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RESUMO 
 

Os arbovírus são vírus transmitidos por artrópodes vetores e seus principais 
hospedeiros são os primatas não humanos e o homem. Estes vírus representam um 
problema de saúde pública devido ao seu potencial em causar epidemias de menor 
ou maior impacto. O obejtivo do presente estudo foi detectar infecções por arbovírus 
em primatas não humanos de vida livre capturados no estado do Mato Grosso do 
Sul. Trata-se de um estudo descritivo do tipo inquérito, seccional, com coleta de 
dados primários, com objetivo de investigar a presença de arbovírus, que têm 
potencial de causar surtos, epidemias e impactos negativos para saúde pública, em 
municípios do estado do Mato Grosso do Sul. No presente estudo, foram realizados 
inquéritos soroepidemiológicos em primatas não humanos de vida livre capturados 
em regiões de matas dos municípios de Aquidauana (1), Bodoquena (3), Campo 
Grande (8), Coxim (8), Jardim (14), Miranda (2), além dos municípíos de Corumbá 
(1), que faz fonteira com a Bolívia, e Mundo Novo (22), que faz fronteira com o 
Paraguai e divisa com o estado do Paraná. Todas as amostras utilizadas nesse 
estudo foram submetidas à técnica sorológica de Inibição de Hemaglutinação para 
detecção de anticorpos para arbovírus e as amostras dos municípios de Mundo 
Novo e Bodoquena foram submetidas à técnica de biologia molecular para detecção 
de genoma viral de Flavivírus. Anticorpos para o vírus Mayaro foram detectados em 
amostras de primatas do município de Coxim (2) e do município de Jardim (2). 
Anticorpos para o vírus Cacipacoré foram identificados em primatas do município de 
Aquidauana (1) e para o vírus Oropouche foram identificados no primata capturado 
no município de Miranda (1). Vírus pertencentes ao gênero Flavivírus foram 
detectados em primatas capturados no município de Coxim (4), de Campo Grande 
(1), de Jardim (1) e de Mundo Novo (22). Vírus pertencentes ao gênero Alphavirus 
foram detectados em primatas capturados no município de Jardim (1). Todas as 
amostras testadas dos municípios de Bodoquena e Mundo Novo (25) foram 
negativas para detecção do genoma de Flavivirus. Os resultados do estudo 
demonstraram que os animais foram infectados por arbovírus do gênero Flavivirus e 
do gênero Alphavírus, além dos vírus Mayaro, Oropouche e Cacipacoré em algum 
momento de suas vidas, sugerindo a circulação de arbovírus nas regiões estudadas. 
Os resultados negativos da técnica de biologia molecular indicaram que os animais 
não estavam infectados no momento da coleta. A presença de animais infectados 
nas regiões estudadas evidencia a necessidade de ações de vigilância contínuas 
das arboviroses, que permitam identificar as áreas de risco de transmissão a que as 
populações humanas estão expostas, prevenindo infecções e evitando impactos 
negativos para a saúde pública.  
 
Palavras-chaves: Saúde Pública. Primatas não humanos. Infecções por arbovírus. 
Biologia Molecular. 



 

ABSTRACT  
 

The arbovirus are viruses transmitted by arthropods vectors and its main 
hosts are non-human primates and man. These viruses represent a public health 
problem because of its potential to cause epidemics. This is a descriptive study of 
type survey, sectional, with primary data collection, in order to investigate the 
presence of arboviruses that could potentially cause outbreaks and epidemics and 
negatively affect public health, in free-living non-human primates (NHP) from 
municipalities of Mato Grosso do Sul. In the present study, was conducted 
seroepidemiological surveys in non-human primates captured in forests regions of 
the municipalities of Aquidauana (1), Bodoquena (3), Campo Grande (8), Coxim (8), 
Jardim (14), Miranda (2) and of the municipalities of Corumbá (1), on the border 
between Brazil and Bolívia, and Mundo Novo (22), on the border between Brazil and 
Paraguay and border with the state of Paraná. All samples used in this study were 
analyzed by hemagglutination inhibition test for detection of arbovirus antibodies and 
the samples from Mundo Novo and Bodoquena municipalities were analyzed by 
molecular biology technique for detection of Flavivirus genome. Mayaro virus 
antibodies were detected in samples of primates from municipality of Coxim (2) and 
the municipality of Jardim (2). Cacipacoré virus antibodies have been identified in 
primates from municipality of Aquidauana (1) and Oropouche virus antibodies have 
been identified in primates captured in the municipality of Miranda (1). Arbovirus 
belonging to the genus Flavivirus was detected in primates captured in the 
municipality of Coxim (4), Campo Grande (1) Jardim (1) and Mundo Novo (22). 
Arbovirus belonging to the genus Alphavirus was detected in primates captured in 
the municipality of Jardim (1). All samples tested from Bodoquena and Mundo Novo 
municipalities (25) were negative for detection of Flavivirus genome. Results of this 
study have shown that animals were infected by the arbovirus belonging to the 
Flavivirus genus and to the Alphavirus genus, in addition to the virus Mayaro, 
Oropouche and Cacipacoré at some point in their lives, suggesting the arboviroses 
circulation in the regions studied. The negative results by the molecular biology 
technique indicated that animals were not infected at the time of collection. The 
presence of infected animals in the regions studied shows the requirement of a 
continuous surveillance of the activities of arboviruses, identifying the transmission 
risk areas that human populations are exposed, preventing infections and avoiding 
negative impacts to public health. 
 
Key words: Public health. Non-human primates. Arbovirus infection. Molecular 
biology. 
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1 INTRODUÇÃO  

As infecções por arbovírus, na sua grande maioria, ocorrem em ambientes 

silvestres no qual insetos hematófagos atuam como vetores e vertebrados silvestres 

como hospedeiros reservatórios, possuindo caráter zoonótico. Periodicamente esses 

vírus surgem em áreas urbanas ou periurbanas sob forma de epidemias e surtos, 

infectando comunidades susceptíveis e causando entre os vertebrados doença 

febril, encefalites, meningites, hemorragias, doença hepática e altas taxas de 

morbidade e mortalidade. 

Os primatas não humanos (PNH) são mais frequentemente infectados por 

arbovírus do que outras espécies de animais silvestres, por serem considerados 

espécies arbóreas e geralmente diurna. Além disso, são importantes hospedeiros 

reservatórios que participam direta ou indiretamente do ciclo epidemiológico de 

diversos arbovírus. A interação entre os PNH que vivem em florestas tropicais com 

os seres humanos, observada nas práticas de ecoturismo, turismo de pesca e 

turismo rural, aumentam o risco de transmissão de doenças.  

Os PNH são considerados animais sentinelas para investigação de diversas 

viroses que podem afetar os homens, através de estudos soro epidemiológicos, o 

que torna este um método de escolha para obtenção de informações sobre a 

circulação desses vírus em ambientes naturais. 

No estado do Mato Grosso do Sul há evidências da participação de PNH nos 

ciclos epidemiológicos de arbovírus zoonóticos responsáveis por surtos de doenças 

febris hemorrágicas, meningites e doenças exantemáticas (BATISTA et al., 2012; 

BATISTA, et al. 2013). Além disso, considerando a evidência da presença do vírus 

do Nilo Ocidental em cavalos do Pantanal (CORRÊA, 2011; MELANDRI et al., 2012; 

SILVA et al., 2013), notificações de casos de doença febril aguda inespecífica, casos 

de meningites, casos de paralisia flácida aguda, casos de febre amarela e dengue, 

por ano no Brasil, sem diagnóstico laboratorial conclusivo, é necessário intensificar e 

aprimorar as pesquisas e ações de vigilância das arboviroses com a finalidade de 

detectar precocemente a circulação viral, se possível, antes mesmo de incidir em 

seres humanos e caracterizar a importância destes animais nos ciclos de 

transmissão das doenças.  

Por fazer fronteira com países como Paraguai e Bolívia, onde foi evidenciada 

a presença de alguns arbovírus, várias regiões do estado do Mato Grosso do Sul 
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estão suscetíveis para a reemergência destes vírus. Como alguns arbovírus têm nos 

mosquitos dos gêneros Aedes, Haemagogus, Culex e Sabethes seus principais 

vetores, há um potencial de urbanização das arboviroses zoonóticas nos municípios 

do Estado.  

Estudos eco-epidemiológicos dessa natureza podem sugerir ainda o 

envolvimento de outras espécies de animais selvagens no ciclo de manutenção dos 

arbovírus, havendo necessidade de maiores investigações para elucidar essa 

relação. 

Os dados coletados nesse tipo de estudo permitem avaliar a magnitude do 

problema e obter informações dos riscos de infecção que as populações humanas 

estão expostas. O tipo de estudo ofere de subsídios técnicos para políticas públicas 

de saúde, permitindo assim a prevenção de episódios dessas importantes zoonoses 

nas populações, evitando impactos negativos para a saúde pública.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2. 1 Arbovirus  

2. 1. 1 Aspectos gerais 
 

Arbovírus, termo derivado de sílabas iniciais das palavras arthropod-borne 

virus (LOVOSEI, 2005), são um grupo de vírus transmitidos e mantidos na natureza 

entre hospedeiros vertebrados susceptíveis através de picadas hematofágicas de 

artrópodes vetores. Assim, infecções causadas por arbovírus possuem caráter 

zoonótico (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1985). Os arbovírus podem ser 

transmitidos entre os hospedeiros artrópodes através da via transovariana e 

possivelmente pela via venérea. Os vetores infectam-se ao sugarem sangue de 

hospedeiros vertebrados em fase virêmica. O vírus multiplica-se nos tecidos dos 

artrópodes acumulando-se nas glândulas salivares e é transmitido aos hospedeiros 

através de sua saliva (VASCONCELOS et al., 2003) (Figura 1).  

 

Figura 1 – Ciclo de transmissão dos arbovírus e sua relação com os hospedeiros 
 

 
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2008). 

 

A maioria dos arbovírus é mantida em natureza através de ciclos de 

transmissão silvestres, no qual os artrópodes participam como vetores e 
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hospedeiros. Uma vez infectados, os artrópodes permanecem assim por toda sua 

existência. Portanto, são considerados vetores, reservatórios e disseminadores de 

arbovírus (CAUSEY, 1958). Já os hospedeiros vertebrados são considerados 

hospedeiros amplificadores e de dispersão (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000; 

HERVÉ et aI., 1986; RÁCZ, 2005; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997). As pessoas 

que mantêm contato mais estreito com o ambiente silvestre, onde situam-se os 

nichos ecológicos dos arbovírus, são infectadas com maior freqüência 

(VASCONCELOS et al., 2005). No ciclo de transmissão silvestre os humanos são 

geralmente hospedeiros acidentais e normalmente não são importantes na 

manutenção dos vírus na natureza (VASCONCELOS et al., 1997). 

Alguns arbovírus são transmitidos pela mesma espécie de artrópodes 

vetores e podem infectar diferentes espécies de vertebrados, inclusive humanos. 

Também, um único arbovírus pode infectar e ser transmitido por diversas espécies 

de artrópodes hematófagos (VASCONCELOS et al., 2001). Outros arbovírus têm 

ciclos de transmissão envolvendo mosquitos ornitofílicos e aves hospedeiras 

amplificadoras (JOZAN, et al., 2003; MCLEAN; SCOTT, 1979; PEREIRA et al.,1964). 

Em ciclos de transmissão urbana, como nos casos de infecções pelos vírus da 

Dengue (VDEN) e febre amarela (VFA), os seres humanos produzem altas taxas de 

viremia e são considerados como hospedeiros de amplificação e dispersão (SOLOMON; 

MALLEWA, 2001). 

Há aproximadamente 535 espécies de arbovírus registrados no Catalogue of 

Arthropod-borne and Selected Vertebrate Viruses of the World, desses, cerca de 100 

espécies infectam humanos, quarenta infectam animais domésticos e ao menos 10 

podem causar epidemias (KARABATSOS, 1985). No Brasil, mais de 200 espécies 

diferentes de arbovírus têm sido isoladas (VASCONCELOS et al., 2003). 

Os arbovírus classificavam-se de acordo com suas propriedades 

antigênicas, com base no cruzamento sorológico entre dois ou mais vírus através de 

resultados de testes sorológicos, como a inibição da hemaglutinação (IH), fixação do 

complemento (FC) e neutralização (NT), reunidos por Casals (1963). Assim cada 

família é constituída de dois ou mais vírus que possuem relação antigênica.  

