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Resumo

Introducdo: O Ministério da Saude confirmou no periodo de julho de 2014 a
junho de 2019, a ocorréncia de 2.260 casos humanos de Febre Amarela (FA),
com 773 6bitos no Brasil. Destes, 10 casos humanos ocorreram no Estado de
Goiés, sendo um caso humano no municipio de Goiania/GO. Ja no ano periodo
de julho de 2020 a junho de 2021, no Estado de Goias foram confirmadas 21
epizootias de primatas ndo humanos (PNHs), sendo 11 destas no municipio de
Goiania/GO. Nao houve confirmacgéo de casos humanos. A deteccgao recorrente
da circulacdo viral no municipio exige uma ampliacdo da vigilancia de casos
humanos e entomoldgica, visando identificar oportunamente o0s potenciais
vetores e monitorar o risco de reurbanizacdo. Objetivo: Analisar a ocorréncia e
a infeccao natural das espécies de mosquitos (Diptera: Culicidae) coletados em
areas com epizootias de PNH confirmadas, no municipio de Goiania, no periodo
de monitoramento de julho de 2020 a junho 2021. Metodologia: Trata-se de um
estudo ecoldgico, descritivo, retrospectivo, quantitativo e qualitativo da fauna de
mosquitos potencialmente vetores de arboviroses, realizado em &areas no
municipio de Goiania/GO durante a ocorréncia de epizootias confirmadas para
FA em PNH. As coletas de culicideos foram realizadas no periodo de 18/11/2020
a 27/04/2021, das 09:00 as 15:00 horas, em 10 areas que possuiam condi¢cdes
ecolégicas e ambientais favoraveis a presenca do virus da FA. A identificacédo
dos mosquitos foi realizada no mesmo dia da coleta com uso de microscépio
estereoscopico em mesa refrigerada. Posteriormente, foram encaminhados ao
Laboratério Central da Saude Publica de Goias (LACEN-GO) para envio aos
laboratérios de referéncia da rede. O diagndstico molecular do virus amarilico foi
realizado no Laboratério de Biologia Molecular da Secdo de Arbovirologia e
Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas e Laboratorio de Flavivirus
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz). A localizacdo das espécies de
mosquitos coletados foi mapeada por meio do software “Google My Maps”
associado aos dados georreferenciados das epizootias no sistema de
informagao em saude silvestre - SISS-Geo. Resultados: Foram coletados 2787
culicideos, distribuidos em 08 géneros e 23 espécies. As espécies do género
Haemagogus ocorreram em 100% das areas coletadas, Sabethes em 80% e

Aedes albopictus e/ou Aedes aegypti em 90% das localidades. Hg. janthinomys



e Hg. leucocelaenus foram coletados principalmente em areas de mata primaria
com abundancia de 2,66% (74) e 4,49% (125), respectivamente. Sabethes
albiprivus com abundéancia de 1% (28), foram coletados em proporcdes
semelhantes nas areas de mata priméaria e degradada. Sabethes chlropterus
com 0,1% (03) e Sabethes glaucodaemon com 0,29% (08) foram detectadas em
mata degradada. Registra-se a ocorréncia inédita dessa Ultima espécie no
municipio de Goiania/GO. Aedes albopictus e Aedes aegypti foram coletados
principalmente em area de mata degradada com abundancia de 3,88% (108) e
19,66% (548), respectivamente. A infecgcdo natural nos mosquitos ndo foi
detectada nas amostras analisadas. O mapeamento dos pontos de coletas
permitiu a classificacdo das areas receptivas e vulneraveis para circulacao do
virus da FA que deverdo ser monitoradas de forma permanente. Conclusdes:
O municipio de Goiania/GO apresentou elevada vulnerabilidade e receptividade
para a circulacdo do virus da FA, tendo em vista que Hg. janthinomys, Hg.
leucocelaenus, Sa. albiprivus, Sa. chlropterus e Sa. glaucodaemon foram
detectados nas areas com epizootias confirmadas de PNHs. A ndo deteccédo do
virus da FA em mosquitos demonstra a necessidade de coletas em tempo
oportuno para auxiliar na tomada de decisbes em relacdo as medidas de

vigilancia, prevencao e controle da FA.

Palavras-chave: Culicidae, epizootias, mosquitos, vetores, febre amarela,

vegetacao.



Abstract

Introduction: The Ministry of Health confirmed from July 2014 to June 2019, the
occurrence of 2,260 human cases of Yellow Fever (YF), with 773 deaths in Brazil.
Of these, 10 human cases occurred in the State of Goias, with one human case
in the municipality of Goiania/GO. In the period from July 2020 to June 2021, in
the State of Goias, 21 epizootics of non-human primates (NHPs) were confirmed,
11 of these in the municipality of Goiania/GO. There have been no confirmed
human cases. The recurrent detection of viral circulation in the municipality
requires an expansion of the surveillance of human and entomological cases,
with a view to opportunely identifying the potential vectors and monitoring the risk
of reurbanization. Objective: To analyze the occurrence and natural infection of
mosquito species (Diptera: Culicidae) collected in areas with confirmed NHP
epizootics, in the municipality of Goiania, during the monitoring period from July
2020 to June 2021. Methodology: This is ecological, descriptive, retrospective,
guantitative and qualitative study of the fauna of mosquitoes potentially vectors
of arboviruses, carried out in areas in the municipality of Goiania/GO during the
occurrence of confirmed epizootics for YF in NHP. Culicidae collections were
carried out from 11/18/2020 to 04/27/2021, from 9:00 am to 3:00 pm, in 10 areas
that had ecological and environmental conditions favorable to the presence of the
YF virus. The identification of mosquitoes was performed on the same day of
collection using a stereoscopic microscope on a refrigerated table. Subsequently,
they were sent to the Central Laboratory of Public Health of Goias (LACEN-GO)
to be sent to the network's reference laboratories. The molecular diagnosis of the
yellow fever virus was performed at the Molecular Biology Laboratory of the
Arbovirology and Hemorrhagic Fevers Section of the Evandro Chagas Institute
and the Flavivirus Laboratory of the Oswaldo Cruz Institute (IOC/Fiocruz). The
location of the collected mosquito species was mapped using the software
"Google My Maps" associated with georeferenced data of epizootics in the wild
health information system - SISS-Geo. Results: 2,787 Culicidae were collected,
distributed in 08 genera and 23 species. Species of the genus Haemagogus
occurred in 100% of the areas collected, Sabethes in 80% and Aedes albopictus
and/or Aedes aegypti in 90% of the locations. Hg. janthinomys and Hg.

