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RESUMO. Os autores relatam a ocorréncia e os dados resultantes das investigacdes de casos humanos
de Febre Amarela (FA) silvestre no estado de Sdo Haml@000, 7 casos suspeitos de FA silvestre foram
confirmados, 5 importados de outros Estados e 2 provavelmente autéctones, de areas localizadas as
margens do Rio Grande, a noroeste do estado de S&o Paulo. Quatro deles evoluiram para 6bito. Inquérito
soroldgico foi realizado em 630 habitantes de 13 municipios ribeirinhos e pesquisa entomoldgica foi feita
nas areas suspeitas de transmissédo autoctone. A confirmacao desses casos foi feita por testes soroldgicos
classicos, isolamento de virus e técnicas moleculares. As 7 amostras de soros resultaram positivas em
pelo menos uma das técnicas empregadas. Todas as amostras foram reagentes no teste de MAC-ELISA.
Obteve-se isolamento de virus a partir de amostras de soros de 4 pacientes e nenhum isolamento de
mosquitos. O inquérito sorolégico com 630 soros, mostrou 5,23% de prevaléncia de anticorpos para o
virus FA. A deteccgéo de 2 casos autdctones no estado de Sao Paulo confirma a tendéncia de deslocamento
da transmisséo da Febre Amarela para o Sul do Brasil. A presenca de anticorpos para FA em populagéo de
areas sem transmisséo recente, revela risco de reurbanizacdo da doenca.
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INTRODUCAO ou autdctones, e os dados resultantes das investigacoes.

A Febre Amarela (FA) é uma doenca aguda causada pelo MATERIAL E METODOS
arbovirus de mesmo nome que é protétipo do Género
Flavivirus, Familia Flaviviridae. A doencga é conhecida desdénvestigacao epidemiolégica
século XVII e até hoje causa epidemias na Africa e Américas,  Técnicos da Vigilancia Epidemioldgica investigaram o
com alta taxa de morbidade e de letalidade na populacdo humacal provéavel de infeccdo dos dois casos suspeitos de
Existem dois padrdes epidemiologicos de transmissdoadidoctonia; verificou-se que, nos dois casos, havia relatos de
doenca: urbano e silvestre. Sob o ponto de vista clinipescaria as margens do Rio Grande. Com base no diagndstico
etiolégico, imunolégico e histopatoldgico ambas as formas gfdemioldgico, foi elaborado um estudo em 13 municipios
idénticas. Nas Américas, o ciclo de manutenc¢do da FA silvestcalizados as margens do Rio Grande (Cardoso, Icem, Indiapora,
envolve mosquitos dos génetdaemagogue Sabethesomo Mesopolis, Mira Estrela, Orindiuva, Ouroeste, Paulo de Faria,
vetores-reservatorios, primatas nao humanos dos gén@&uwmgsulina, Santa Albertina, Santa Clara D'Oeste, Santa Rita
Alouattg CebusAtelese Callithrix, como hospedeiros naturaif’Oeste e Rubinéia), constituido de entrevistas e coleta de
e 0 homem é hospedeiro acidetitah FA urbana tem como amostras de sangue, precedendo a vacinacao anti-amarilica.
vetor o mosquitcAedes aegypte o homem é o principal
hospedeiro. A incidéncia da FA é maior nos meses de chuvhws/estigacdo entomoldgic& primatologica
de temperaturas mais elevadas, quando as condi¢bes ambientais Apés a confirmacgéo do primeiro caso, foram realizadas 3
favorecem maior proliferacao e atividade dos vetéres viagens de campo com o objetivo de coletar mosquitos para