Mais recentemente os arbovírus passaram a ser classificados de acordo 

com suas características físico químicas, com base em estudos filogenéticos que 

demonstram características comuns na morfologia, organização do genoma e 

estratégias de replicação entre os vírus pertencentes a mesma família 
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(LINDENBACH et al., 2001; KUNO et al., 1998). Os arbovírus estão 

taxonômicamente distribuídos em diversas famílias virais, tais como, Picornaviridae, 

Reoviridae, Rhabdovirae, Orthomyxoviridae, Togaviridae, Bunyaviridae, Asfaviridae 

e Flaviviridae (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1985). Assim, os arbovírus podem 

ser divididos em oito famílias e 14 gêneros, sendo que a maioria dos arbovírus de 

interesse para a saúde pública pertence a cinco famílias: Flaviviridae, Togaviridae, 

Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae. Os arbovírus possuem genoma constituído 

por ácido ribonucleico (RNA), podendo ser segmentado ou não (BARRETT; 

TEUWEN, 2009).  

A ocorrência de arbovírus é predominante em regiões tropicais onde as 

condições climáticas favorecem a propagação contínua dos vírus e a ocorrência de 

surtos de arboviroses durante os meses mais quentes e chuvosos do ano, quando a 

população de vetores é mais abundante. Nessas regiões as arboviroses ocorrem de 

forma esporádica, endêmica ou epidêmica, ao contrário de regiões de clima 

temperado onde as arboviroses ocorrem de forma indene, pela interrupção da 

cadeia de transmissão durante os meses de inverno (BROOKS; BUTEL; MORSE, 

2000; PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA, 1991).  

A dispersão dos arbovírus pelo mundo está diretamente relacionada à 

distribuição geográfica dos seus vetores. Na Europa ocidental alguns arbovírus são 

transmitidos por carrapatos que produzem baixa ou uma alta viremia. Dessa forma os 

carrapatos vetores podem dispersar o vírus para áreas livres de arbovírus (GOULD et 

al., 2003). 

Vários fatores são responsáveis pela dispersão de arbovírus e assim pelo 

aumento das infecções, principalmente aqueles relacionados aos vetores e 

hospedeiros vertebrados. Fatores relacionados ao aumento de atividades turisticas e 

de pesca, redução ou inexistência de programas de controle de artrópodes, 

desmatamentos, reflorestamentos, práticas agrícolas, programas de urbanização; 

projetos de irrigação, incluindo a construção de barragens, alterações climáticas e 

outras mudanças ecológicas, promovem o aumento da população de vetores 

potencialmente transmissores de arbovírus, favorecendo a emergência de 

arboviroses. A modernização dos meios de transportes com deslocamento de 

artrópodes transmissores, de pessoas e de animais infectados em fase de viremia, 

oriundos de sítios eco epidemiológicos onde existem zoonoses arbovíricas para 
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localidades onde há presença de vetores potenciais, influenciam na emergência das 

arboviroses (FIGUEIREDO, 2007; GOULD et al., 2003). 

Os arbovírus patogênicos aos humanos causam doença febril aguda, 

mialgias, cefaleias e artralgias severas, como ocorre com o vírus Chikungunya 

(VCHIK), o vírus Mayaro (VMAY) e o vírus Oropouche (VORO), ou ainda podem 

causar febre exantemática e/ou hemorrágica, como no caso dos vírus da Dengue 

(VDEN), da febre amarela (VFA) e o vírus Cacipacoré (VCPC). Este último, isolado 

pela primeira vez no Brasil em 2011. Alguns desses vírus têm surgido 

periodicamente em áreas urbanas, como o VDEN, VORO e o VCHIK, sob forma de 

epidemias, ou em áreas periurbanas, como o VMAY e o VFA, infectando 

comunidades susceptíveis (ALBUQUERQUE et al., 2012; BATISTA et al., 2011; 

CAUSEY; MAROJA; AZEVEDO, 1958; MOURÃO et al., 2009; VASCONECLOS et 

al., 2003).  

Outros arbovírus podem causar encefalites assépticas e meningites, como no 

caso do vírus da encefalite de Saint Louis (VESL), do Rocio (VROC), da encefalite 

eqüina do Leste (VEEL) e da encefalite eqüina do Oeste (VEEO) (CALISHER, 1994; 

IVERSSON; TIRIBA, 2002). Os vírus VEEL, VESL e o vírus do Nilo Ocidental (VNO) são 

os principais arbovírus envolvidos em casos de meningite asséptica no homem 

(CALISHER et al., 1990; REISEN et al., 2008). O VNO e o VEEL também são 

responsáveis por causar encefalomielite em cavalos (FERNÁNDEZ et al., 2000; WEESE 

et al., 2003). 

No Brasil as arboviroses emergentes podem potencialmente causar doenças 

significativas e grande impacto aos serviços públicos de saúde. Mas a grande 

maioria é caracterizada por síndromes sistêmicas inespecíficas ou pela baixa 

incidência, freqüentemente permanecendo sem identificação e com um grande 

número de casos subnotificados. Os exames laboratoriais para diagnosticar estas 

infecções são de grande importância, uma vez que o diagnóstico baseado em 

evidências clínicas não é fácil, especialmente durante a fase inicial da doença, 

quando os sintomas são inespecíficos (BRÉS, 1988; CALISHER, 1994). 

 

2. 1. 2 Aspectos laboratoriais 

 

Após a infecção viral primária o sistema imunológico é ativado e induz a 

formação de anticorpos específicos da classe M (IgM) em menor quantidade e 
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detectáveis a partir do quarto dia após o início dos sintomas, atingindo o pico 

máximo em torno do sétimo ao oitavo dia, declinando-se lentamente para níveis não 

detectáveis depois de dois a três meses. As imunoglobulinas da classe G (IgG) são 

considerados anticorpos de memória. Estes são produzidos em grandes 

quantidades durante a infecção e aumentam o título gradualmente a partir do quarto 

dia após início dos sintomas, mantendo-se por vários anos e conferindo imunidade 

por toda a vida, sendo a imunoglobulina predominante no soro (76%) (BARRETT; 

TEUWEN, 2009; SANTOS; BENATI, 2008). 

A detecção de anticorpos da classe IgM em uma única amostra de soro 

permite o diagnóstico da infecção recente e devem ser solicitados a partir do 6º dia 

de sintoma. A presença de IgG pode significar um contato prévio com o vírus ou 

infecção recente quando há um aumento significativo no título de anticorpos de 4 

vezes ou mais (conversão sorológica) entre duas amostras de soro coletadas com 

intervalo de 15 a 20 dias (amostras pareadas). Portanto, a detecção de anticorpos 

específicos é uma opção para confirmar uma infecção aguda prévia por um 

determinado agente infeccioso, uma vez que o agente não está presente 

permanecendo apenas os anticorpos como prova de que a infecção ocorreu 

(SANTOS; BENATI, 2008). 

Os métodos de diagnóstico das viroses são baseados em quatro 

parâmetros: isolamento e identificação do vírus, sorologia para detecção de 

antígenos e/ou anticorpos, detecção direta de partículas virais e amplificação de 

ácidos nucleicos virais. Os métodos de isolamento e identificação viral juntamente 

com os métodos de sorologia para detecção de anticorpos são os mais utilizados 

para confirmação do diagnóstico de doenças transmitidas por arbovírus. Para êxito 

do diagnóstico por isolamento as amostras devem ser coletadas na fase aguda da 

doença no momento da replicação viral (SANTOS; BENATI, 2008) e no caso do 

isolamento viral, para garantir a integridade das partículas dos vírus, as amostras de 

sangue total devem ser enviadas imediatamente ao laboratório ou armazenadas 

congeladas à temperatura de -70ºC ou mais baixa, e transportadas em gelo seco ao 

laboratório (SANTOS; BENATI, 2008; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994).  

Os métodos virológicos de isolamento viral são ideais para determinação do 

arbovírus específico responsável pela infecção e são considerados o padrão de 

referência para comprovação dos novos métodos (TRAVASSOS DA ROSA et al., 

1994). O isolamento viral fundamenta-se na inoculação do vírus pesquisado em um 
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sistema hospedeiro susceptível e sua capacidade citopatogênica de se propagar 

modificando através da sua biossíntese viral a fisiologia desse sistema. A 

propagação viral é realizada em sistemas de hospedeiros vivos, tais como animais 

de laboratório e/ou em culturas de células, causando alterações morfológicas 

celulares conhecidos como efeitos citopáticos (ECP), desenvolvimento de paralisia, 

lesões degenerativas ou morte (SANTOS; BENATI, 2008). 

O isolamento de arbovírus em animais de laboratório é realizado através da 

inoculação da amostra intracerebral, intraperitoneal, subcutânea ou intramuscular 

em camundongos recém-nascidos de 2 a 3 dias. Após inoculação intracerebral, os 

animais são observados durante 2 a 3 semanas para verificação da evidência de 

sinais clínicos antes de serem sacrificados. Após, retira-se o cérebro e o fígado para 

realização de exames histopatológicos e/ou testes para identificação do vírus isolado 

(CALISHER et al., 1975; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994).  

O isolamento viral em culturas celulares de vertebrados e de invertebrados é 

um método que apresenta boa sensibilidade (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994) e 

bastante utilizado em pesquisas, já que amplificam a quantidade de vírus, facilitando 

sua detecção e identificação (BATISTA et al., 2011; SVOBODA et al., 2014; TESH et 

al., 1999; WHITE, 1987). 

Os arbovírus podem ser propagados e ou replicados em culturas de células 

de vertebrados produzindo ECP. Essa capacidade das células de suportar a 

replicação viral é devido a presença de receptores virais, fatores que facilitam o 

desnudamento viral, fatores de transcrição, proteíno-cinases, proteases, enzimas de 

replicação do DNA e fatores de tradução (SANTOS; BENATI, 2008). 

As culturas de células ou linhagens celulares de vertebrados são 

classificadas de acordo com sua morfologia, em epitelióides e fibroblastóides, e de 

acordo com sua capacidade de aderência, formando monocamadas contínuas sobre 

uma superfície ou em suspensão, que se proliferam suspensas no meio (SANTOS; 

BENATI, 2008). As linhagens contínuas representam a grande maioria das linhagens 

em estudo e entre as de maior aplicação destacam-se as culturas de células VERO 

originadas de rins de macacos Verdes Africanos (AGUILAR et al., 2004), as culturas 

de células BHK-21 originadas de rins de hamster recém-nascido e a célula LLC-MK2 

originadas de rins de macacos Rhesus (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994). 

As culturas celulares de insetos têm sido utilizadas para isolamento de 

inúmeros arbovírus e para avaliar a competência vetorial na transmissão das 
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arboviroses. As linhagens de células podem ser obtidas a partir de qualquer estágio 

do ciclo de vida do mosquito, dependendo da adequação de cada abordagem 

experimental (WALKER et al., 2014). As culturas de mosquitos mais susceptíveis à 

infecção e utilizadas para isolamento de arbovírus são de Aedes albopictus (clone 

C6/36), que possui boa susceptibilidade para propagação e produção de efeitos 

citopáticos pelos VDEN, VEEL, VROC e VESL (FIGUEIREDO, 1990; OLIVEIRA et 

al., 2002; WHITE, 1987), de Aedes pseudoscutellaris (AP61) (KUNO, 1981) e celulas 

de Toxorhynchites amboinensis (TRA284) (KUNO, 1982).  

Outras culturas celulares de mosquitos também foram desenvolvidas para 

replicação viral e para isolar arbovírus, como as linhagens de células derivadas de 

Toxorhynchites amboinensis (TRA-171) que replicou o VDEN, VFA e VESL (KUNO, 

1981), de Aedes aegypti, que replicou o VCHICK, o VNO e o VDEN (SUDEEP et al., 

2009), além de culturas de células derivadas de Culex tritaeniorhynchus e Culex 

theileri, que replicou o VNO e o vírus da encefalite japonesa (VEJ). 

A evidência da propagação viral em culturas de células com observação do 

ECP é em torno do 5º ao 7º dias a partir da infecção da cultura e a observação da 

alteração da morfologia celular induzida pela infecção do vírus é observada ao 

microscópio óptico (TRAVASSOS AD ROSA et al., 1994).  