leucocelaenus were collected mainly in primary forest areas with an abundance



of 2.66% (74) and 4.49% (125), respectively. Sabethes albiprivus with an
abundance of 1% (28), were collected in similar proportions in areas of primary
and degraded forest. Sabethes chlropterus with 0.1% (03) and Sabethes
glaucodaemon with 0.29% (08) were detected in degraded forest. It is registered
the unprecedented occurrence of this last species in the city of Goiania/GO.
Aedes albopictus and Aedes aegypti were collected mainly in an area of
degraded forest with an abundance of 3.88% (108) and 19.66% (548),
respectively. Natural infection in mosquitoes was not detected in the analyzed
samples. The mapping of the collection points allowed the classification of
receptive and vulnerable areas for the circulation of the YF virus that will have to
be monitored on a permanent. Conclusions: The municipality of Goiania/GO
showed high vulnerability and receptivity to the circulation of the YF virus,
considering that Hg. janthinomys, Hg. leucocelaenus, Sa. albiprivus, Sa.
chlropterus and Sa. glaucodaemon were detected in areas with confirmed
epizootics of PNHs. The failure to detect the YF virus in mosquitoes demonstrates
the need for timely collections to assist in decision-making regarding surveillance,

prevention and control measures of YF.

Keywords: Culicidae, epizootics, mosquitoes, vectors, yellow fever, vegetation.



1. Introducéao

1.1Epidemiologia da febre amarela

A febre amarela (FA) é uma doenca infeciosa febril aguda, cujo agente
etiolégico € um arbovirus constituido de RNA de fita simples, do género
Flavivirus, transmitido por meio da picada de mosquitos fémeas infectadas'2.
Estima-se que as cepas do virus da febre amarela atuais possuam origem na
Africa h& aproximadamente 1.500 anos e surgiram nas Américas ha cerca de
400 anos®.

A doenca foi responsavel por grande namero de mortes entre o século
XVIII e o inicio do século XX, com repetidas epidemias nas regides tropicais da
Ameérica do Sul e na Africa, seguidas por surtos em locais mais distantes como
América do Norte, Caribe e Europa®*. No mundo, detecta-se em torno de 200 mil
casos de febre amarela por ano, com a estimativa de 30 mil ébitos. Atualmente
ocorre em 34 paises na Africa, 11 na América do Sul e dois na América Central®

A introducdo da vacina em 1937 e o intenso combate ao vetor
proporcionaram a eliminacdo da FA urbana em 1942 no Brasil. O ciclo de
transmisséao silvestre tornou-se predominante, desde entdo*. Os processos de
reemergéncia do virus da FA acompanham extensos surtos de casos humanos
e epizootias em primatas ndo humanos (PNH). As ocorréncias de
surtos/epizootias, nos ultimos anos, foram nos periodos de 1998 /1999 na regiao
Norte do pais; 2002/2003 na regido Sudeste e Sul; 2007/2008 na regidao Norte e
Centro-Oeste; e 2008/2009 na regido Sudeste e Sul®.

Ressalta-se que as epizootias de PNH séo definidas como, a ocorréncia
de animais doentes, mortos ou seus vestigios, que se caracterizam como evento
de alerta do risco da transmissao de FA silvestre. A confirmacao da circulagéo
viral se da por diagnéstico laboratorial em visceras de PNH ou em mosquitos
infectados?’. A vigilancia entomolégica e virol6gica é uma ferramenta que deve
ser implantada permanentemente no Brasil para definir rapidamente as areas
receptivas e vulneraveis, além da deteccao precoce da circulagdo do virus, para
auxiliar na tomada de decisdes, quanto as acdes de imunizacdo da populacéo?2.

O periodo mais recente da reemergéncia da FA no Brasil iniciou-se a
partir do ano de 2014, nas regides norte e centro-oeste, apos deteccao de

epizootias positivas®. Apds isso, expandiu-se para a regido sudeste com



ocorréncia de grande guantitativo de casos humanos e epizootias®. O Ministério
da Saude, confirmou no periodo de julho de 2014 a junho de 2019, a ocorréncia
de 2.260 casos humanos de FA, com 773 obitos e taxa de letalidade de 34,2%,
além de 2.670 epizootias de primatas ndo humanos (PNH) no Brasil®. Destes, 10
casos humanos e 27 epizootias ocorreram no Estado de Goias, sendo 01 (10%)
caso humano e 11 (40%) epizootias no municipio de Goiania, capital do estado
de Goias®.