Os paises da América do Sul que relatam casos devefificar a possivel circulagdo do virus amarilico na area. As
periodicamente sdo: Brasil, Bolivia, Coldmbia, Equador € Perapturas de mosquitos foram realizadas no municipio de Santa
O Brasil tem uma extensa area ocidental onde a FA silvestAdliertina, as margens do Rio Grande, em ambiente de mata
enzodtica (Acre, Amazonas, Amap4a, Roraima, Ronddnia, Matsidual, durante as horas mais luminosas do dia, das 10 as 15
Grosso, Mato Grosso de Sul, Tocantins, Goias, Distrito Fedenalias, por técnicos previamente imunizados contra Febre
Maranhdo e Para) e uma &rea costeira, indene, nos estadosrdasela. Realizou-se captura com puca e aspirador bucal em
regides Nordeste, Sudeste e’SNlo limite entre essas duaglataforma construida na copa de uma arvore, a aproximadamente
areas, esta localizada a area de transicdo ou epizodticabgquetros de altura. Coletou-se mosquitos em grande extenséo
abrange parte dos estados de Piaui, Bahia, Minas Gerais,ddaoterior da mata; com capturas de 5 minutos, em intervalos de
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do/Stdrma aproximadamente 5 metros entre um ponto e outro. Em alguns
urbana da doenca néo é registrada no pais desde 1942. AdRos determinados no interior e na margem da mata empregou-
silvestre ocorre anualmente, como casos esporadicos ou susarmadilhas tipo CDC-miniatura, iscadas com gelo seco.
em florestas ou em zonas rurais da Amazonia, regido Centro- Os mosquitos capturados foram anestesiados com gés
Oeste, Maranhéo e Minas Gefdts"181° Desde 1998 tem-secarbdnico proveniente do gelo seco, congelados em nitrogénio
observado uma tendéncia de expansdo nas areas de tranigigddo e levados para o laboratério, onde foram conservados
da FA silvestre,com aumento gradual da notificacdo de casesecongeladores a —0 A identificagcdo dos mosquitos foi
epizotias como verificado em Minas Gerais em 2@010 Rio realizada em superficie congelada, até o nivel de espécie ou de
Grande do Sul em 20§0espectivamente. género. Foram constituidos lotes de exemplares de mesma

Em 2000, foram notificados 7 casos no estado de S&pécie e processados para isolamento de virus. Com relacdo a
Paulo, sendo 5 importados de outras regides do pais m@ihatas, moradores da regido relataram que havia macacos
provavelmente autdctones. Estes ultimos ocorreram no extreesidentes na mata, os quais costumeiramente aproximavam-se
noroeste do estado, em municipios proximos, localizadosdlasede da fazenda a procura de alimentos. Entretanto, relataram
margens do Rio Grande (Santa Albertina e Ouroeste). Nao haaiambém que, pela freqiiéncia desses animais nos arredores da
no estado, registro de transmisséo recente de FA. Os Ultisexte, aparentemente a populacdo havia sofrido uma reducdao,
casos autdctones de FA silvestre datavam de 1953 sendo, dast®ra ndo tivessem observado exemplares mortos ou doentes
entdo, detectados apenas alguns casos esporadicos, impomadosata. Ndo foi possivel realizar capturas de macacos para
de regifes enzodticHd obtencdo de amostras de sangue para analise laboratorial.

A partir da confirmacéo laboratorial dos provéaveis casos
autoctones, técnicos da Secretaria de Estado da Salde dén8&stigacao laboratorial:
Paulo, realizaram uma investigacé@o eco-epidemiolégica naquela Amostras de sangue e/ou soro de todos os pacientes
regido. A populacéo ribeirinha de areas adjacentes aos locais clinica compativel com FA, fragmentos de visceras de dois
provaveis de infeccdo recebeu a vacina anti-amarilica, cqmagientes que foram a ébito e mosquitos coletados no campo,
medida de prevencéo. foram armazenados e transportados em baldo de nitrogénio até