Após a replicação viral em culturas de células retira-se o material 

sobrenadante para novas passagens ou para a identificação viral através de testes 

sorológicos, tais como, teste de fixação de complemento (FC), teste de neutralização 

(NT), através do teste de inibição de hemaglutinação (IH) ou do teste de 

imunofluorescência indireta (IFI) (AGUILAR et al., 2004; CALISHER et al., 1975; 

SANTOS; BENATI, 2008; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994; WHITE et al. 1987). 

A identificação dos vírus ou do sorotipo do vírus infectante depende da 

sensibilidade do sistema hospedeiro e de testes sorológicos utilizando anticorpos 

monoclonais (SAMUEL; TYAGI, 2006). Além de servirem para identificação do vírus 

isolado em cultura, os testes sorológicos são empregados para detectar infecções 

virais através da detecção de anticorpos e estudar epidemiologicamente o 

comportamento de uma virose em uma determinada comunidade (SANTOS; 

BENATI, 2008). 

O teste de fixação de complemento (FC) detecta anticorpos totais e baseia-

se na ligação de um complemento, agente lítico, a um complexo de reação antígeno-

anticorpo. Se o anticorpo é específico para o antígeno, o complexo antígeno-
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anticorpo é formado e o complemento adicionado é fixado a este complexo. Um 

sistema revelador, hemácia ligada à lisina, é adicionado. Como o complemento está 

fixado ao complexo antígeno-anticorpo, este não atuará no complexo hemácia-

anticorpo e as hemácias não serão lisadas pela não ativação da cascata de 

complemento, sedimentando e formando um botão no fundo da placa. A presença 

de hemólise após a reação indica que o anticorpo e antígenos não eram específicos 

um para o outro (SANTOS; BENATI, 2008; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994).  

Quando o teste FC é utilizado para identificação do vírus, o antígeno está no 

sobrenadante de células infectadas e os anticorpos específicos para o vírus 

conhecidos estão presentes em soros padrão. Caso o teste de FC seja utilizado para 

detecção de anticorpos, o antígeno é uma suspensão de um vírus conhecido e os 

anticorpos estão presentes nas amostras de soros testadas (SANTOS; BENATI, 

2008). 

O teste de NT pode ser utilizado para identificação do vírus ou para 

avaliação dos níveis de anticorpos. Este possui um alto grau de especificidade 

imunológica e é fundamentado na perda da capacidade do vírus em infectar células 

permissivas, através da reação do vírus com o anticorpo específico. O vírus 

pesquisado é misturado ao anticorpo específico formando uma interação vírus-

anticorpo que posteriormente é inoculada em cultura de células. Após um período de 

incubação a cultura é examinada para observação do ECP. Se houver a 

neutralização do vírus pelos anticorpos não haverá infecção das culturas de células, 

não sendo possível observar o ECP (SANTOS; BENATI, 2008). O resultado de 

neutralização é expresso como aquela diluição do soro que reduz o número de 

placas por uma porcentagem específica de 90% (CALISHER et al., 1975; 

TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994). Os anticorpos neutralizantes aparecem na 

primeira semana da infecção e permanecem por muitos anos conferindo imunidade 

permanente. 

O teste sorológico de IH também é utilizado para identificação do vírus 

infectante e para detecção de anticorpo (FERREIRA, et al. 1994; SANTOS; BENATI, 

2008). A técnica é sensível e específica quando comparada a métodos que utilizam 

volume de amostras maiores, além de economizar tempo e reagentes consideráveis, 

sendo ideal para inquéritos sorológicos com pesquisa de anticorpos em animais 

capturados de florestas, uma vez que os anticorpos inibidores de hemaglutinação 
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persistem por um longo período de tempo (SHOPE, 1963; TRAVASSOS DA ROSA 

et al., 1994).  

A técnica somente é aplicada a vírus com capacidade hemaglutinante e 

consiste na adição de hemácias ao complexo vírus-anticorpo com bloqueio da 

capacidade de hemaglutinação do vírus quando este reage com o anticorpo 

específico, isto é, se houver presença de anticorpos específicos nos soros-teste os 

mesmos vão se ligar à hemaglutinina viral e impedir que o vírus cause 

hemaglutinação. A IH é interpretada como positiva quando há uma reação negativa, 

as hemáceas não se aglutinam e se sedimentam no fundo do poço formando um 

botão. Quando o anticorpo não é específico para o vírus, não há formação do 

complexo vírus-anticorpo e o vírus mantém a sua capacidade de induzir 

hemaglutinação, formando uma camada e não um botão no fundo do poço 

(CLARKE; CASALS, 1958; SHOPE, 1963; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994).  

Para identificação viral a amostra ou soro do paciente é misturado com soros 

padrões que contêm anticorpos específicos. Se os anticorpos inibirem a 

hemaglutinação, o vírus é identificado. Para detectar anticorpos, o vírus 

hemaglutinante conhecido é misturado ao soro do paciente ou do animal. Se o soro 

inibir a hemaglutinação pelo vírus, o anticorpo presente no soro é identificado. Assim 

como o teste NT, o teste de IH detecta anticorpos totais, contudo as classes de 

imunoglobulinas não são diferenciadas por esses métodos e o diagnóstico de uma 

infecção recente, por pesquisa de anticorpos, somente pode ser realizado pela 

conversão sorológica (SANTOS; BENATI, 2008; TRAVASSOS DA ROSA et al., 

1994). O teste também pode ser usado para determinar a quantidade de anticorpos 

do vírus presentes no soro-teste (título de anticorpos), pela incubação em diluições 

crescentes do soro com quantidade fixas do vírus padrão mantidas no laboratório 

(CALISHER et al., 1975; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994; WHITE, 1987).  

Através desse método é comum ocorrer reações cruzadas com outros vírus 

do mesmo gênero, limitando sua utilização para definir o agente etiológico e 

dificultando a interpretação dos resultados principalmente nas respostas secundárias 

(CALISHER et al., 1975). Em locais com circulação de mais de um Flavivírus, por 

exemplo, a análise dos resultados sorológicos deve ser cautelosa, em decorrência 

das reações cruzadas entre arbovírus pertencentes ao mesmo grupo antigênico. 

Quando ocorre uma infecção secundária por um Flavivirus após uma infecção 

primária por outro Flavivirus relacionado, como consequência da memória 
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imunológica prévia, anticorpos contra o primeiro vírus infectante são produzidos 

rapidamente e em alta escala, levando a entender que o animal ou paciente foi 

infectado pelo vírus com o qual ele apresenta títulos mais elevados (SILVA, 2010).  

Portanto, o diagnóstico conclusivo de uma infecção causada por arbovírus é 

confirmado através de isolamento viral ou pela detecção de uma conversão 

sorológica, bem como, por detecção de antígenos virais específicos e, ainda pela 

detecção de IgM específica pelo método imunoenzimático (MAC-ELISA) 

(TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994). 

O teste de imunofluorescência indireta (IFI), além de ser utilizado para 

identificação do vírus isolado, utilizando anticorpos monoclonais (SAMUEL; TYAGI, 

2006), é utilizado para detecção de antígenos virais presentes nas amostras, 

utilizando também anticorpos monoclonais (SANTOS; BENATI, 2008; HENCHAL et 

al., 2003; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994). A técnica consiste em fixar células 

infectadas com antígenos virais em lâminas com múltiplas áreas. Para isso utilizam-

se anticorpos específicos que se fixarão aos antígenos virais e em seguida 

adicionam-se anticorpos anti imunoglobulina marcados com fluoresceína 

(conjugados) para revelar a formação de imunoclomplexo vírus-anticorpo. Se o 

conjugado se ligar ao complexo antígeno-anticorpo a fluorescência será observada 

em microscópio de fluorescência (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994). 

A reação imunoenzimática ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) é 

um método sorológico de diagnóstico para detectar antígeno ou anticorpo. É a 

técnica mais utilizada e recomendada atualmente disponível para vigilância 

virológica. Para detecção de anticorpos, o teste envolve a formação de um 

imunocomplexo (antígeno-anticorpo), onde um antígeno viral é fixado a uma placa e 

o soro contendo anticorpos é adicionado. Em seguida, um conjugado formado por 

anticorpo e enzima e um substrato são adicionados. A ação da enzima sobre o 

substrato produz uma mudança de cor (revelação). O resultado do teste é 

determinado pela observação ou medida espectrofotométrica da coloração 

produzida pela reação (SANTOS; BENATI, 2008).  

O ELISA tem mostrado que é uma técnica sensível para monitorar arbovirus 

em populações selvagens de mosquitos e pode ser utilizada em animais menos 

susceptíveis a eles, como o Cebus apella, como instrumento de busca ativa na 

vigilância desses arbovírus, permitindo a implementação de ações preventivas antes 

mesmo da ocorrência de epizootias ou epidemias (LIMA et al., 2010). 
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O MAC-ELISA que captura anticorpos específicos IgM é um método utilizado 

para o diagnóstico de infecções recentes e ativas com uma amostra clínica colhida 

na fase aguda da doença (TRAVASSOS DA ROSA, et al., 1994). O uso de proteínas 

de domínios III recombinantes tem sido proposto como fonte de antígenos mais 

específicos, que permitem padronizar ELISAs in-house com especificidade e 

sensibilidade comparáveis às de kits disponíveis no mercado (SHUKLA et al., 2009).  

A técnica de transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase 

(RT-PCR) é uma técnica de biologia molecular altamente sensível, específica e 

rápida que permite a detecção de sequências do ácido nucleico viral a partir de 

amostras de sangue colhidas na fase aguda da doença. A técnica consiste em 

amplificação do genoma viral presente na amostra e visualização do produto 

amplificado em eletroforese em gel de agarose ou de poliacrilamida. A técnica 

também é utilizada para genotipagem viral quando o DNA é amplificado e 

sequenciado, permitindo a completa identificação da espécie e da cepa do vírus 

infectante (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994). 

A técnica envolve três passos, tais como, a extração do ácido nucleico, no 

caso da maioria dos arbovírus, o RNA viral, a transcrição reversa, na qual o RNA é 

convertido em cDNA e a amplificação do cDNA. Uma etapa adicional é a 

identificação e caracterização dos fragmentos amplificados durante a PCR, que é 

feita por meio de eletroforese em gel de agarose 2% ou poliacrilamida 10%, com 

formação de bandas de DNA de tamanho característicos para cada tipo de vírus, 

pois cada iniciador (primer) tipo específico anela em diferentes posições originando 

fragmentos de DNA, pares de base. Esta etapa pode ainda ser seguida pelo 

sequenciamento genético (BROZONI et al. 2005). 

Os primers utilizados no ensaio de RT-PCR para amplificar o genoma viral 

podem ser espécie-específico ou gênero-específico, isto é, podem ser utilizados 

primers que permitem a amplificação de fragmentos específicos para determinados 

vírus ou primers consenso que são projetados para amplificar vírus geneticamente 

relacionados. A maior parte destes protocolos utiliza primers consenso para alinhar a 

região terminal do gene NS5 do genoma de Flavivirus e a região da proteína não-

estrutural 1 do genoma de Alphavirus, devido à existência de sequências altamente 

conservadas nestas regiões (BROZONI et al., 2005; BRONZONI et al., 2004; FULOP 

et al., 1993; KUNO, G., 1998; SCARAMOZZINO et al., 2001; STURGESS et al., 

2008; VASCONCELOS et al., 2011). Devido à inexistência de sintomas clínicos 
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específicos para infecção de um determinado vírus e de diferentes espécies de 

arbovírus circulando na mesma região, a utilização de um método diagnóstico de 

gêneros por PCR deveria ser frequentemente mais utilizado (SCARAMAZZINO et 

al., 2001).  

 

2. 1. 3. Famílias, espécies virais e respectivas síndromes 

 

2. 1. 3. 1 Flaviviridae 

 

A família Flaviviridae é constituída pelos gêneros Flavivirus, Pestivirus e 

Hepacivirus, porém, somente os Flavivirus contém representantes do grupo dos 

arbovírus. O termo Flavivirus tem origem no termo Flavus, que em latim, significa 

amarelo, em referência à icterícia proveniente da disfunção hepática causada pelo vírus 

febre amarela identificado pela primeira vez em humano (LINDENBACH; RICE, 2001) 

Os vírus pertencentes ao gênero Flavivirus são os mais relevantes para a 

saúde pública. Este gênero é constituído por cerca de 70 vírus que exibem 

reatividade cruzada e que causam uma variedade de doenças caracterizadas por 

febres, encefalites e febres hemorrágicas. A maioria dos Flavivirus de importância 

médica está distribuído em um dos três complexos: complexo da encefalite 

japonesa, que inclui o vírus da encefalite japonesa (VEJ), o vírus da encefalite Saint 

Louis (VESL) e o vírus do Nilo Ocidental (VNO); complexo das encefalites 

transmitidas por carrapatos; incluindo o vírus da encefalite de Russian spring-

summer, o vírus da doença da floresta Kyasanur e o vírus da febre hemorrágica de 

Omsk; complexo da Dengue, que inclui os vírus da Dengue I a IV. O vírus da febre 

amarela (VFA) é antigenicamente distinto e junto com os demais vírus citados são 

os arbovírus mais comuns que afetam os seres humanos em todo o mundo 

(CALISHER, 1994; FAUQUET et al., 2005; LINDENBACH; RICE, 2001).  