O novo ciclo da FA na regido extra-amazonica iniciou-se a partir da
deteccéo de epizootias confirmadas no estado de Goias e no Distrito Federal?®,
durante periodo de monitoramento de julho de 2020 a junho de 2021. Nesse
novo ciclo de vigilancia foram confirmadas 21 epizootias, sem a confirmacao de
casos humanos até o momento, no Goias. Em Goiania foram detectadas 11
epizootias de 38 investigadas, localizadas em nove areas diferentes®. A situacdo
epidemiologica atual exige uma maior sensibilidade da vigilancia epidemiologica,
visando identificar oportunamente o risco de reurbanizagdo®.

Os principais objetivos da vigilancia epidemiolégica da FA sdo detectar
a circulacao viral ainda no ciclo enzodtico; aplicacdo oportuna das medidas de
prevencdo e controle para reduzir o risco de transmissédo para a populacao
humana; manter a vigilancia e controle sob o risco de reurbanizacdo®*’. A
deteccao precoce da circulacao viral por meio da vigilancia de epizootia de PNH
e entomoldgica dos culicideos permitem a delimitacdo das areas de risco de
transmissao e uso de métodos de modelagem para areas afetadas, ampliadas e
de corredores ecologicos, possibilitando a intensificacdo das acdes e o
direcionamento de medidas preventivas as populacdes sob maior risco” 1.

A principal medida de prevencéo aos casos humanos é a vacinacao de
pessoas ainda ndo vacinadas que residem ou irdo se deslocar para area de risco.
As areas com recomendacdo da vacina sdo determinadas pelo Ministério da
Saude, de acordo com o resultado de estudos de vigilancia em primatas ndo
humanos e com a ocorréncia de surtos na populacdo humana“. A ocorréncia da
doenca em Areas Sem Recomendacido de Vacinacdo (ASRV) nas regides
Sudeste e Sul, onde o impacto da doenca foi de elevada magnitude, ampliou-se,
a partir de 2020, a Area Com Recomendac&o de Vacinacdo (ACRV) para todo o
Pais (Fig. 1)
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Figura 1 - Mapa com definicdo das ASRV e ACRV no Brasil e municipios afetados com
a circulacio do virus da FA. 2014-2020"*

1.2Ciclos de transmissao da FA

A FA apresenta dois ciclos principais de transmissdo, que sao
influenciados pela circulagéo viral; o periodo de viremia curto nos hospedeiros
humanos e primatas ndo humanos (PHNSs) e a infec¢do dos possiveis mosquitos
vetores, que possuem habitos diurnos?13, O ciclo silvestre de transmissdo da
febre amarela envolve a infec¢ao natural de vetores dos géneros Haemagogus
e Sabethes que se infectam ao realizarem repasto sanguineo em PNHs no
periodo de viremia da doencal?!4. Estes vetores se alimentam ocasionalmente
de humanos que poderdo adoecer®'6. Ja o ciclo urbano, que ndo ocorre no
Brasil desde 1942, tém como vetor 0s mosquitos da espécie Aedes aegypti, que

apos se alimentarem de humanos, podem transmitir o virus®17,

1.3 Biologia dos vetores da FA

Os mosquitos (Diptera: Culicidae) vetores do virus da FA possuem um
comportamento acrodendréfilo, ou seja, preferem frequentar as copas das
arvores, porém podem descer e alimentar-se ao nivel do solo'>171819 A
acrodendrofilia pode ser evidenciada com a alta eficacia das coletas em torno de

10 m ou mais do nivel do solo?!. A ocorréncia de mosquitos Haemagogus e
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Sabethes aumenta em abundancia ao nivel do solo em areas de mata degradada
e em bordas florestais, aumentando assim o risco de contato com
humanos!®2°, Nesses habitats degradados, o ser humano, PNHs e espécies de
mosquitos vetores coexistem, gerando maior vulnerabilidade para ocorréncia
desta arbovirose???l, Os mosquitos urbanos Aedes (Stegomyia) albopictus
(Skuse, 1895) e Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1972), podem ser
capturados até 100 metros da borda ao interior das matas. Os culicideos
silvestres do género Haemagogus e Sabethes sdo encontrados no interior e na
borda das matas?%?. A sobreposicdo da distribuicédo destes vetores podera atuar
como a ponte de transmissdo de arboviroses ao se alimentarem de seres
humanos e dos PNHs?02%,

As principais espécies destes géneros com infeccdo natural detectada e
potencial vetorial para transmissdo do virus amarilico nas Américas sao
Haemagogus (Haemagogus) janthinomys Dyar, 1921, Haemagogus
(Conopostegus) leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924) e Sabethes chloropterus
(von Humboldt, 1819)2%22,

Um estudo recente possibilitou a realizacédo de coletas e diagndstico de
infec¢do natural em culicideos em area com ocorréncia de epizootias na regiao
sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo) e Nordeste (Bahia) do
Brasil. As espécies, Haemagogus (Haemagogus) janthinomys Dyar, 1921 e
Haemagogus (Conopostegus) leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924), além de
alta abundéancia apresentaram positividade na detecc¢éo viral do virus amarilico
caracterizando-se como vetores primarios nas regides?®. JA4 Sa. chloropterus
(von Humboldt, 1819) ja foi detectado com menor abundancia e deteccédo de
baixa positividade, sendo considerado vetor secundario??

Ae. (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1972), ndo foi encontrado infectado
nos ultimos anos, porém o risco de reurbanizacéo da febre amarela existe devido
ao grande numero de pessoas nao vacinadas que frequentam areas com
circulacdo do virus amarilico?“.

