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 448 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fl informado
fi

Pool 449 Monte Negro | abr.2018 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 450 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fl informado
fi fi

Pool 451 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 452 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fl informado
fi fi

Pool 453 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 454 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fl informado
fi fi

Pool 455 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 456 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 457 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 458 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 459 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 460 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 461 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi fi

Pool 462 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 463 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 464 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 465 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 466 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 467 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 468 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 469 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 470 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 471 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 472 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 473 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 474 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 475 Monte Negro | fev. 2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 476 Monte Negro | fev. 2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 477 Monte Negro | fev. 2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
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fi

Pool 478 Monte Negro | fev. 2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae vespa ? informado fi informado
fi

Pool 479 Monte Negro | fev. 2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae predador informado fi informado
fi

Pool 480 Monte Negro | fev. 2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae vespa ? informado fi informado
fi fi

Pool 481 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 482 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 483 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 484 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
fi fi

Pool 485 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
i fi

Pool 486 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
fi fi

Pool 487 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 488 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
fi fi

Pool 489 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 490 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 491 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 492 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 493 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 494 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 495 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 496 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
fi fi

Pool 497 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 498 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 499 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
i fi

Pool 500 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 501 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 502 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 503 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 504 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 505 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 506 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 507 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 508 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 509 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 510 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 511 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi

Pool 512 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
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fi fi
Pool 513 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 514 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 515 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 516 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
fi fi
Pool 517 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 518 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 519 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 520 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 521 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 522 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 523 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 524 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 525 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 526 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 527 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 528 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 529 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 530 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 531 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 532 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 533 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 534 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
fi fi
Pool 535 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 536 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
fi fi
Pool 537 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 538 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
fi fi
Pool 539 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 540 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi fi
Pool 541 Monte Negro | informado | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 542 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 543 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 544 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 545 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
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Manoel
Travessao f
Pool 546 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao fi
Pool 547 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 548 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 549 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 550 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 551 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 552 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 553 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fl
Pool 554 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 555 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 556 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 557 30/35 2/26/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 558 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 559 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 560 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 561 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 562 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 563 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 564 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 565 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 566 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo i
Pool 567 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 568 30/35 2/27/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 569 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 570 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
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Manoel
Travessao f
Pool 571 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 572 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 573 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 574 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 575 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 576 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 577 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 578 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao fi
Pool 579 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 580 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 581 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 582 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 583 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 584 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 585 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 586 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 587 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 588 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 589 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 590 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 591 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 592 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao fi
Pool 593 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 594 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 595 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
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Manoel
Travessao f
Pool 596 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao fi
Pool 597 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 598 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 599 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 600 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 601 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 602 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 603 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fl
Pool 604 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 605 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 606 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 607 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 608 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 609 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 610 30/35 2/28/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 611 30/35 3/2/2019 |[DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 612 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 613 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 614 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 615 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 616 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao fi
Pool 617 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 618 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 619 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
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Manoel
Travessao f
Pool 620 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao fi
Pool 621 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 622 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 623 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 624 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 625 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 626 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 627 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fl
Pool 628 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 629 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 630 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 631 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 632 30/35 3/2/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
Manoel
Travessao f
Pool 633 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 634 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 635 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 636 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 637 30/35 3/2/2019 | DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo fi
Pool 638 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 639 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessao f
Pool 640 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
Manoel
Travessdo f
Pool 641 30/35 3/2/2019 |DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
f
Pool 642 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi
Pool 643 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
f
Pool 644 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fl informado
f
Pool 645 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
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fi

Pool 646 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 647 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 648 1 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 649 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 650 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 651 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 652 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 653 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 654 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 655 4 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 656 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 657 6 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado
fi

Pool 658 5 Monte Negro 2017 DIPTERA Tabanidae Tabanidae Tabanideo informado fi informado

ANEXO 2- Sequéncias obtidas das amostras suspeitas.

Components | I

Contig:  Contig 1 V|| @ Translation options | Select *Assemble contigs" to continue
Trace parameters: Height: ‘ l Vscale:| Xscale:| AyShowall g1y Quality
10 2 30 4 50 60 0 8 % 100 110

L | L I L 1 L 1 L | L L L 1 1 N L L L L L

Consensus| TCTCGGATTTATCTCACCCTATCTGGTGCGCTCATTGTTCGTGTTGTTAGACTGGAGCGCCCACCGTTGGCCARTGCTCARTGCTCETGTTGTTAGARA

Contig: | Contig 3 V|| @ Translation options | Select "Assemble contigs* to continue
Trace parameters: Height: (=0 Vscale:| Xsale ;»vl 3 AfiShowall g Quality