Os Flavivirus possuem envoltório lipoproteico, morfologia esférica e têm 

entre 40 e 60 nm de diâmetro. Seu genoma é constituído por RNA linear de fita 

simples com polaridade positiva e tem cerca de onze kilobases de tamanho. O 

genoma viral codifica as 3 proteínas estruturais localizadas no terminal 5´ do 

genoma viral: capsídeos (C), responsáveis pela montagem da partícula viral, a 

proteína pré-membrana (pM), responsáveis pela infectividade do vírus, e a proteína 

do envelope (E), responsável pela interação com receptores celulares, além de ser o 
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principal alvo de anticorpos neutralizantes e de produzir anticorpos inibidores de 

hemaglutinina. 

O genoma viral dos Flavivirus tambem codifica 7 proteínas não estruturais 

localizadas na região 3´ do genoma: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 

(BARRETT; TEUWEN, 2009; LINDENBACH et al., 2001). A proteína E possui 3 

domínios, sendo que o domínio III gera uma resposta celular de padrão Th1, com 

posterior indução de anticorpos fortemente neutralizantes e que apresentam reações 

cruzadas com outros Flavivirus (ALKA et al., 2007).  

 

2. 1. 3. 1. 1 Vírus da febre amarela  

 

O VFA causa doença caracterizada por febre e/ou manifestações 

hemorrágica, mantendo-se endêmica ou enzoótica nas florestas tropicais da 

América e da África causando periodicamente surtos isolados ou epidemias de 

maior ou menor impacto em saúde pública. O vírus é transmitido ao homem 

mediante a picada de insetos hematófagos do gênero Haemagogus, Sabethes e 

Aedes. A letalidade global da FA varia de 5% a 10%, mas entre os casos graves que 

evoluem com síndromes ictero-hemorrágicas e hepato-renal pode variar entre 40% a 

60% (VASCONCELOS, 2003). 

A febre amarela possui ciclos epidemiologicamente distintos, a febre 

amarela silvestre (FAS) e a febre amarela urbana (FAU) (Figura 2) (BRASIL, 2006).  
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Figura 2 – Ciclo urbano e silvestre da febre amarela 
 

 

Fonte: Brasil (2009, p. 48). 
 

No ciclo urbano, o vírus é transmitido ao homem pela picada da fêmea do 

mosquito Aedes aegypti após um período de incubação extrínseca que varia entre 7 

a 14 dias, sendo que o próprio homem infectado e em fase virêmica, que dura entre 

2 a 5 dias, atua como amplificador e disseminador do vírus (MASSAD et al., 2001; 

VASCONCELOS, 2003). Além do Aedes aegypti, o Aedes albopictus, considerado 

uma espécie silvestre, demonstra capacidade de transmitir o VFA além de outros 

Flavivirus. Portanto, a ocorrência da FAU está relacionada com a distribuição e 

dispersão do Aedes aegypti no perímetro urbano e ao aumento da densidade 

populacional do Aedes albopictus no perímetro periurbano (GOMES et al., 1999; 

JOHNSON et al., 2002; LOVOSEI, 2003), já que este último serve como ligação 

entre a FAS e a FAU (GOMES et al., 1999). Mesmo que a doença seja 

imunoprevenível, ainda há ocorrência de casos humanos de FA em perímetro 

urbano na América Latina, como ocorreu no Paraguai em 2008 (TAUIL, 2010). 

A forma silvestre da doença é endêmica e/ou enzoótica nas florestas 

tropicais da África e das Américas, apresentando-se sob a forma de surtos com 

intervalos de 5 a 7 anos alternados por períodos com menor número de casos. Nas 

regiões de florestas a doença é sazonal ocorrendo com maior frequência entre os 

meses de janeiro a abril, quando os índices pluviométricos e as altas temperaturas 

favorecem o aumento da densidade vetorial (BRASIL, 2005). 
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Na FAS o vírus é transmitido pelos mosquitos do gênero Haemagogus 

(Haemagogus janthinomys, Hemagogus albomaculatus e o Haemagogus 

leucocelaenus) e os do gênero Sabethes, que no Brasil são os vetores com maior 

capacidade de transmitir o vírus. Esses mosquitos possuem hábitos diurnos e vivem 

nas copas das árvores descendo às vezes ao solo para alimentar-se na presença do 

homem ou quando a quantidade de hospedeiros arbóreos é pequena (HERVÉ et al., 

1986).  

No ciclo silvestre a FA é uma zoonose, no qual os primatas não humanos 

(PNH) são os principais hospedeiros amplificadores e disseminadores do vírus, pelo 

seu deslocamento a distâncias consideráveis (HERVÉ et al., 1986). O homem é um 

hospedeiro acidental, que se infecta quando entra em contato com ambientes 

enzoóticos onde o vírus circula entre primatas e mosquitos. Nestes animais, a 

doença manifesta-se periodicamente num intervalo suficiente para o surgimento de 

novas populações suscetíveis após cada grande epizootia, e na população humana 

o aparecimento de casos é precedido por essas epizootias (BRASIL, 2005; BRASIL, 

1999). Quando não há população símia disponível, o vírus movimenta-se para 

encontrar novos hospedeiros viáveis visando a manutenção natural, incluindo 

marsupiais, preguiças, morcegos, entre outros (SOPER, 1937).  

O VFA persiste nos mosquitos por um longo período, superior àqueles em 

macacos. Uma vez infectada a fêmea permanece assim por toda vida podendo 

haver transmissão transovariana. Por este motivo o mosquito é considerado um 

hospedeiro reservatório do vírus amarílico. Assim, esses mosquitos têm importante 

papel disseminador do vírus superior ao desempenhado pelos macacos (HERVÉ et 

al.,1986).  

Nas Américas, alguns macacos mostram grande susceptibilidade ao vírus 

amarílico, como os do gênero Alouatta (guariba ou bugios), outros apresentam 

grande resistência, como os macacos do gênero Cebus (Prego). Frequentemente os 

Alouattas infectados com o VFA desenvolvem infecção fulminante e morrem entre o 

terceiro e sétimo dia da infecção, com comportamento similar aos casos humanos 

fatais. Quando não morrem durante esse período desenvolvem imunidade 

permanente. Já os do gênero Cebus mostram-se mais refratários ao VFA (BRASIL, 

2005; VASCONCELOS et al., 1997).  

Anualmente ocorrem aproximadamente 200.000 casos de FA no mundo, 

sendo 90% deles na África. Os maiores surtos de FA na América do Sul desde 1950 
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ocorreram no Peru, Bolívia, Brasil, Colômbia e Equador entre 1985 a 1995. 

(VASCONCELOS, 2003). De janeiro a junho de 2000 foram relatados 77 casos de 

febre amarela em 8 estados brasileiros, tais como, em Goiás com (50), ou seja 

64,9% dos casos, Amazonas (1), Bahia (10), Distrito Federal (1), Mato Grosso (4), 

Minas Gerais (2), Pará (1), São Paulo (2); e Tocantins (6). A taxa de letalidade foi de 

50,6% (39/77). O Haemagogus janthinomys foi a principal espécie de mosquito 

implicado na transmissão do vírus naquela ocasião e epizootias ocorreram em 49 

municípios, principalmente em Goiás. Além do aumento da temperatura e das 

chuvas nesse período, a baixa cobertura vacinal nas áreas de foco e migração de 

indivíduos susceptíveis às regiões florestais onde a doença é transmitida, contribuiu 

para o recrudescimento da doença no Brasil (VASCONCELOS et al., 2003; 

VASONCELOS et al., 2001a). 

No período de 1981 até maio de 2009, foram registrados 41 casos de FA 

em humanos em município do estado do Mato Grosso do Sul, como, em Anastácio, 

Pedro Gomes, Campo Grande, Aquidauana, Bela Vista, Sidrolândia, Caracol, 

Antônio João, Jardim, Coxim, Corguinho, São Gabriel do Oeste, Jaraguari, Terenos, 

Ribas do Rio Pardo, Camapuã, Ponta Porá, Bonito, Maracaju, Aral Moreira e Água 

Clara (GUERRA, 2009; SÃO PAULO, 2008). 

No Rio Grande do Sul, no período de dezembro de 2008 a abril de 2009, 

foram confirmados 21 casos de FA e destes 9 evoluíram para o óbito (letalidade de 

43%) (RIO GRANDE DO SUL, 2011). De fevereiro a maio de 2009, no Estado de 

São Paulo, registrou-se 92 notificações de casos suspeitos de FA. Destes, 26 casos 

foram confirmados e 9 evoluíram para óbito (letalidade 34,6%). Todos os casos 

estão relacionados a atividades de lazer e/ou trabalho em área rural (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2009a).  

Alguns fatores estão associados à reemergência da FA e à dinâmica da 

transmissão do vírus no Brasil durante este período, tais como, grande 

susceptibilidade da população humana, alta prevalência de vetores e hospedeiros 

primários (PNH), condições climáticas favoráveis com aumento da pluviosidade, 

emergência de uma nova linhagem genética e a circulação de humanos e primatas 

infectados pelo vírus (VASCONCELOS, 2010).  

Análises genéticas de 79 amostras virais isoladas no Brasil entre 1935 e 

2001 provenientes de 12 estados, demonstraram que há duas cepas do VFA 

dispersas no Brasil, genótipo America do Sul I e genótipo America do Sul II, sendo 
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que a linhagem genética mais antiga tipo I foi substituída por uma nova linhagem 

dominante tipo II (VASCONCELOS et al., 2004). Uma nova linhagem genética do 

VFA foi descoberta por Souza et al. (2009), demonstrando que uma nova 

sublinhagem do VFA denominado de IE, surgiu a partir do genótipo America do Sul I 

isolados em 2004 e 2008 (SOUZA et al., 2010). 

No Brasil, a vacina contra a FA vem sendo utilizada desde 1937, o que 

reduziu drasticamente a ocorrência de casos, tornando-os mais concentrados nas 

regiões Norte, Centro-Oeste e estado do Maranhão, que compõem a área endêmica 

ou enzooótica (Figura 3) (BRASIL, 2005). 

 

Figura 3 – Mapa das áreas com e sem recomendação de vacina para febre amarela 
no Brasil  

 

 

Fonte: Ministério da Saúde (2009b, p. 9) 

 

A subcepa vacinal 17DD que tem origem do vírus selvagem Asibi, é usada 

na produção de vacinas no Brasil. A vacina produz uma rápida viremia de 3 a 7 dias 

após vacinação e a imunidade mediada ocorre em até 10 dias em 95% das pessoas 

vacinadas. Ela produz tanto uma resposta humoral rápida e específica com 

produção de anticorpos, quanto uma resposta imune celular, promovendo uma 
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proteção de pelo menos 10 anos em 98% dos vacinados. Os efeitos adversos 

associados à vacina da FA vão desde efeitos leves a doença neurotrópica ou 

viscerotrópicas (BARRETT; TEWEN, 2009). 

 

2. 1. 3. 1. 2 Vírus da encefalite Saint Louis 

 

O VESL pertence ao gênero Flavivirus, da família Flaviviridae e é 

relacionado ao complexo antigênico do VEJ, grupo que contém também outros 

patógenos de importância médica, como os VNO e vírus da encefalite de Murray 

Valley (VEMV) (LINDENBACH; RICE, 2001).  

O VESL é o agente etiológico da encefalite de Saint Louis (ESL), uma 

doença infecciosa febril aguda de grande importância na América do Norte e 

amplamente distribuída do Canadá a Argentina. Nos Estados Unidos das Américas 

(EUA) é o arbovírus mais prevalente que tem potencial em causar epidemia 

(CALISHER, 1994; VASCONCELOS et al., 1991).  