Na regidao Centro-Oeste detectou-se a infectividade natural em Hg.
janthinomys e Hg. leucocelaenus, que apresentaram abundancia relativa de
23%, caracterizando-0s como potenciais vetores primarios do virus da febre
amarela®>26, No entanto, ainda sédo escassas as informacdes a respeito do perfil

de infecgdo natural de mosquitos vetores de FA no estado de Goias, tornando-
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se imprescindivel estudos de deteccao de infeccdo natural em vetores silvestres

do virus amarilico e ocorréncia das principais espécies transmissoras de FA.

2. Justificativa

A execucdo deste projeto se justifica devido a importancia da
investigacdo entomoldgica em ambientes com notificacdo de epizootias de PNH
ligadas a casos de febre amarela. O levantamento e monitoramento de
culicideos € um dos pilares do programa de vigilancia da FA e possibilita um
estudo da ecoepidemiologia da doenca. No estado de Goids existe a
necessidade de execucao e publicacdo de maior nimero de trabalhos cientificos
gue descrevam as principais espécies levantadas e a infec¢cdo natural em
mosquitos em areas de relevancia epidemioldgica para a transmissao do virus
amarilico. Os resultados alcancados neste estudo permitirdo aprimorar as

medidas de vigilancia, controle e prevencao da FA no estado.

Perguntas
Quais sdo as espécies de mosquitos, presentes nos locais com
epizootias de PNHs infectados pelo virus amarilico? Quais espécies estéo

infectadas?

Hipoteses

1) Héaocorréncia de mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes
positivos ou ndo para o virus da FA.

2) Outras espécies podem estar envolvidas na dinamica de

transmissao do virus da FA.



3. Objetivo Geral

Analisar a ocorréncia e a infec¢cdo natural de espécies de mosquitos
(Diptera: Culicidae) coletados em areas com epizootias de PNH confirmadas, no
municipio de Goiania, no periodo de monitoramento de julho de 2020 a junho
2021.

3.1 Objetivos Especificos
e Identificar as espécies de mosquitos coletados em areas com
epizootias de PNHs por FA;
e Estimar a infeccdo natural de espécies de mosquitos vetores do
virus amarilico em areas com epizootias de PNHs;
e Mapear as espécies de mosquitos coletadas e epizootias

confirmadas.

4. Metodologia
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo ecoldgico, descritivo, retrospectivo, quantitativo e
qualitativo da fauna de mosquitos potencialmente vetores de arboviroses,
realizado em areas no municipio de Goiania durante a ocorréncia de epizootias
confirmadas para FA em PNH. Os dados obtidos serdo analisados para periodo
de 01/06/2021 a 30/01/2022.

4.2 Areas do estudo

A populacéo estimada do municipio de Goiania-GO € de 1.555.626
habitantes, area total de 728.841 km? e densidade demografica de 1.776,74
habitantes/km?2 27:28,

As principais bacias hidrograficas que compdem a regido metropolitana
de Goiania, sdo do Rio Meia Ponte e do Ribeirdo Jodo Leite. A cobertura vegetal
das areas de preservacdo permanente (APPs) & composta por 27,87% de
pastagem. Os impactos antrOpicos na area urbana sdo representados
principalmente pela substituicio da cobertura vegetal por areas
impermeabilizadas. O relevo plano e suavemente ondulado € composto por

planicies de inundacdo, com altitudes que variam entre 550 a 840 m e
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associados a presenga de cursos d’agua. J& o relevo do tipo ondulado a
fortemente ondulado ocorre nas areas com maiores altitudes, 840 a 1100%°.

A vegetacdo do municipio € composta por formacdes florestais,
campestres e savanas, pertencente ao bioma cerrado. As areas selecionadas
para coleta estavam classificadas como APPs, presentes principalmente em
areas de hidrografia, de alto potencial erosivo devido declividade e nas Unidades

de Conservacédo, com presenca de mata primaria, ciliar e degradada (Fig. 2).

Figura 2 — Fotografia das areas selecionadas para
captura de vetores da FA. A) Area de mata
priméaria. B) Area de mata degradada. C) Area de
mata ciliar preservada. D) Area de mata ciliar.

4.3 Coletas de mosquitos

As coletas de mosquitos foram realizadas em 10 setores do municipio de
Goiania (Anexo 1). Foi selecionado apenas uma area por setor que possuia
condicdes ecolbdgicas e ambientais consideradas favoraveis a presenca do virus
da FA. As coletas de mosquitos foram distribuidas conforme o tipo de vegetacéo,



sendo: i) oito coletas em trés areas de mata priméaria; ii) 22 coletas em seis areas
de mata degradada e iii) uma em area de mata ciliar.

Todas as capturas foram realizadas no periodo de 18/11/2020 a
27/04/2021, das 09:00 as 15:00 horas, por trio de servidores da Diretoria de
Vigilancia em Zoonoses da Secretaria Municipal de Saude de Goiania-GO.

Os mosquitos foram capturados por meio da técnica de atragdo humana
no solo, com o uso de puca entomoldgico (Fig. 3A) e capturador de Castro, em
seguida acondicionados em gaiolas entomoldgicas (Fig. 3D) para serem
transportados posteriormente em caixa de isopor refrigerada com gelox. No
periodo de 01/12/2020 a 10/12/2020 durante a realizacdo de treinamento em
servico com participacao de servidores do Ministério da Saude e Fiocruz também
foram utilizadas, em cada ponto, 06 armadilhas BG-sentinela no solo com

atracdo por COz (Fig. 3C), além de capturas por homem em copa (Fig. 3B).