Os autores relatam a ocorréncia de casos humanos boratério. Para o inquérito soroepidemioldgico foram feitas
FA silvestre, detectados no estado de S&o Paulo, importadesgévistas e obtidos o consentimento livre e esclarecido para
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as analises de 630 amostras de sangue de ribeirinhfesam novamente incubadas & @7por 30 minutos e lavadas
supostamente ndo imunizados contra a FA, procedentes ded® PBS. As laminulas foram fixadas as laminas com uma gota

municipios previamente selecionados. de glicerina tamponada e a leitura foi realizada em microscépio
fluorescente. Os positivos foram tipados em outro teste de
Isolamento de virus em camundongos imunofluorescéncia, seguindo o mesmo procedimento descrito

Para o isolamento de virus em camundongo foraamteriormente, utilizando anticorpo monoclonal para o virus FA,
utilizadas amostras de sangue e/ou soro, fragmentos de viscinaecido pelo CDC de Atlanta, GA, USA.
e mosquitos. As amostras de sangue e soro foram inoculadas
puras e diluidas (1:2 em solu¢do fosfatada tamponada, pH Dagndstico Molecular
com albumina bovina - SIGMA, St. Louis, MO, USA) 0,75% e Sobrenadantes de cultura de células C6/36 foram
antibioticos: 100 IU de penicilina 1Q@/ml de estreptomicina utilizados para analise molecular do genoma viral pela técnica
(GIBCO, Grand Island, NY, USA). Fragmentos de visceras, de RT-PCR. O RNA foi extraido pela técnica de Chomczynski e
aproximadamente 1 cm, foram triturados com pé de vidro em B8cchi, processando-se a amplificacdo apds transcricdo
ml do mesmo diluente descrito anteriormente e centrifugadoseaersa, utilizando-se iniciadores especificos para a regido que
800 x g por 10 minutos, em centrifuga refrigerada. Lotes dedifica a proteina do envelope viral nas posi¢cdes 625-1312
mosquitos, separados por espécie, foram triturados em tampéoleotideos. Os produtos amplificados foram detectados por
fosfato com 1,8% de albumina bovina, estreptomicina-penicilinanalise eletroforética em gel de agarose 1,5%, corado com
nos seguintes volumes: de 1 a 10 mosquitos, usou-se 1 mbdemeto de etidio.
diluente; de 11a20,1,5ml;de21a30,2ml;de31a40,2,5mle
acimade 41, 3,0 ml. A seguir as suspenses foram centrifugaliia@snodiagndstico
a 11.000 x g por 30 minutos, em centrifuga refrigerada. Os  As sete amostras de soros dos pacientes, juntamente
sobrenadantes foram inoculados, via intracerebral, em lotesoden aquelas coletadas de familiares e de comunicantes, foram
seis camundong@wisdactentes, em doses dgi2@s animais submetidas ao teste imunoenzimatico ELISA para captura de
foram observados diariamente, por periodo de 21 dias. Realizanticorpos da classe IgM (MAC-ELISK) utilizando-se
se passagens seriadas de cérebros de camundongosantigeno do virus FA (BeH111). As 630 amostras coletadas para
apresentaram sinais de doenca até se obter o isolament® duérito soroepidemiolégico foram submetidas ao teste de
virus. As cepas isoladas foram identificadas por meio de tedtgbicdo da Hemaglutinacdo (IH), segundo Clarke e Casals
de Fixacdo de Complemento (FC), segundo Fulton e Dumebelpara pesquisa de anticorpos totais, com antigenos de virus dos

Neutralizacdo (N), segundo Shope e Sather seguintes géneroBiavivirus. Dengue 1 (Hawaii); Dengue 2
(Tr1751); Encefalite St. Louis (SPAn11916); Iguape (SPAN71686);
Isolamento de virus em Cultura de Células lIheus (BeH7445); Rocio (SPH34675); YF (BeH1 Blphavirus