Nos seres humanos o vírus causa doença aguda importante, com 

manifestações clínicas de encefalites causadas por danos neurais pela replicação 

viral nos tecidos nervosos. A doença caracteriza-se frequentemente por início 

abrupto com febre, dores de cabeça, fotofobia, mal estar generalizado, tontura, 

náuseas, vômitos e rigidez de nuca, seguidos por sinais e sintomas de doença 

neural, entre eles, alterações sensoriais, como confusões, sonolência, letargia e 

coma. Tremores, paresias e paralisias podem estar presentes. Convulsões são 

comuns em crianças e injúria renal é relatada pela replicação viral nesse órgão 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1985). Contudo, a maioria das pessoas 

infectadas são assintomáticas e febre e dor de cabeça ou meningite asséptica são 

os únicos sinais observados em 40% dos adultos jovens e crianças (CALISHER, 

1994). A letalidade da doença varia consideravelmente de 5% a 10% 

(VASCONCELOS et al., 2005).  

Normalmente o VESL infecta pássaros e é mantido em focos naturais da 

doença entre pássaros e populações de mosquitos do gênero Culex. As aves 

silvestres, principalmente Passeriformes e Columbiformes, são as fontes do vírus 

para os mosquitos infectarem os seres humanos, portanto, são considerados os 

principais reservatórios do VESL e os humanos os hospedeiros finais, portanto, não 

contribuem para a transmissão e manutenção do vírus. Outros mamíferos podem ser 
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hospedeiros importantes para o VESL, como primatas, tatus, marsupiais e preguiças 

(LOVOSEI, 2003; MCLEAN; SCOTT, 1979). O vírus não é patogênico para cavalos 

(DÉGALLIER et al., 1986). 

De acordo Lovosei (2003) os vetores transmissores do VESL nos EUA são 

os Culex tarsalis, Culex pipens e Culex quinquefasciatus, além do Culex declarator e 

Culex coronator.  

O VESL foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1960 de um pool de 

Sabethes belisarioi capturados na estrada Belém e Brasília (VASCONCELOS et al., 

1997). O vírus também foi isolado de duas pessoas, uma em 1971 e outra em 1978. 

Um dos pacientes evoluiu para óbito e outro evoluiu de forma benigna, não 

apresentando sinais de encefalite (VASCONCELOS et al., 2003). 

Análises filogenéticas nas sequências do gene E obtidas de 30 cepas de 

VESL brasileiros indicam uma alta variabilidade genética do vírus dispersas no Brasil 

e em outros países do mundo. O genótipo tipo II é mais prevalente na América do 

Norte e os genótipos tipo I, III e VIII são amplamente dispersos por todas as 

Américas, sugerindo que VESL surgiu inicialmente na América do Sul e se espalhou 

para a América do Norte (RODRIGUES et al., 2010). 

Em 2002 o VESL foi identificado como agente etiológico em um surto de 

encefalites por Flavivirus ocorrido na província de Córdoba na Argentina, onde os 

pacientes apresentaravam encefalites, meningites, febre e dores de cabeça severas 

(SPINSANT et al., 2002). Em 2004 o VESL foi isolado no sudeste do Brasil em um 

paciente com febre e dores de cabeça, que a princípio era considerado um caso de 

dengue (ROCCO et al., 2005).  

Durante uma epidemia de dengue no primeiro semestre de 2006 em São 

José do Rio Preto - SP, o VESL foi identificado em seis pacientes que tiveram 

diagnóstico anterior de dengue, dos quais três apresentaram quadros de 

meningoencefalite viral e três apresentaram sinais de doenças hemorrágicas. 

Portanto, muitas vezes a encefalite de Saint Louis não é considerada como 

diagnóstico diferencial para dengue e a falta de pesquisa diagnóstica e a 

similaridade entre os sintomas da doença e da dengue fazem com que os casos não 

sejam diagnosticados (MONDINE et al., 2007). 

Além da detecção do VESL em humanos, o vírus tem sido identificado em 

muitos estudos de vigilância de arbovírus em equinos e primatas no Brasil e no 

restante da América do Sul (CORRÊA et al., 2010; IVERSSON et al., 2003; 
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RODRIGUES et al., 2010; SVOBODA et al., 2014; SILA et al., 2014; TAURO et al., 

2012). 

 

2. 1. 3. 1. 3 Vírus do Nilo Ocidental 

 

O VNO é um membro da família Flaviviridae e do gênero Flavivirus e 

pertence ao complexo da encefalite japonesa. O vírus é o agente etiológico da febre 

do Nilo Ocidental (FNO), doença caracterizada por manifestação clínicas que variam 

de infecção assintomática a manifestações graves de encefalite ou 

meningoencefalite, que nos últimos anos ocorre de forma endêmica e de surtos 

esporádicos em humanos e equinos na África, sul da Europa, América do Norte e 

Ásia. O vírus foi isolado pela primeira vez em 1937 a partir de amostras sanguíneas 

de uma mulher na região de Uganda, às margens do rio Nilo (CALISHER et al, 1989; 

CAMPBELL et al., 2002). 

Nos mamíferos o vírus acomete o sistema nervoso central causando 

desordens neurológicas em virtude da proliferação viral, levando a doença 

neuroinvasiva com quadro clínico de febre (forma branda da doença), meningite e 

encefalites (forma mais severa da infecção) e quadros esporádicos de paralisia 

flácida aguda (BAHANGOO et al., 2005). 

A justaposição espacial e temporal da infecção de aves e humanos em 

surtos ocorridos na Europa e América do Norte leva a crer que as aves selvagens 

virêmicas, principalmente as migratórias, são os principais reservatórios do VNO 

(RAPPOLE; DERRICKSON; HUBÁLEK, 2000). Portanto, as aves são consideradas 

as principais hospedeiras amplificadoras do vírus em consequência da alta viremia 

por período prolongado, sendo incriminada como reservatório natural da doença nas 

Américas (PETERSON; SIGUENZA; MEYER, 2003).  

Embora as aves sejam consideradas as principais disseminadoras do VNO, 

o homem, cavalos, cães e outros animais domésticos são hospedeiros acidentais e 

apresentam baixa viremia, não estando envolvidos diretamente no ciclo viral no meio 

ambiente (RAPPOLE; DERRICKSON; HUBÁLEK, 2000).  

As espécies Cullex pipiens, Cullex tarsalis e Cullex quinquefasciatus são os 

vetores com maior competência envolvidos na transmissão do VNO nos EUA, 

aoresentando uma elevada viremia (TURREL et al., 2005). No Brasil, além dos 

mosquitos do gênero Culex, o Aedes scapularis e Aedes albopictus podem ser 
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responsáveis pela transmissão do VNO (NATAL; UENO, 2004). Na natureza, a 

capacidade de perpetuação do vírus em condições climáticas adversas é atribuída à 

transmissão viral vertical e à sua capacidade de manutenção durante a diapausa do 

vetor (COORÊA; VARELLA, 2008). 

A partir de agosto de 1999, uma extensa epidemia de doença febril de 

encefalite causada pelo VNO, originária da África, ocorreu nos EUA, disseminando-

se pelo país a partir de Nova York. De 1999 a 2003 foram registrados 13.743 casos 

da doença com 556 óbitos em 44 estados, indicativo da grande capacidade de 

dispersão do vírus (VASCONCELOS et al., 2005). No período de 1999-2008 a 

vigilância nacional dos EUA relatou 28.961 casos da doença em 1.869 municípios de 

47 estados (LINDSEY et al., 2010).  

O VNO possui duas linhagens, a linhagem 1 e a linhagem 2. Uma análise 

filogenética demonstrou que o VNO introduzido nos EUA em 1999 pertence a 

linhagem tipo 1, que é a mesma linhagem do vírus que causou epizootia em gansos 

em Israel em 1998 (GLUBER, 2002).  

Em 2001 o vírus foi detectado nas Ilhas Cayman, em 2002 no México, em 

2003 em El Salvador e em 2004 em Cuba. Em 2005, já na América do Sul, 

anticorpos virais foram detectados em cavalos na Colômbia e em 2006 o vírus foi 

isolado de cavalos na Argentina (MORALES et al., 2006). Ainda na Argentina, 

cavalos foram identificados com anticorpos do VNO em 2012 (TAURO et al, 2012). 

No Brasil, anticorpos neutralizantes foram identificados em cavalos e galinhas do 

Pantanal (CORRÊA, 2011; MELANDRI et al., 2012; SILVA et al., 2013). 

Na América do Sul, o vírus foi detectado em humanos pela primeira vez em 

2010 na Argentina, quando o paciente apresentava febre, cefaléia e dores 

musculares (ARGENTINA, 2010). 

Um caso esporádico de infecção natural pelo VNO foi descrito em um cão 

proveniente da região central do Mississippi no EUA que apresentava febre aguda, 

hiperatividade descontrolada e tremores generalizados. Com a detecção do genoma 

viral e os sinais clínicos compatíveis, é consistente o diagnóstico de encefalite 

causada pela infecção do VNO, demonstrando que a infecção em cães ocorre onde 

há circulação do vírus e presença dos mosquitos transmissores (READ, 2005). 
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2. 1. 3. 2 Togaviridae 

 

Os vírus pertencentes a família Togaviridae possuem envoltório lipoproteico, 

genoma constituído por RNA linear de fita simples com polaridade positiva e é 

constituída por dois gêneros: Alphavirus e Rubivirus. O RNA genômico sintetiza um 

RNA sub-genômico, que codifica a proteína envolvida no encapsulamento e 

desenvolvimento do vírus, correspondendo a 3’ região do genoma. O RNA genômico 

também codifica as proteínas não estruturais responsáveis pelas funções de 

replicação do vírus na 5’ região do genoma (DAM; FLINT; RYAN, 1999). 

O gênero Alphavirus é constituído por cerca de 28 vírus que exibem 

reatividade cruzada e são distribuído em 6 complexos. Os Alphavirus possuem 70 

nm de diâmetro e possui genoma constituído por RNA, envoltório proteico não 

glicosado e pelo menos duas proteínas de envelope (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 1985). 

 

2. 1. 3. 2. 1 Vírus Mayaro 

 

O VMAY, um membro da família Togaviridae e do gênero Alphavirus, é o 

agente etiológico do Mayaro (MAY), que causou surto de doença febril aguda na 

região amazônica e no planalto central do Brasil, bem como na Venezuela. A doença 

caracteriza-se por febre, cefaléia, mialgia, exantema e dores nas grandes 

articulações causadas por uma poliartrite migratória prolongada, com curso que dura 

entre 3 a 5 dias. A convalescência por Mayaro pode durar semanas (PINHEIRO et 

al., 1981; TORRES et al., 2004). 

O ciclo principal de manutenção do VMAY é semelhante ao ciclo da FAS, no 

qual macacos e mosquitos do gênero Haemagogus são considerados reservatórios 

e responsáveis pela manutenção do vírus na natureza (VASCONCELOS, 2003). 

Apesar de o VMAY ser ativo principalmente em florestas, os vetores podem 

voar por longas distâncias infectando macacos e aves, e com a pressão demográfica 

resultando no crescimento urbano próximo a florestas, o risco de indivíduos serem 

infectados é considerado grande (THOISY et al., 2003). Em Luisiana nos EUA, em 

1967, se isolou pela primeira vez o VMAY em um pássaro migratório proveniente da 

América do Sul através de técnicas sorológicas e de identificação viral (CALISHER 

et al., 1975). 
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O VMAY também pode ser introduzido nas cidades por aves virêmicas ou 

por viajantes humanos virêmicos, já que pode ser transmitido pelo Aedes aegypti, 

facilitando assim a ocorrência de epidemias e adaptação de um novo ciclo 

epidemiológico da doença, incluindo o homem como reservatório (TESH et al., 

1999). 

Em 1955, durante a investigação de uma epidemia de etiologia 

desconhecida em uma comunidade de trabalhadores da floresta no rio Guama, 

próximo a Belém, no Pará, que apresentavam sintomas comuns de febre contínua e 

dores de cabeça, resultou no isolamento de seis cepas do VMAY provenientes de 

seis pacientes (CAUSEY; MAROJA, 1957). Em 1998 o vírus foi isolado novamente 

em um paciente da Guiana Francesa e uma 1962 uma alta prevalência do vírus foi 

identificada durante a realização de um inquérito sorológico em pessoas para 

verificar a dispersão viral naquele País (TALARMIN et al., 1998). 

Outros surtos e epidemia causada pelo VMAY ocorreram no estado do Pará 

em 1978, onde pacientes apresentaram febre, exantema e artralgia grave e intensa 

nas articulações das extremidades (AZEVEDO et al., 2009; PINHEIRO et al., 1981). 