£
i
o\ e

Figura 3 — Fotografia dos métodos de coletas realizados
para captura de vetores da FA. A) Técnica de atracao
humana e coleta com puca entomoldgico. B) Homem em
copa. C) Armadilha BG-sentinela. D) Uso do capturador
de Castro e gaiola entomologica.



4.4 ldentificagdo dos vetores

A identificagdo dos mosquitos foi realizada no mesmo dia da coleta, em
seguida foram encaminhados ao Laboratorio Central da Saude Publica de Goias
(LACEN-GO) para envio aos laboratérios de referéncia da rede (IEC e
FIOCRUZ).

As gaiolas foram colocadas em freezer -20 °C para o adormecimento dos
mosquitos, as quais foram manipulados em mesa refrigerada calibrada em
temperatura abaixo de — 20 °C. A identificacdo por meio de chaves dicotbmicas
a nivel de género e espécie foi realizada individualmente com uso de mesa
refrigerada e microscépio estereoscopico (Olympus SZ2-LGB)3%3! (Figura 4). Os
nomes dos géneros e das espécies seguem a nomenclatura na classificacao de
novos mosquitos da Walter Reed Biosystematics Unit32. As amostras foram
separadas por espécie, acondicionadas em criotubos, armazenadas em freezer
-80 °C e enviadas ao LACEN-GO para serem encaminhadas aos laboratérios da

rede.

Figura 4 — Procedimentos de identificagdo taxonémica dos
culicideos. A) Estereomicroscépio em mesa refrigerada. B)
Mesa refrigerada com os espécimes.C) ldentificacdo de
Sa. glaucodaemon. D) Identificacdo de Hg. leucocelaenus.



4.5 Deteccédo do DNA Viral

Os pools contendo entre 1 a 14 culicideos separados por espécie, foram
enviados aos laboratérios da rede para realizacao de diagnostico molecular do
virus amarilico no Laboratério de Biologia Molecular da Secdo de Arbovirologia
e Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas e Laboratorio de Flavivirus
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz-RJ).

A deteccédo viral realizada pelo laboratério da Fiocruz processou 587
pools, contendo 2539 espécimes. Apos a centrifugacdo (9600 g, 10 min, 4 ° C),
o RNA foi extraido de 140 puL de sobrenadante usando o kit Qiagen RNA Viral
conforme as recomendacdes do fabricante. A amostra do RNA dos mosquitos
foram analisadas pela técnica de RT-PCR convencional. O conjunto de primers
utilizados foram 5-CTGTGTGCTAATTGAGGTGCATTG-3' e 5'-
ATGTCATCAGGCTCTTCTCT-3', com 9 a 663 nucleotideos, entre as regides 5
"e PrM do genoma do virus da febre amarela. As infecgdes foram pesquisadas
pela deteccéo especifica deste Unico amplicon, com o provavel tamanho de 650
pares de base. Os amplicons obtidos foram purificados com o kit Qiagen QIAquik
PCR conforme recomendacéo do fabricante.

As reacgdes de sequenciamento dos nucleotideos foram realizadas
utilizando o ABI BigDye Terminator V3.1. O sequenciamento de nucleotideos foi
determinado por eletroforese capilar na unidade de sequenciamento da Fiocruz-
RJ (RPTO1A — Sequenciamento de DNA - RJ). Os dados sequenciados foram
alinhados e editados através do moédulo SeqMan do LaserGene (DNASTAR
Inc.). As sequéncias de acido nucleico obtidas foram comparadas com outras
cepas do virus da febre amarela disponiveis nos dados do Gen-Bank utilizando
a ferramenta BLAST.
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4.6 Mapeamento das epizootias e pontos de coletas de mosquitos
O Sistema de Informacao em Saude Silvestre (SISS-Geo) é a plataforma
computacional essencial ao funcionamento do Centro de Informacdo em Saude
Silvestre (CISS). Os registros georreferenciados informados pelos usuarios
geram modelos de alerta de ocorréncias de agravos na fauna silvestre. Os
modelos gerados sao convertidos em informacgdes Uteis para a sociedade, pois
permitem a previsao de situacdes ecoldgicas que contribuem para a emergéncia
de doencas com potencial de acometer humanos. A integracdo com a Rede de
Laboratorios em Saude Silvestre produz diagnostico de agentes etiol6gicos
circulantes no Pais, que permitem acdes de vigilancia e prevencdo da saude
humana e animal e os planos de acdo para a conservacdo das espécies e
ecossistemas brasileiros®.
A localizacao das espécies de mosquitos coletados, foi mapeada por meio
do software “Google My Maps” associado aos dados georreferenciados das

epizootias no sistema de informacdo em salde silvestre - SISS-Geo®3.
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5. Resultados e Discusséo
5.1 Ocorréncia de mosquitos vetores de FA

Foram coletados 2787 espécimes, distribuidos em 08 géneros e 23
espécies de mosquitos. O maior nimero de mosquitos foi coletado na area do
Jardins Paris, correspondendo a 61% do total. As coletas realizadas na area
localizada na Vila Osvaldo Rosa, contribuiram com 17% do total dos mosquitos.
Ja as outras areas do estudo somadas representaram 22% da abundancia geral
(Figura 5).

1 Vila Santa Rita

= Chac. Sdo Joaquim

*. Jardins Paris

& Vila Osvaldo Rosa

Il Residencial Olinda

# Setor Marista

# Residencial Rio Verde
™ Campus Samambaia

# Faz. Vau das pombas

Figura 5 — Distribuicdo da abundancia relativa (%) dos culicideos capturados em 10
pontos selecionados no municipio de Goiania-GO, 2020-2021.