Aliquotas de 2Ql de soros de fase aguda e ddencefalite Equina do Leste (SPAn14723); Mucambo (SPAN15600)
suspensdes, preparadas a partir de visceras e de lotesRlnyavirus Caraparu (SPAn26550).
mosquitos (as mesmas utilizadas para inoculacdo em

camundongos), foram inoculados em cultura de células de RESULTADOS
mosquitoAedes albopicuisclone C6/36. Essa linhagem foi
cultivada, 24 horas antes &@8em tubos de ensaio com 1 ml As amostras bioldgicas dos 7 casos humanos resultaram

de meio Leibovitz (L-15, GIBCO), suplementado com 1% dgositivas para FA, em pelo menos uma das técnicas empregadas
aminoacidos ndo essenciais, 10% de triptose fosfato e 10%(@&bela 1). Obteve-se isolamento de virus em quatro casos, sem
soro bovino fetal e antibiéticos. No dia da inoculacdo fajue nenhum efeito citopatico fosse observado nas culturas de
acrescentado em cada tubo 1 ml do meio Leibovitz sem seofulas. As amostras de soros dos 7 casos foram reagentes no
bovino fetal. Os tubos foram imediatamente incubado8@ 28teste de MAC-ELISA, sendo consideradas positivas aquelas
Ap6s 10 dias foram centrifugados e 0s sobrenadantes separapesapresentaram densidade Optica superior ao valor de limite
e guardados em tubos de hemdlise a®C7As células nos de reatividade (>0.200). As amostras coletadas de familiares e
tubos foram ressuspendidas em 0,5 ml de PBS, pH 7c@munincantes foram negativas.

depositadas em laminas proprias, contendo 16 orificios paralelos  As cepas isoladas também apresentaram resultados
e apés secagem a temperatura ambiente foram fixadas as lanpoaiivos por PCR, com amplificacdo de fragmentos de 687 pares
em acetona P.A. a-20 por 10 minutos. As laminas foram entéale bases. Dentre os 7 casos confirmados, 4 (57,1%) evoluiram
submetidas a testes de Imunofluorescéncia Indireta, utilizanghara ébito, 100% pertenciam ao sexo masculino, na faixa etéria
se fluido ascitico de camundongo imune para flavivirugge 20 a 49 anos, 71,4 % dos casos adquiriram a doenga em
incubadas em camara Umida &3por 30 minutos e lavadas ematividade de lazer e 28,6 % em atividade ocupacional. Em relagao
PBS por 10 minutos. Em seguida foi adicionada ant&os sintomas clinicos, 71,4% apresentaram ictericia, 42,9%
gamaglobulina total de camundongo, desenvolvida em cahirgsuficiéncia renal e 28,6% manifestacdes hemorragicas.
marcada com isotiocianato de fluoresceina (SIGMA), as 1aminas
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Tabela 1.Investigacdo epidemiolégica e laboratorial dos 7 casos de Febre Amarela notificados no estado de Sao Paulo, Brasi

Paciente Idade Sexo Ocupacgdo Evolucao Amostra Isolamento de virus MAC- PCR FC N
células camundongo ELISA

SPH 36 M Médico Cura Soro/sangue + + + + + +
188002

SPH 22 M  Comerciante Cura Soro/sangue + + + + + +
188057

SPH 25 M Estudante Cura S soro Nr Nr + Nr Nr  Nr
188483

SPH 44 M Comerciante  Obito Sangue do - - + - Nr  Nr
189057 coragéo

Visceras

SPH 38 M Lavrador Obito Ssoro - - + Nr  Nr Nr
189265

SPH 39 M Lavrador  Obito Ssoro + + + + Nr  Nr
189642 Visceras

SPH 37 M  Caminhonei Obito Soro + + + + Nr +
190388 ro

SPH - amostra de origem humana (H), isolada no Estado de S&o Paulo (SP)
Nr — ndo realizado, + positivo, - negativo

- Tapela 2. Mosquitos coletados no municipio de Santa
Dentre as 630 amostras processadas pela técnica deA ertina-SP, nos meses de marco, abril e maio de 2000.