Nesse último surto, a sequencia genética de três isolados do vírus caracterizou o 

genótipo D (AZEVEDO et al., 2009).  

No ano de 2000, casos de infecção por MAY foram detectados em três 

pacientes de São Paulo quando realizavam atividades de pesca no município de 

Camapuã, no estado de Mato Grosso do Sul, que apresentaram sintomas de febre 

alta e artralgia. Todas as amostras séricas dos pacientes apresentaram 

soroconversão para o VMAY e somente uma das amostras obteve o isolamento viral 

através da técnica de inoculação em camundongos e pela técnica de RT-PCR 

(COIMBRA et al., 2007).  

 

2. 1. 3. 2. 2 Vírus Chikungunya 

 

O VCHIK classifica-se entre os vírus da família Togaviridae, ao gênero 

Alphavirus e pertence ao complexo antigênico da floresta Semlik, juntamente com 

outros Alphavírus, baseados nas suas propriedades antigências (CALISHER et al., 

1998). A doença causada pelo vírus caracteriza-se por febre, dor de cabeça, mialgia, 

erupções cutâneas e dores das articulações, que podem durar anos. O vírus 

multiplica-se em monócitos e macrófagos que migram para os tecidos sinoviais 
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levando a uma resposta inflamatória persistente, mesmo com ausência de viremia 

(MANSON; HADDOW, 1957).  

O vírus tem origem na Tanzânia, África, em 1952-53 e desde então é 

responsável por surtos isolados e epidemias. No continente Africano foram 

identificadas duas linhagens do vírus, a linhagem Africana leste e a linhagem 

Africana sul, na qual inclui um genótipo Asiático (POWERS et al., 2000). Surtos de 

doença causada pelo vírus ocorreram em outras regiões da Africa e Ásia, 

demonstrando uma evolução adaptativa genética do vírus para os vetores 

potenciais. Como o VCHIK é capaz de sofrer mutações e adaptar-se a novos ciclos 

zoonóticos, podem adquirir um maior potencial para a emergência (FIGUEIREDO; 

FIGUEIREDO, 2014; TSETSARKIN et al., 2007). 

No continente Africano o vírus é mantido em clicos silvestres entre 

macacos, mamíferos selvagens e mosquitos do gênero Aedes, principlamente o 

Aedes Aegypti. Ja no continente Asiático o ciclo ocorre entre pessoas e os 

mosquitos Aedes aegypti e Aedes Albopictus (SCHUFFENECKER et al., 2006).  

Surtos mais antigos ocorreram nas Filipinas em 1954, 1956 e 1968. Durante 

os anos 1970 os surtos ocorreram na Tailândia, Sri Lanka, Vietnã, Paquistão, 

Camboja, Laos, Birmânia, Filipinas e India. Entre 1982 e 1998 o vírus se espalhou 

na Indonésia e foi identificado no sul de Sumatra, Jawa, Kalimantan, Sulawesi, 

Timor, Nusatengarra, Ilhas Molucas e Irian Jaya (BURT et al., 2012).  

A partir de 2000 o vírus reemergiu em países da África e Ásia causando 

surtos e epidemias de grande magnitude. Em 2006 e 2009, na Índia, análises 

filogenéticas das cepas virais encontradas em humanos e em Aedes Albopictus 

indicaram que esta espécie foi a principal vetora do vírus na transmissão de CHIKV 

no continente Asiático (KUMAR et al., 2012). 

Em 2013 o genótipo asiático do VCHIK foi introduzido nas Américas pelas 

ilhas do Caribe, por viajantes que estiveram em áreas afetadas da Ásia e África e 

logo casos autóctones foram identificados, com 15.000 casos notificados. Em 2014 o 

vírus atingiu a América Central e do Sul causando surtos no Panamá, Nicarágua, El 

Salvador, Venezuela e Colombia (RÚA et al.; 2014). 

Em 2010 e 2014 casos importados foram identificados no Brasil em 

viajantes que estiveram no Caribe (ALBUQUERQUE et al., 2012; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014). O primeiro caso autóctone no Brasil foi confirmado no Amapá em 

2014 e surtos da doença foram estabelecidos na Bahia e no Amapa com 1422 casos 
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confirmados. Casos de Chickungunya foram registrados tambem no estado de 

Minas Gerais (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

 

2. 1. 3. 3. Bunyaviridae 

 

Os vírus pertencentes à família Bunyaviridae possuem envoltório 

lipoproteico, tamanho de 90-100 n, genoma constituído por RNA de fita simples e 

trissegmentados. Dois segmentos tem polaridade negativa, que são denominados 

de grande (L), médio (M) e pequeno (S). O segmento S do RNA viral codifica a 

proteína N. O segmento M codifica proteínas não estruturais do envelope viral, 

proteínas G1 e G2, proteína L e a proteína NS, responsáveis pela replicação viral 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1985).  

A família Bunyaviridae é constituída por mais de 300 vírus distintos 

antigenicamente, distribuídos em 4 gêneros: Bunyavirus, Phlebovírus, Nairovirus e 

Hantavirus, os quais ao menos 41 estão associados com doenças em humanos 

(FIGUEIREDO, 1990; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1985). 

No Brasil, o vírus da família Bunyaviridae mais importante, do ponto de vista 

epidemiológico, é o vírus Oropouche, por causar epidemias extensas na Região 

Amazônica (FIGUEIREDO, 1990; GLUBER, 2002; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 1985).  

 

2. 1. 3. 3. 1 Vírus Oropouche 

 

O VORO é um Bunyavirus da família Bunyaviridae, do gênero 

Orthobunyavirus, pertencente ao sorogrupo Simbus. É um dos mais importantes 

arbovírus do Brasil, pois causa importantes epidemias explosivas da febre do 

Oropouche, e em curto período de tempo milhares de pacientes são acometidos 

simultaneamente. A doença tem início abrupto com sintomas de febre, cefaléia, 

mialgias, artralgias, anorexia, tonturas, calafrios e fotofobias (VASCONCELOS et al., 

1992). 

O VORO é transmitido entre humanos em zonas urbanas pela picada do 

mosquito Culicoides paraensis. O provável vetor silvestre do vírus é o Aedes 

serratus. Macacos e preguiças podem servir como reservatório no ciclo silvestre. A 

ligação do ciclo de transmissão silvestre com o ciclo urbano se dá quando o homem 
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se infecta em áreas enzoóticas e, em fase virêmica, adentra nas cidades (ROBERTS 

et al., 1981). 

O primeiro isolamento do VORO no Brasil ocorreu em 1960, de um pool de 

Aedes serratus a partir do sangue de uma preguiça (Bradypus tridactylus). Já o 

primeiro surto de febre pelo VORO no Brasil foi em Belém em 1961, quando 159 

pessoas apresentavam sintomas de dor de cabeça, febre, dores nos músculos, nas 

articulações e dorso, fotofobia, diplopia, náuseas e tonturas (PINHEIRO et al., 1962).  

Em 1988 uma epidemia causada pelo VORO foi registrada nos estados do 

Maranhão e Goiás, em cidades vizinhas. Os 65 pacientes apresentavam em comum 

febre, cefaléia, calafrios, mialgias e artralgias que duraram em média de 3 a 5 dias 

(VASCONCELOS et al., 1989). Em 2006 o VORO foi confirmado ser a causa de uma 

epidemia de febre em uma região localizada a oeste do Amazonas. Na ocasião, 119 

pacientes que apresentavam febre aguda, dores de cabeça, calafrios, tonturas, 

fotofobia, mialgia, náuseas e vômitos apresentaram anticorpos e alta prevalência do 

vírus nas amostras examinadas.  

Análises genéticas demonstraram que o genótipo II do VORO estava 

associado com a epidemia da doença (VASCONCELOS et al., 2009). Os genótipos I 

e II do VORO são mais comumente encontrados no Oeste e Leste da Amazonas e o 

genótipo tipo III foi descrito no Sudeste do Brasil (NUNES et al., 2005). 

 

2.2 Utilização de “animais-sentinela” na vigilância das arboviroses  

 

Os PNH apresentam-se como importantes hospedeiros vertebrados para os 

arbovírus (HERVÉ et al., 1986). Por se tratarem de espécies arbóreas e diurnas são 

mais frequentemente infectados por arbovírus do que outros animais terrestres, 

quando alimentam-se nas copas das árvores no mesmo horário de alimentação dos 

vetores (THOISY et al., 2003). Ao se infectarem produzem elevados títulos de 

anticorpos, viremia persistente e suficiente para infectar vetores. Portanto, são 

considerados reservatórios, hospedeiros, amplificadores e disseminadores de 

arbovírus (CALISHER, 1994) 

Os primatas são importantes reservatórios no ciclo de diversas zoonoses e 

como fazem parte de habitat com uma grande diversidade biológica, servem como 

modelos para estudos sobre a dinâmica da transmissão natural de patógenos. 
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Portanto, são considerados sentinelas naturais para a vigilância de vírus emergentes 

(WOLFE et al., 1998). 

Esses animais também podem ser sentinelas para investigação de 

epizootias de interesse em saúde pública, como no caso da FA, identificando-se 

precocemente a circulação do vírus em determinadas localidades e fornecendo 

indicações sobre os tipos de vertebrados selvagens que poderiam intervir no ciclo 

natural da doença. Desta forma a opção por utilizar animais capturados do mesmo 

ecossistema, como “animais sentinelas naturais”, para pesquisa de arboviroses 

torna-se o caminho mais seguro e factível (SVOBODA, 2014). 

Muitos estudos sorológicos em animais de vida livre são realizados através 

de inquéritos transversais em vários animais de uma única vez para detectar níveis 

de distribuição de soropositividade e de títulos de anticorpos. Uma resposta positiva 

da presença de anticorpos indica que o hospedeiro foi exposto ou respondeu ao 

antígeno (THOISY et al., 2003). Inquéritos sorológicos e isolamentos têm sido 

obtidos de primatas dos gêneros Cebus, Saguinus, Chiropotes (HERVÉ et al., 1986), 

Alouatta, Ateles e Callithrix (HÉRVE; TRAVASSOS DA ROSA,1983). 

Os antropóides primatas, incluindo o homem, possuem características 

fisiológicas e genéticas semelhantes, assim, possuem susceptibilidade a vários 

patógenos comuns que podem cruzar os limites das espécies, através de várias vias 

de transmissão, principalmente vetorial. A interação dos primatas selvagens que 

vivem em florestas tropicais com o ser humano tem aumentado por causa do 

ecoturismo e pela invasão de florestas, aumentando o risco de transmissão (WOLFE 

et al., 1998). 

Outras espécies de animais, como equinos e morcegos também podem 

agir como sentinelas para identificar a circulação de arboviroses de interesse em 

saúde pública em determinada região, fornecendo informações sobre a magnitude e 

dinâmica da transmissão dos arbovírus (CORRÊA et al., 2010; IVERSSON et al., 

2003; RODRIGUES et al., 2010; SILVA et al., 2014; TAURO et al., 2012; 

THOMPSON et al., 2015). 

 

2. 2. 1 Vigilância de epizootias em primatas não humanos 

 

Epizootias envolvendo 4 macacos sentinelas foram investigadas para 

detectar o agente causador da morte dos animais na região de Belém. Na ocasião o 
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VESL foi isolado a partir de amostras sanguíneas de aves e de amostras de Culex 

declarator, ratificando a importância da participação desses hospedeiros no ciclo da 

encefalite de Saint Louis (VASCONCELOS et al., 1991). 

O VFA também foi identificado como a causa de epizootias nos municípios 

de Jaraguari, Nioaque e São Gabriel do Oeste, no estado do Mato Grosso do Sul, 

em 2002, segundo dados do Ministério da Saúde, indicando uma provável relação 

com os casos de FA humana no mesmo período (GUERRA, 2009).  

Em outra ocasião, do período de dezembro de 2003 a junho de 2004, o VFA 

foi identificado como sendo a causa de epizootias de cinco primatas da espécie 

Alouatta seniculus encontrados mortos em parques ecológicos no município de La 

Paz e no departamento de Magdalena, ambos na Bolívia, pela técnica de RT-PCR 

de amostras de tecido hepático coletadas. Das cinco amostras processadas quatro 

amplificaram o VFA, demostrando a evidência da atividade enzoótica da FA na 

região onde sessenta e quatro pessoas foram infectadas pelo vírus (35% de 

mortalidade) (MÉNDES et al., 2007). 