Psorophora albigenu foi a espécie de maior ocorréncia 43,4% (1212).
Porém, em relacdo aos vetores de FA, Haemagogus janthinomys e Haemagogus
leucocelaenus foram coletados principalmente em areas de mata primaria com
abundéncia de 2,66% (74) e 4,49% (125), respectivamente. Sabethes
glaucodaemon com 0,29% (08), Sabethes chlropterus com 0,1% (03) e Sabethes
albiprivus com 1% (28) foram coletados em propor¢do semelhante em areas de
mata primaria ou degradada (Tab. 1). No periodo de 2016-2018, a abundancia
relativa das espécies dos mosquitos capturados antes e durante a circulacao do
virus da FA em municipios da Regido Sudeste do Brasil, foi de 9% para Hg.
leucocelaenus; 4% para Hg. janthinomys; 0,3% para Sa. chloropterus; para 3%
Sa. albiprivus; para 5% Ae. albopictus e 0,7% para Ae. aegypti®.

No parque Parque Estadual localizado no Estado de Minas Gerais, em
2017-2018, durante periodo de circulacdo viral, obteve-se a abundancia de

18,2% para Hg. janthinomys, 4,8% para Hg. leucocelaenus, 1,8% para Ae.
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albopictus e 0,5% para Sa. albiprivus?®. Os resultados assemelham-se a este
estudo, execeto para Hg. janthinomys, que apresentou 2,66% (Tab. 1).

Os resultados foram semelhantes aos encontrados no presente estudo,
exceto em relacdo a abundancia de 20% da espécie Aedes aegypti (Tab. 1) que
pode ser explicado devido ao elevado nivel de adaptcdo desta espécie em
ambientes modificados, como no caso de alguns pontos selecionados para este
trabalho.

Aedes albopictus com uma frequéncia de 3,88% (108) foi coletado
principalmente em area de mata degradada, enquanto que Aedes aegypti com
19,66% (548) foi detectado em grande quantidade também nas areas de mata
primaria. Esse resultado corrabora com o estudo que detectou esta espécie em

distancia de até 100 m da borda da mata?°.

Tabela 1 — Distribuicdo das espécies capturadas em 10 pontos de coleta no municipio
de Goiania/GO conforme tipo de vegetacao durante o periodo de circulagéo do virus da
FA, 2020-2021.

- o Abundincia Tipo de vegetagio

Especies . (%) Mata primaria Mata ciliar Mata degradada
Pz. albigenu 1212 4345 1063 (87, 7%) 52 (4,3%) 57(8,0%)
Ae. aegypli 343 19,66 2599 (34,6%) - 245 (45,4%)
Culex =p. 230 8,25 15 (6,5%) - 215 (93,5%)
Fz. ferox 1410 5,02 35 (39,3%) 47 (33,6%) 38 (27 14%)
As. scapularis 130 466 104 (80%) 1 (0,8%) 25(19,2%)
Hg. levcocelaenus 125 445 116 (92 8%) - 97 2%)
Ae. albopictus 108 3,83 19 (17 ,6%) 1(0,9) 83 (81,5%)
Hg. janthinomys 74 266 64 (36 5%) 2 (2,7%) 8 (10,8%)
FPzorophora sp. i) 243 2 (2,9%) 359 (56,5%) 28 (40,6%)
Li. durtiamii 62 222 11 (17, 7%) - 21 (82,3%)
Sa. albiprivus 28 1,00 16 (57,1%) - 12 (42,9%)
As. fluviatiliz 12 043 3 (25%) - 9 (75%)
Asdes =p. 11 0,39 7 (63,6%) - 4 (35,4%)
Sa. glaucodsemon & 0,25 - - & (100%)
Ae. fulvitorsx 6 022 G (100%) - -
Ae. zerratus 7 0,25 - 5 (71,4%) 2 (28,6%)
Sa. identicus 2 0,07 - - 2 (100%)
Fz. aibipes 3 0,11 2 (66 7%) - 1 (33,3%)
Sa. chloropterus 3 0,11 1(33,3%) - 2 (85,7%)
Weyvomyia sp. 3 0,11 - - 2 (100%)
As. fulvus 1 0,04 - - 1 (100%)
Sabethes =p. 2 0,07 - - 2 (100%)
Cg. venezuelensis 1 0,04 - - 1{100%)
Li. pseudomethysticus 1 0,04 - - 1 (100%)
Fz. lutzii 1 0,04 - - 1 (100%)
Total 2TE87 100,00 1783 (54,0%) 147 (3,3%) 857 (30.7%)
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Na regido Centro-Oeste, as espécies Hg. Janthinomys,
Hg.leucocelaenus, Sa. chlropterus e Sabethes albiprivus ja foram detectadas em
areas do Distrito Federal®>?6, Esses resultados corroboram com os registros
deste estudo, com excecao para Sabethes glaucodaemon, cuja ocorréncia no
municipio de Goiania/GO foi identificada pela primeira vez.