foram consideradas positivas aquelas que apresentam titules

de anticorpos inibidores da hemaglutinacio maiores que 1/26€nero Espécie Namero %
Destas 33 (5,23%) foram reagentes, sendo que 27 amostsdes Ae albopictus 8 0,72
tiveram resposta_ heterotlplca,p_ara flavivirus, enquanto 6 Ae argyrothorax 2 0,18
apresentaram anticorpos monotipicos para FA; 3 de Ouroeste e )
as outras 3, de Mesopolis, Indiapord, e Rubinéia. Ae scapularis 763 68,74
Foram coletados e submetidos a prova de isolamento de Ae serratus 2 0,18
virus 1.110 mosquitos, divididos em 334 lotes. Os mosquitos Ae sp 4 0,36
pertenciam a 10 géneros distintbtaemagogus, Sabethes, Anopheles An (Nys) galvaoi 1 0,09
Limatus, Aedes, Psorophora, Runchomyia, Culex, Anopheles,
Mansoniae Coquillettidia As espécies mais abundantes nas An (Nys) sp 14 1,26
coletas foramAedes scapularjsHaemagogus capricornie An (Nys) strodei 2 0,18
Sabethes chloroptery3abela 2). An (Nys) triannulatus 5 0,45
Embora muitos espécimes do généfaemagogus coquilletttidia Cq venezuelensis 1 0,09
(supostos vetores) tenham sido testados, nenhum isolamento
de virus foi obtido a partir dos mosquitos coletados em San aUIeX Cx (Cux) sp 36 3.24
Albertina, nos meses de marco, abril e maio, 2000, periodo que Cx (Mel) sp 7 0,63
sucedeu a detecgéo dos casos da regido. Cx scimitator affinis 2 0,18
s Haemagogus  Hg capricornii 164 14,77
DISCUSSAG Hg leucocelaenus 1 0,09
No periodo estudado, além dos 7 casos, forarkimatus Li durhami 6 0,54
notificados 55 individuos com suspeita de infec¢éo por FA nMansonia Ma (Man) sp 3 0,27
Estado de Sao Paulo, sem que nenhum deles fosse confirmagdggrophora Ps (Jant) sp 4 0,36
Com relacéo aos resultados dos testes de IH realizados com os p .
~ . . - - . s albigenu 14 1,26
630 soros, nao foi possivel, com base nas informacdes obtidas
na investigacdo epidemioldgica, esclarecer a natureza da Ps ferox 10 0.9
resposta imune verificada em cada caso. Varios inqueridos nRonchomyia ~ Runchomyia sp 1 0,09
souberam informar com clareza, sobre vacinacao anti-amariliggpethes Sa (Sab) sp 1 0,09
passada e outros relataram deslocamentos para outros Sa belisarioi 4 0.36
Municipios do Estado e de outras Unidades da Federacgéo. Os ’
poucos individuos que afirmaram n&o terem recebido vacina Sa chloropterus 95 4,95

tinham histdrico de deslocamento para outras regides. Total 1110 99,98
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Apesar dos esforcos de captura de mosquitos, para  H& que se considerar ainda o risco de reurbanizacao da
detectar a circulacdo do virus na area estudada, ndo se obtl®enca, uma vez que, os vetores comprovado e poteasias
sucesso nas tentativas de isolamento de virus, embagegyptie Aedes albopictusespectivamente, encontram-se
espécimes pertencentes aos géndammagogue Sabethes amplamente disseminados pelo pafs epidemias de Dengue
gue incluem espécieslg. janthinomys, Hg. albomaculatus,na maioria dos estados refletem a presenca macigedies
Hg. leucocelaenusSa. chloropterusconhecidamente vetoras aegypti.
em outras regides do pais tenham sido capturados em nimeros Apesar da disponibilidade de uma vacina com eficicia
expressivos, atingindo 20,26% do total de mosquitak99% e imunidade duradoura (minimo de 10 ah@®ssoas
pesquisadds . ndo imunizadas sdo atingidas pela virose quando adentram