Epizootias em primatas pelo VFA foram relatadas em várias regiões do 

estado do Mato Grosso do Sul e no Paraná em 2008. Nas duas ocasiões isolou-se o 

vírus da FA, pelas técnicas de isolamento viral e RT-PCR, a partir das amostras de 

vísceras e de material sanguíneo de dois primatas do gênero Alouatta que foram à 

óbito no município de Anastácio, em Mato Grosso do Sul e em Rio Bonito do Iguaçu, 

no Paraná (BATISTA, 2008; TRANQUILIN et al., 2013). 

No período de 2008 a 2009 foram notificados 958 eventos envolvendo a 

morte de primatas no Rio Grande do Sul, totalizando 2.016 animais mortos, sendo 

que destes 204 foram positivos laboratorialmente para o VFA, demonstrando a 

ocorrência de epizootias precedentes aos 21 casos humanos de FA ocorridos no 

Estado no mesmo período (OLIVEIRA; LOPES; BAIRROS, 2010; RIO GRANDE DO 

SUL, 2011), assim como em 2001(SALLIS et al., 2003).  

De setembro de 2008 até 26 de maio de 2009 foram notificados 84 eventos 

envolvendo a morte de primatas não humanos acometendo pelo menos 141 animais 

distribuídos em 34 diferentes municípios do Estado de São Paulo. Destes, três foram 

confirmados laboratorialmente infectados por FA (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009b). 

 

 

 



 
 

37 

2. 1. 2 Inquéritos sorológicos em animais-sentinela 

 

Inquéritos sorológicos em animais sentinela são utilizados tanto para 

monitoramento de vírus quanto para confirmar a circulação viral em localidades 

específicas, como durante um surto de MAY e FA em Belterra, no estado do Pará 

em 1978, quando alta prevalência de anticorpos do VMAY foi encontrada nos 

Callithrix argentata durante a investigação nos hospedeiros vertebrados. Das 119 

amostras testadas por IH, 32 (19%) foram positivas para o VMAY e 5 (4%) foram 

positivas para o VFA, indicando que essa espécie de primata foi a principal 

hospedeira amplificadora do VMAY e do VFA durante o surto (HOCH et al., 1981). 

Em um estudo realizado no Paraná em 1997 para identificar o agente 

causador de encefalites em equinos, foram analisadas amostras sorológicas de vinte 

e dois equinos para detecção de anticorpos e amostras de 1.883 culicídeos na 

tentativa de isolamento viral. Tanto as amostras dos equinos quanto dos culicídeos 

foram negativas (FERNÁNDEZ et al., 2000). Os resultados negativos das amostras 

podem ser decorrentes da influência de fatores biológicos, ecológicos e físicos na 

transmissão dos arbovírus naquele tempo e espaço, tais como, pequena quantidade 

de mosquitos coletados, densidade vetorial baixa devido às condições ambientais e 

do estado imune e nutricional do hospedeiro (VASCONCELOS et al., 1991). 

Para determinar se a infecção pelo VMAY estava difundida na Guiana 

Francesa, inquéritos sorológicos realizados em primatas e em humanos foram 

realizados. Durante o estudo soros de 106 Alouatta seniculus e 44 Saguinus midias 

foram testados pela técnica de IH. A maior prevalência de anticorpos para o VMAY 

foi encontrada em Alouatta seniculus (70/66%) e em Saguinus midias (8/18,2%). 

Dos soros humanos testados 6,3% foram positivos para VMAY e a prevalência foi 

maior em pessoas que mantêm contato com a floresta, indicando que o vírus circula 

naquele país (TALARMIN et al., 1998). Outro inquérito sorológico para o VMAY com 

vinte e oito mamíferos da floresta da Guiana Francesa revelou uma soroprevalência 

de 0 a 52% para o VMAY (THOISY et al., 2003). 

Após o isolamento do VFA em um primata da espécie Alouatta caraya morto 

em 2001, no Rio Grande do Sul, outros estudos ecológicos foram desencadeados 

para pesquisa de arbovírus. Na ocasião estudos entomológicos com coletas de 

vetores foram realizados e o VFA foi isolado a partir de vinte e três mosquitos da 
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espécie Haemagogus leucocelaenus, incriminando-os como importantes vetores na 

epidemiologia da doença (VASCONCELOS et al., 2003). 

Em 2002, no estado do Rio Grande do Sul, foi implantada pela Secretaria de 

Estado de Saúde, ações de vigilância ativa da FAS em primatas e em vetores com 

objetivo de identificar e definir precisamente áreas silvestres de risco para ocorrência 

do vírus amarílico. Esse tipo de monitoramento é realizado através de captura e 

manejo de PNH com o uso de dardos anestésicos e com coleta de material 

sanguíneo para isolamento viral e detecção de anticorpos. As capturas mostraram-

se bastante eficientes permitindo ter uma amostra da situação dos animais com 

relação à circulação do vírus sem a necessidade de sacrifício de nenhum animal, 

adequando a vigilância à legislação ambiental. Até aquele momento, apenas em um 

animal (Alouatta caraya) foi detectado presença de anticorpos para VFA (TORRES 

et al., 2003).  

Entre 2002 e 2007, no Rio Grande do Sul, foram capturados 181 macacos 

de duas espécies de Alouatta (Alouatta caraya e Alouatta guariba clamitans) 

provenientes de várias regiões do Estado. Nas amostras de soro dos primatas foram 

detectados anticorpos para o VORO (n=1) e VESL (n=16) pelo teste de IH e NT 

(ALMEIDA et al., 2008). 

Em 2001, com objetivo de buscar evidências da circulação do VFA e de 

outras arboviroses nas províncias de Chaco e Corrientes no Nordeste da Argentina, 

uma pesquisa em material biológico de sete PNH, capturados através de rifle com 

dardos anestésicos, resultou em quatro macacos positivos para o VESL através da 

técnica de IH. Nenhuma das sete amostras positivou para o VFA. Das quatro 

amostras positivas, duas apresentaram isolamento viral, confirmando a infecção pelo 

VESL em macacos no Nordeste da Argentina e reforçando a possível intervenção 

desses primatas no ciclo natural do vírus. Além dos macacos, o VESL foi isolado de 

pacientes, roedores e mosquitos (BOTTINELLI et al., 2002). 

Durante o período de junho de 2004 a dezembro de 2005, amostras de 

sangue de 133 primatas de três espécies, capturados através de armadilhas na 

região de Porto Rico no Nordeste do estado do Paraná, e de 23 equinos foram 

submetidas ao teste de IH e ao teste de NT. Vinte e uma amostras dos primatas e 

nove de equinos apresentam títulos para VESL. Esse foi o primeiro relato de 

soroprevalência de anticorpos específicos do VESL em macacos selvagens na 
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região Sul do Brasil, incriminando-os na manutenção natural do ciclo da ESL na 

região do Conesul (SVOBODA et al., 2014).  

Em estudos realizados no ano de 2005 o VORO foi isolado a partir de 

amostras de um primata do gênero Callithrix em Minas Gerais. Anticorpos do vírus 

VORO também foram observados em aves silvestres capturadas na região Sul do 

Brasil (NUNES et al., 2005). 

Após isolamento do VFA em macacos de São José do Rio Preto e de dois 

casos humanos fatais no estado de São Paulo em 2011, foram conduzidas 

expedições para avaliação eco-epidemiológica da FA com coletas de sangue de 108 

primatas de três espécies diferentes. Do total de amostras analisadas quatro foram 

positivas pela técnica de isolamento viral e RT-PCR, confirmando a circulação do 

vírus mesmo de forma esporádica no estado de São Paulo, reforçando a importância 

da vacinação em áreas consideradas de risco (MORENO et al., 2011). 

No período de janeiro a março de 2008 no departamento de San Pedro, na 

região central do Paraguai, um inquérito em 35 primatas foi realizado com objetivo 

de buscar evidências da circulação do VFA. O vírus não foi isolado em nenhuma 

amostra biológica pelo isolamento viral e pelo teste de NT. Provavelmente o não 

isolamento do VFA nas localidades estudadas se deu pelo baixo número de 

primatas capturados no momento do estudo (ROIG et al., 2009).  

Equinos também são considerados animais sentinelas para pesquisa da 

circulação de arboviroses, como foi demonstrado em estudos sorológico com 1401 

equinos proveninetes de várias regiões do Brasil, incluindo do município de 

Maracajú, no estado do Mato Grosso do Sul. O estudo avaliou e investigou a 

circulação de arbovírus nas localidades pesquisadas. Foram detectados anticorpos 

neutralizantes específicos para VESL e para vírus Ilheus (VILH) (RODRIGUES et al., 

2010), assim como em cavalos da Argentina (TAURO, 2012), confirmando uma 

ampla distribuição de VESL e outros arbovírus na região Conesul da América do Sul 

(RODRIGUES et al., 2010). 

Inquéritos sorológicos em equinos foram realizados no Pantanal com 

objetivo de detectar infecções por arbovírus que causam encefalites em humanos. 

Os resultados dos testes sorológicos evidenciaram que o VESL e o VROC estão 

amplamente distribuídos no estado do Mato Grosso do Sul, assim como em cavalos 

da Paraíba, Rio de Janeiro e São Paulo (SILVA et al., 2014; TAURO et al., 2012; 

SILVA et al., 2013; CORRÊA et al., 2010).  
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Evidências sorológicas confirmaram a presença do VNO através de 

inquéritos em equinos na região do Pantanal através da técnica de Neutralização 

(CORRÊA, 2011; MELANDRI et al., 2012; SILVA et al., 2013). Em um desses 

estudos foi demonstrado a presença de anticorpos do VNO em cavalos do estado da 

Paraíba (SILVA et al., 2013) e em galinhas do Pantanal (MELANDRI et al., 2012), 

demonstrando a emergência do VNO em regiões do País. 

Em uma investigação preliminar, pela presença de arbovírus em amostras 

de culicídeos capturados na sub-região da Nhecolândia no Pantanal do Mato Grosso 

do Sul no ano de 2010, foram identificadas 22 espécies de culicídeos, sendo que 10 

das quais já foram reportadas como vetores de importantes arbovírus, tais como do 

gênero Culex e Sabethes. Na ocasião nenhum vírus foi isolado das amostras 

coletadas e os resultados de detecção de RNA viral também foram negativos. Os 

resultados desse estudo sugerem que a sub-região da Nhecolândia é importante 

área de vigilância para arbovírus no Centro-Oeste do Brasil, pelas condições 

ambientais e climáticas favoráveis à circulação de arboviroses (CORRÊA et al., 

2010). 

Inquéritos sorológicos em aves selvagens sentinelas são também ações 

efetivas e factíveis na vigilância de arbovírus nos EUA e na Europa (JOZAN et al., 

2003; LÓPEZ et al., 2011). A vigilância de epizootias em aves hospedeiras causadas 

pelo VNO é considerada uma estratégia efetiva para vigilância do vírus, como 

demonstrado em estudos realizados com carcaças de aves de rapina coletadas nos 

EUA entre 2001 e 2004, utilizando métodos de detecção de antígenos e de 

isolamento viral (ELLIS et al., 2007).  

O vírus também foi isolado em corvos que morreram durante um surto de 

FNO em humanos no verão de 1999 em Nova York, New Jersey e em Connecticut, 

definindo que o VNO foi a causa do surto em humanos no mesmo limite geográfico e 

temporal (EIDSON et al., 2001).  

Curiosamente, PNH foram considerados sentinelas para investigação 

epidemiológica durante período em que uma epidemia de encefalite e meningite 

ocorreu no Canadá. Na ocasião um animal no Canadá (Macaca sylvanus), que 

apresentou sinais clínicos neurológicos, foi positivo para o VNO nas técnicas de RT-

PCR, IH, isolamento e imunohistoquímica. Após a confirmação diagnóstica, outros 

trinta e três PNH foram testados, sendo que três animais foram positivos para VNO 

na IH e dois destes três foram positivos na NT (OLBERG et al., 2004).
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3 OBJETIVO 

 

3.1. Objetivo geral 

 
Detectar infecções por arbovírus em primatas não humanos de vida livre 

capturados no estado do Mato Grosso do Sul. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 
Para a consecução do objetivo geral seguem os objetivos específicos: 

a) realizar inquéritos sorológicos para detectar a presença de anticorpos 

específicos para arbovírus de interesse em saúde pública nos primatas 

não humanos capturados; 

b) identificar soropositividade e títulos de anticorpos contra arbovírus em 

populações de primatas não humanos capturados; 

c) detectar genoma viral de arbovírus através da técnica de RT-PCR em 

amostras sanguineas de primatas não humanos capturados; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Tipo de pesquisa 

 

O modelo da pesquisa é descritivo do tipo inquérito, seccional, com coleta 

de dados primários. 