Na Fig. 6 observa-se que Hg. leucocelaenus (125) e Hg. janthinomys
(74) ocorreram em maior quantidade quando comparado aos mosquitos do
género Sabethes. Tal fato, pode ser explicado pelo comportamento em descer
até o nivel do solo, evidenciado principalmente em Hg. leucocelaenus3*. Outra
possivel explicagéo seria 0 método de coleta utilizado, pois a utilizacdo de puca
e capturador de Castro apresenta maior redimento quando comparada a
armadilha BG-sentinela, mas ha sinergismo quando se utilizada as duas

técnicas34.
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Figura 6. Ocorréncia das espécies de culicideos no municipio de Goiania/GO, durante
a investigacao entomoldgica de vetores da FA, 2020-2021.
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Hg. leucocelaneus e Hg. janthinomys foram mais abundantes nas areas
de mata primaria (Fig. 7) corroborando com os registros das ultimas trés
decadas, onde sua ocorréncia torna-se maior em areas verdes urbanas e
fragmentos florestais modificados, incluindo pequenas florestas, proximas a
areas cultivadas e pastagens, geralmente associadas pequenos rios e riachos®.
Para as espécies do género Sabethes, os resultados deste estudo (Fig. 7) sdo
préximos aos econtrados em investigacdes de surto de FA, entre 2016 a 2018,
que apontam certa limitacdo nas condi¢cfes ecologicas com baixas taxas de
distribuicdo, abundancia e infecgéo®.
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Figura 7. Distribuicdo das principais espécies de culicideos capturados, por tipo de
vegetacdo nos pontos das coletas, municipio de Goiania-GO, 2020-2021.

5.2 - Detecc¢ao viral
O teste RT-PCR foi realizado em pools de mosquitos pertencentes aos
géneros Aedes spp., Haemagogus spp., Sabethes spp. e Psorophora spp., todos
os resultados das amostras processadas foram negativas para a presenca do
genoma do virus amarilico.
Durante os periodos com circulagéo viral do virus amarilico em Altamira
no Estado do Par4, regidao Norte do pais, Hg. janthinomys apresentou taxa de

infeccdo em torno de 3,6% e 37,8% dos pools positivos. A infeccdo também foi
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detectada em fémeas nuliparas, o que confirmou a transmissdo transovariana
do virus nesta espécie®. JA Hg. leucocelaenus foi incriminado como vetor
primario nos municipios de Caibaté e Coronel Barros, no Estado do Rio Grande
do Sul, apo6s a confirmacéo da infeccdo natural nessa espécie, em areas com
auséncia do Hg. janthinomys®’. Na regido Centro-Oeste ja foi detectada a
infeccdo simultanea nas duas espécies acimas citadas, caracterizando-0s como
potenciais vetores na regido?®.

A infeccdo natural em espécies de culicideos capturados em 43
municipios localizados nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Espirito Santo e um municipio no estado da Bahia, entre 2016-2018, caracterizou
Hg. janthinomys e Hg. leucocelaenus como vetores primérios e Sabethes
chloropterus como secundéario?®. J4 a pesquisa realizada em Parque Estadual no
Estado de Minas Gerais identificou a positividade apenas em Hg. janthinomys?4.

A investigacdo entomoldgica nos municipios de S&o José do Rio Preto
e Ribeirdo Preto, no estado de Séo Paulo, durante a ocorréncia de epizootias de
PNHs confirmadas e casos humanos de FA, identificou as espécies Hg.
janthinomys, Hg. leucocelaenus e Sa. chloropterus. No entanto, ndo houve a

deteccéo da infeccdo natural®®, de forma semelhante ao presente estudo.

5.3 - Mapeamento das epizootias e pontos de coletas de mosquitos

O mapeamento possibilitou uma avaliagdo georreferenciada dos pontos
das coletas dos culicideos nas localidades das epizootias confirmadas e nas
areas identificadas por meio da modelagem de corredores ecolégicos como
vulneraveis a circulacdo e dispersdo do virus amarilico. Permitiu ainda uma
classificacdo das areas que deverdo ser permanentemente monitoradas para

febre amarela devido a ocorréncia de vetores primarios e epizootias.
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Figura 8. Mapeamento da distribuicdo das epizootias confirmadas segundo espécie do
PNH (laranja) e pontos de coletas de mosEitos (roxos), no municipio de Goiania/GO,

2020-2021. Legenda: @iAlouatta caraya; [BCallithrix penicillata; ©'Sapajus libidinosus

Na Fig. 8 observa-se que a maioria das capturas de mosquitos foram
realizadas nas areas de ocorréncia de epizootias de PNHs confirmadas. Os
potenciais vetores primarios do ciclo silvestre - Haemagogus janthinomys e
Haemagogus leucocelaenus apresentaram ocorréncia em 100% das areas
pesquisadas (Fig.9). Ja os vetores secundarios - Sabethes chloropterus,
Sabethes glaucodaemon e Sabethes albiprivus, ocorreram em 80% das
localidades. E as espécies Aedes albopictus e Aedes aegypti ocorreram em 90%
das localidades (Fig. 9).
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Figura 9. Distribuicédo das principais espécies vetoras de FA conforme a ocorréncia nos
10 pontos de coleta, municipio Goiania/GO, 2020-2021. Os valores em negrito
representam a somatoéria das espécies dos géneros.
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Figura 10. Mapa da distribuicdo dos potenciais vetores da FA por pontos das coletas,
municipio de Goiania-GO, 2020-2021.

As coletas e identificacOes realizadas em municipios da Regido Sudeste
do Brasil, durante a ocorréncia de epizootias e casos humanos de febre amarela
entre 2016 e 2018, detectaram mosquitos da espécie Hg. leucocelaenus em

71% das areas e Hg. janthinomys em 57%; Sabethes chloropterus em 29% e Sa.
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albiprivus em 43%; Ae. albopictus em 95% e Ae. aegypti em 29%?23. Os estudos
realizados em Parque Estadual localizado no Estado de Minas Gerais e em areas
urbanas, periurbanas, rurais e silvestres no Distrito Federal ndo identificaram a
presenca de Ae. aegypti’*?®>. No presente estudo, esta espécie néo foi
encontrada apenas nas areas do Reservatorio do Ribeirdo Jodo Leite, Fazenda
Vau das Pombas e Campus Samambaia, pois 0s pontos de coletas foram em
matas primarias distantes de imoéveis residenciais. Ja o Ae. albopictus néo foi
encontrado apenas na area do Reservatério do Ribeirdo Jodo Leite,
provavelmente devido a realizacdo de apenas um dia de coleta neste local, além
da regido ser localizada em Parque Estadual com areas de mata primaria mais
preservadas e distantes dos centros urbanos. (Fig. 10).