A circulag&o do virus amarilico em areas endémicas éoeas enzobticas para atividades de trabalho (desmatamentos
deslocamento rapido e continuo de pessoas que freqlenfara abertura de estradas, cultivos, moradia e mineracdo) ou
aquelas éreas, com finalidade de trabalho ou de lazer, determidantazer (turismo ecoldgico, cagada ou pescaria). Individuos
0 aparecimento de casos importados em regides indenes. infectados nesses ambientes, podem trazer o virus para areas

A &rea com suspeita de transmissdo autdéctoneudbanas onde, na presenca de altos indices de infestacdo de
classificada, segundo a FUNASA, como area epizooética oudetores, podem desencadear a transmissdo da forma urbana
transicdo para transmissdo de FA. A detec¢éo de dois provadkisioenca. Embora os casos de FA sejam esporadicos, néo se
casos autdctones na regido, a presenca de anticorpos pake ignorar o risco de se estabelecer sua reurbanizacao, com
flavivirus em populacdo humana em areas sem registro gtaves consequéncias para a saude publica. No estado de Sao
transmisséo recente da doenca, a distribuicdo de mosquRasilo, campanhas de vacinacdo foram intensificadas no
vetorese a ocorréncia de primatas ndo humanos, hospedeipesiodo de 1986 a 2000, em decorréncia do registro de casos
naturais e amplificadores do virus amarilico, sugeremimportados de FR As campanhas foram expandidas para as
possibilidade de deslocamento do virus FA com ampliacdo ayides Norte e Leste do Estado, especialmente em areas
area de transigao. ribeirinhas dos Rios Grande e Paran4. Dada a existéncia da

O aparecimento de casos humanos sugere a ocorrérioiana silvestre da doenca, que impossibilita a eliminagcéo de
de contato de uma populac¢do néo protegida, com uma circulagétores, de hospedeiros e, conseqientemente, do virus, nao
viral silenciosa, restrita a ambiente silvestre. S8o0 necessasegpode admitir um relaxamento nas atividades de vigilancia
mais estudos que possibilitem a compreensao de fatores gpiglemiolégica e sanitaria; é necessario que as medidas de
determinam o aparecimento de casos e a expansaopdatecdo a populacdo humana sejam uma constante nos
transmissdo do virus para outras areas, ndo considerguagramas de salde publica.
enzodticas. A impossibilidade de se pesquisar primatas néo
humanos e a ndo deteccdo de mosquitos naturalmente infectados AGRADECIMENTOS
inviabilizou a determinacao do local de transmissao silvestre.

Os autores agradecem aos funcionarios das Sec¢des: Virus
Transmitidos por Artropodos, Culturas Celulares e Biotério, que
direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste
trabalho.
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ABSTRACT. The authors relate the occurrence and the results of the investigations of human cases of
jungle yellow fever (YF) in S&o Paulo State. In 2000, 7 suspect cases of YF were confirmed; 5 of them were
imported from other States and 2 probably autochthonous, from areas located at the banks of the Grande
river, at Northwest of the S&o Paulo State. Four of them evolved into death. Serological survey was done
among 630 inhabitants of 13 riverside Counties and entomological research was performed in the areas
in which there was suspicion of autochthonous transmission. The confirmation of these cases was done
by serological tests, virus isolation and molecular techniques. The 7 samples resulted positive for YF in
at least one of the tests. All the 7 samples were reacted to YF in MAC-ELISA test. The virus was isolated
in serum samples of 4 patients and no virus isolation was obtained from mosquitoes. The serological
survey showed 5,23% of prevalence of YF antibodies. The detection of two cases of jungle YF in S&o
Paulo State confirm the tendency that the transmission has migrated to the South of Brazil. The presence
of antibodies for YF among population in areas where earlier transmission was not reported until now,

reveals the risk of the reurbanization of the disease.

KEY WORDS. flavivirus, jungle Yellow Fever; human cases; eco-epidemiological survey
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