10 2 30 40 50 60 0 ) %0 100 110
L I \ 1 \ f L | L 1 L ! \ I \ h L h L i \ L

Consenisus TGCTACGAGAGGTAGAAATCGTGGTGTCCTCARTGTAGCTAARCTTGTCTAACTCCTCATGTGETGTTGTTAGACAGGTTAGCTACTTGAGGACAGATTTTACTCTGTGCAAGACAG(
$ABF >
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=
Contig:| Contig 1 v||| @ Tensiation options | Column: 2 Poston: 2 Sequence: HF_RPCR F03
ST Trace parameters: Height:| 1l Vscale| Xscale:| | 1l | iShowall gy Qualty

10 20 30 40 50 60 L 8 %0 100 - 110

Consensus:| I:I:I:G'HGl:nl:TGCTETINMITCI\TIGM:M:":MIGCTGETGITGITnGﬁCTBEI:TI:GCGCBGUI:GI:IITGI:GI:M:BTBMHEGIGGTGTBBI:MHGGTTBTGGTHIGM;MN:

Contig: | Contig 2 VH @ Translation options ‘ Column: 2 Position: 1 Sequence: G2R_RPCR_G04

Trace parameters: Height:[ . leel |“ Xxllel:l |.:m5howall by Quality

A e
Consensus: TCTAGGAGATGTCCCACCTTTCGGGATGCCTAATTGTCCGACCAATACATCTCTCAACCGATAACGETTGTTGACAACACCTCCTCTTGCTGGTGTTGTTAGAGACCE
$E62R —»

S MR S A TS U PO ) PR VP AN e el AR A LA LA A LA 004
«cmssnanwrcccncmrccnnnrsccnmTl:rcl:snccnnm:m|:rcrcnaccmanccensncncnncaccn:crcnscmnrsnsnnsasnccc»

Conﬁgi(mtgﬂ:” OTnnslationopﬁons]
LU Trace parameters: Height:l “l lee[. Xsulc”l ‘ AyShow all y; Quality
Nt st S e e e e A S e A A A R A A A A )

< Consensus| CTGTTARCAGCCTTCCCTCACCGACCATGGAAGTCTTTCATAGAGAGATATGETTGGACGCGCTGETAGAGCATGGTATTAARCTGCTGTETCGATACTCTCTTCTTGGACCGTGARARTCGARGACEE
SeqVerter

/
Alignment editor

Contig editor

Conig: Contig] || @ Tanslaton optons | Colum: 23 Poston: 23 Sequence: 2R RPCR_G04

T Troce parameters: Height:| | I Vscale:| ] Xscale:| |1 | dtiShowall 1y Qualty
10 OO O OO I 2 WO TN 0 TN O RO O 0 S N N 0 B ) i

Consensus:| AGGAGATGTCCCACCTTTCGGGATGCCTAATTGTCCGACCAATACATCTCTCAACCGATARCGGTTGTTGACAACACCTCCTCTTGCTGGTGTTGTTAGAGA
SeqVerter $E2R_ >

i

/

Alignment editor

S «scnmmcncmcscnrccrnrrcrl:csncnnnmmmcnnccmnaecmmnncncmcrcrcstrcmcncn»
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Components
Contig:|Contig] || @ Tanslation options | Colum: 347 Positon: 347 Sequence: EGF RPCRED3
Trace parameters: Height:| I Vsaale| 1 Xscale| | 1 | yShowall g3y Quality

) Y @ 50 6 70 & 0

£ Corsonus| GCAGATTAAGGCCTTCTAACGEATGTTTATGAGTTCARGCGACANCTCGETCCOTCOATCTEACCCACTCGEOTTCAGATTTTCATCTACATCECCEATE
L JEGF_RPCRI >

X A PASMA LA MITA) 3 Al M NEOA AL HANA, Li AN
Qcﬁcﬁl’Tﬁﬁsﬁccl’IcTﬁﬁcGﬁﬁTcTTTﬁTGﬁBTTcﬂﬁGCERCﬁﬁCTCGGTCCGTCcﬁTBTGQGCB“C'CGGGT'GQG“ITTYC“TCIﬁcﬁTcGGcGﬁ'G

Contig: ‘ @ Translation options l Select "Assemble contigs" to continue

SOLULEEE Trace parameters: Heightl l Yscak:[ {l Xscalc[ ; ] ‘ AfiShowall g Quality

10 2 » o 5 & m 0 ® 10 1

Consensus| CGGGGCGCGCGCCTTTGEGTACTTCTCATCGTTGTTGTACATCATAATCCTTTTTACTCTARCCTTTGTTACCTTAARCCTTTTTARCTAAAAC
DR >

L
SeqVerter

v, ! 7 o A o o~
tnsccncscuccrmsnmcnclcurccrmmrnmcumnchrnnnnrcmccnrenncmnanccmmncmnnc»