Nossos resultados demostram que a ampla distribuicdo dos potenciais
vetores primarios na maioria das localidades (Fig. 10) e a ocorréncia das
epizootias positivas de forma recorrente apontam a vulnerabilidade e
receptividade do municipio de Goiania/GO para a FA, além do risco eminente da
reurbanizacéo da doenca.

A principal limitagdo deste estudo foi o longo intervalo entre as a
notificacdo das epizootias e as coletas de mosquitos. Talvez esse fato tenha
contribuido para a ndo deteccdo do virus em mosquitos, durante o periodo
sazonal da FA no municipio de Goiania-GO. As coletas deveriam ter sido
realizadas logo apés as notificacBes das epizootias suspeitas. Outras limitacdes
foram o baixo quantitativo de profissionais capacitados em taxonomia de
culicideos e a dificuldade de aquisicdo dos insumos para funcionamento
adequado dos equipamentos para coletas dos mosquitos, o que desmotivou a

realizacdo das coletas em tempo oportuno.
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6- Conclusao

Conclui-se que o0 municipio de Goiania/GO apresenta elevada
vulnerabilidade e receptividade para a circulacéo do virus da FA, tendo em vista
gue Hg. janthinomys e Hg. leucocelaenus foram registradas em 90% e 80% das
areas pesquisadas, respectivamente. Outras espécies envolvidas na
transmissédo do virus amarilico também foram identificadas, tais como Sabethes
chlropterus e Sabethes albiprivus. Por fim, Sabethes glaucodaemon ainda n&o
tinha sido registrada em Goiania/GO.

Destaca-se também o risco de reurbanizacdo da doenca, devido a
ocorréncia das espécies Ae. aegypti e/ou Ae. albopictus capturadas em 90% dos
pontos de coletas, com ocorréncia simultanea em 70% das localidades.

O diagnéstico da deteccdo viral nos mosquitos ndo confirmou quais
mosquitos estavam infectados naturalmente pelo virus da febre amarela durante
a ocorréncia das epizootias confirmadas de PNHSs.

O mapeamento dos pontos de coletas dos vetores associado com as
epizootias confirmadas dos PNHs permitiu pronta resposta da vigilancia
entomoldgica quanto a selecao precisa dos pontos de coleta dentro do municipio,
principalmente quando hé& indicios de circulagdo viral. Além disso, o
mapeamento das espécies de mosquitos por localidade demonstrou a
distribuicdo geogréfica/dispersao das espécies potencialmente vetoras de FA no
municipio de Goiania-GO.

Faz-se necessario, que as coletas dos mosquitos sejam realizadas em
tempo oportuno; e que a deteccdo da infeccdo natural nos culicideos seja
implantada na rotina dos laboratdérios regionais, com resultados em tempo habil,
para auxiliar na tomada de decisbes em relacdo as medidas de vigilancia,

prevencao e controle das arboviroses.
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Anexo 1. Espécies de primatas ndo humanos (PNHs) com epizootias
confirmadas, setores selecionados para investigagdo entomoldgica e
caracterizacdo das areas das coletas.

Epizootias confirmadas Investigagcdo entomoloégica
Intervalo
Datas df"S Espécies entre Setores N° de
notificacbes/ notificacao :
dos Setores das e dias de
Coleta dos e Caracteristica
S PNHs coletas . coletas
culicideos coletas das éareas
(dias) estudadas
Sapajus | Res. Monte } } } i}
26/09/2020 |libidinosus| Pascoal
Alouatta | Res. Monte ) ) ) -
28/09/2020 caraya Pascoal
Callithrix Jardins - - - -
30/09/2020 | penicillata Lishoa
17/10/2020 | Alouatta | Vila Santa *Vila Santa mata
07/12/2020 caraya Rita 51 Rita degradada 4
26/10/2020 | Callithrix | Chac. Séo *Chéc. Sao mata
07/12/2020 | penicillata | Joaquim 42 Joaguim degradada 4
03/11/2020 | Alouatta Jardins Jardins mata
18/11/2020 caraya Paris 15 Paris primaria 1
03/11/2020 | Alouatta Jardins *Jardins mata
01/12/2020 caraya Paris 28 Paris primaria 5
06/11/2020 | Callithrix Setor *Vila Osvaldo mata
01/12/2020 | penicillata | Universitario 25 Rosa degradada 5
22/12/2020 | Callithrix Conjunto Residencial mata
02/02/2021 | penicillata Aruana 42 Olinda degradada 3
23/01/2021 Sapajus Setor Setor mata
10/02/2021 |libidinosus Marista 18 Marista degradada 3
12/02/2021 | Alouatta | Residencial Residencial mata
27/04/2021 caraya Rio Verde 74 Rio Verde degradada 3
Modelagem de *Campus mata
02/12/2020 | corredores ecoldgicos - Samambaia primaria 1
Modelagem de *Faz. Vau mata
08/12/2020 corredores ecolégicos - das pombas ciliar 1
Modelagem de *Reservatorio mata
03/12/2020 corredores ecolégicos - Jodo Leite primaria 1
Total 31

* Coletas realizadas durante treinamento realizado pelo Ministério da Saude e Fiocruz.
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