 

4.2 Local e período da pesquisa  

 

A pesquisa desenvolveu-se em regiões de matas dos municípios de Campo 

Grande, Aquidauana, Jardim, Miranda, Bodoquena e Coxim, selecionados por 

critério de risco de transmissão entre pessoas susceptíveis, e dos municípios 

Corumbá, por fazer fronteira com os países da Bolívia, onde a informação sobre a 

circulação de arbovírus é escassa, e no município de Mundo Novo, selecionado por 

fazer fronteira com o Paraguai e com o estado do Paraná (Figura 4). A pesquisa 

ocorreu no período de fevereiro de 2012 a outubro de 2014. Nesses municípios 

observa-se a predominância do ecossistema Cerrado que é caracterizado por 

árvores baixas, inclinadas e tortuosas de tronco fino. O cerrado apresenta estações 

climáticas bem definidas; uma estação chuvosa no verão, que ocorre de outubro a 

abril, e uma estação seca no inverno, que se estende de junho a agosto. 

O município de Campo Grande, capital do Estado de Mato Grosso do Sul, 

está situado na região central do Estado, com altitude aproximada de 532 metros 

acima do nível do mar (20°26’34’S e 54°38’47’W). Possui uma área estimada em 

8.096,05 km2 e sua população é cerca de 765 mil habitantes.  

O município de Corumbá situa-se a 415 km da capital Campo Grande, na 

região do pantanal sul matogrossense, (19°00’33’S e 57°39’12’W) com altitude de 

188 metros acima do nível do mar. O município faz fronteira com a Bolívia e possui 

uma área estimada em 64.960,86 Km2, sua extensão representa 18,19% do Estado, 

sua população é de 101.089 habitantes. 

O município de Aquidauana localiza-se no sul da região Centro Oeste do 

Brasil, no Pantanal Sul-Mato-Grossense (Microrregião de Aquidauana), situada 

numa região da Serra da Piraputanga e de Maracaju. Localiza-se na latitude de 

20º28’15” Sul e longitude de 55°47’13” Oeste.  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Microrregi%C3%A3o_de_Aquidauana
http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
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No município de Jardim os animais foram capturados no Balneário municipal, 

onde turistas de todo o mundo frequentam. O município de Jardim está localizado no 

sudoeste do Estado (“21º28’49” e 56º08’17’’). Possui uma extensão territorial de 

2.207,6 km². 

No município de Miranda os animais foram capturados em um parque hotel 

localizado na Estrada Parque Pantanal, pantanal Sul-Mato-Grossense, entre os 

pontos de coordenada geográfica 20º30’S e 56º15’W. No município de Corumbá o 

PNH foi capturado na sub-região da Nhecolândia no Pantanal Sul Mato-Grossense 

(18º20’-19º40’S e 57º57’-55º00’W). 

O município de Mundo Novo está situado no sul da região Centro-Oeste do 

Brasil, no Sudoeste do estado do Mato Grosso do Sul, possui Bioma de Mata 

Atlântida e uma área estimada de 477.783 km². Sua população estimada é de 

17.043 habitantes e o município faz divisa com a cidade de Guaíra, no estado do 

Paraná, e com a cidade paraguaia de Salto del Ghairá. As amostras dos animais 

foram coletadas em duas localidades. A primeira localidade estudada foi em um 

fragmento florestal próximo a rodovia BR 163 (23º54’15,7”S e 54º18’9.4”W), a qual 

passa de Santarém, no estado do Pará, até Tenente Portela, no Rio Grande do Sul. 

A localidade é caracterizada por ser um local de parada e descanso de 

caminhoneiros de todo o País onde o contato entre a população humana e os 

animais favorece alto risco de transmissão de doenças. A outra localidade estudada 

situa-se num fragmento de floresta no centro do município de Mundo Novo, em uma 

propriedade particular (23º56’16,3’S e 54º 17’ 8.9”W), onde os PNH são de vida livre 

e adaptados a convivência humana, ocorrendo um contato muito próximo entre os 

PNH e seres humanos. 

O município de Coxim está situado na Bacia do Alto Paraguai e é um dos 

principais pontos de pesca do país, atraindo milhares de turistas e pescadores. Está 

situado no norte de Mato Grosso do Sul (Microrregião do Alto Taquari). Localiza-se 

na latitude de 18º30’25”Sul e longitude de 54°45’36” Oeste, distante 255 km da 

capital estadual. 

O município de Bodoquena está situado na região da Serra da Bodoquena e é 

um dos municípios que integram o complexo turístico do Parque Nacional da Serra 

da Bodoquena, apresentando grande potencial turístico. A cidade está localizada a 

oeste de Mato Grosso do Sul e próximo à fronteira com o Paraguai e Bolívia. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Mesorregi%C3%A3o_do_Centro-Norte_de_Mato_Grosso_do_Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Microrregi%C3%A3o_do_Alto_Taquari
http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
http://pt.wikipedia.org/wiki/Parque_Nacional_da_Serra_da_Bodoquena
http://pt.wikipedia.org/wiki/Parque_Nacional_da_Serra_da_Bodoquena
http://pt.wikipedia.org/wiki/Paraguai
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bol%C3%ADvia
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Localiza-se a uma latitude 20º32'19"Sul e a uma longitude 56º42'54"Oeste, distante 

a 251 km da capital estadual. 

 

Figura 4 - Mapa do estado do Mato Grosso do Sul, Brasil, com os municípios de 
Aquidauana, Bodoquena, Campo Grande, Corumbá, Coxim, Jardim, 
Miranda e Mundo Novo em destaque (área de estudo).  

 

 

 

4.3 Fontes de dados 

 

Foram incluídas na pesquisa amostras de 59 primatas não humanos de vida 

livre provenientes dos municípios de municípios de Aquidauana (1), Bodoquena (3), 

Campo Grande (8), Coxim (8), Jardim (14), Miranda (2), além dos municípíos de 

Corumbá (1), que faz fonteira com a Bolívia, e Mundo Novo (22), que faz fronteira 

com o Paraguai e divisa com o estado do Paraná. As figuras 5 e 6 representam os 

gêneros de primatas não humanos capturados durante o estudo. 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste


 
 

45 

Figura 5 - Exemplares de primatas do gênero Sapajus capturados durante o estudo 
 

 

Foto: Batista (2010) 

 
Figura 6 - Exemplares de primatas do gênero Alouatta capturados durante o estudo 

 

 

Foto: Marcos Shiozama 
Fonte: Svoboda (2007) 

 

4.4 Procedimentos para coleta dos dados 

 

Para coleta de dados foi utilizada ficha de identificação, registro e coleta de 

amostras de primatas, que inclui todas as informações com as variáveis de interesse 

na pesquisa, como dados relativos à localidade (endereço, coordenadas, data, 

período e horário), dados relativos ao animal capturado (número do microchip a ser 

aplicado, espécie, sexo, faixa etária, peso, estado físico geral e dados biométricos) e 

dados relativos à amostra coletada (sangue, soro e tipo de exame a ser realizado). 



 
 

46 

4.4.1 Equipamentos de proteção individual (EPI) 

 

Foram utilizados os seguintes EPI, conforme necessidade: botas 

impermeáveis, aventais descartáveis, luva de raspa de couro (para contenção física 

manual dos animais), luvas de procedimento (colheita e processamento dos 

materiais biológicos), máscaras, óculos de procedimentos e equipamentos para 

comunicação de longo alcance. 

 
4.4.2 Animais 

 

O trabalho de campo foi previamente planejado em conjunto com técnicos 

das Secretarias Municipais de Saúde dos municípios selecionados e autoridades 

locais. Nas localidades estudadas, os animais de vida livre foram acompanhados 

durante algumas semanas, para verificar as características do grupo (locais mais 

frequentados, hábitos alimentares, número de indivíduos, entre outras) e para 

determinar os locais das “cevas”.  

 

4.4.3 Procedimentos utilizados para captura de primatas não humanos 

 

Os primatas de pequeno porte, gênero Cebus spp., foram capturados com 

armadilhas terrestres do tipo Tomahawk (Figura 7) e os primatas de grande porte, 

gênero Alouatta spp, foram capturados com uso de rifle com dardo anestésico 

(DUQUE; ROTUNDO, 2003) (Figura 8). A montagem das armadilhas ocorreu em 

local previamente determinado pela observação dos locais mais frequentados pelos 

primatas, isto é, no interior das matas, onde há possibilidade de visualização do 

grupo para com a ceva. Para as cevas foram utilizados vegetais como manga, 

laranjas, milho e outras, dependendo da preferência alimentar do grupo. O 

fornecimento dos alimentos no interior das armadilhas ocorreu em dias alternados 

durante aproximadamente duas a três semanas antes das capturas e diariamente na 

semana que precedeu a captura. O alimento não consumido pelos animais foi 

trocado por alimentos novos. Após a ceva inicial, utilizada como atrativo, as 

armadilhas foram instaladas e armadas de acordo com a metodologia adotada por 

Rocha et al. (2007). 
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Os animais capturados foram anestesiados utilizando protocolo anestésico à 

base de cloridrato de tiletamina associado com cloridrato de zolazepam, 4,4 mg/kg, 

administrados com seringas de 1 ml. A quantidade do fármaco foi adaptada ao peso 

do animal e a administração foi realizada via intramuscular (SANTOS et al.,1999). 

Em alguns casos os animais foram sedados com auxílio de zarabatanas com dardos 

anestésicos e contidos com auxílio de puçás e manipulados com luvas de raspa de 

couro (Figura 7). 

 
Figura 7 – Procedimentos utilizados para captura de primatas não humanos de 

pequeno porte. 
 

 

Legenda: A e B - armadilhas do tipo tomahawk armadas no interior da mata; C - primata do gênero 
Cebus capturado; D - processo de sedação pelo uso de zarabatana e dardo anestésico 
Foto: Batista (2010) 
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4.4.4 Colheita de material biológico 

 

Após a sedação completa, por punção da veia femoral ou braquial, foi 

coletado de 3 a 5 ml de sangue dos animais até 3 kg e 6 a 10 mL dos animais acima 

de 3 kg. Posteriormente, o sangue total coletado foi centrifugado a 1.000 rpm 

durante 10 minutos, para obtenção de soro. Alíquotas de soro e sangue total foram 

acondicionadas em criotubos, devidamente identificados. As amostras inicialmente 

foram congeladas em nitrogênio líquido e posteriormente armazenadas em freezer a 

-70ºC até o processamento (BRASIL, 2005). Dados biométricos foram coletados e 

cada animal foi monitorado por meio da temperatura corporal, frequência cardíaca e 

respiratória. Os dados obtidos foram anotados na ficha individual de identificação, 

registro e coleta de amostras de primatas (Figura 8). 

 

Figura 8 – Procedimentos com animais sedados 

 

 

Legenda: A - coleta de dados biométricos; B - coleta de material sanguíneo 
Foto: Batista (2010) 

 

4.4.5 Aplicação do microchip (transponder) de identificação 

 

Para controle futuro, foram aplicados microchips (“transponders”) de 

identificação, via subcutânea na região interescapular, com posterior leitura de 

confirmação com leitor específico. Antes de cada uso o microchip e o aplicador 

foram desinfectados por imersão em solução de álcool iodado a 2%.  
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4.4.6 Término dos procedimentos, acompanhamento e soltura dos animais 
 

Até o completo retorno anestésico, os animais foram mantidos em gaiolas 

apropriadas, cobertas por lona e afastados de fatores estressantes. Após o retorno 

anestésico os animais foram libertados ao nível do solo, antes do anoitecer, para 

diminuir a ação dos predadores noturnos. 

 

4.4.7 Diagnóstico laboratorial 

 

Os exames sorológicos e de isolamento viral das 59 amostras de primatas 

coletadas foram realizados na Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas do 

Instituto Evandro Chagas do Ministério da Saúde, localizado no município de 

Ananindeua no estado do Pará, e os testes de biologia molecular das amostras 

coletadas dos primatas dos municípios de Bodoquena e Mundo Novo (25) foram 

realizados no Laboratório de Entomologia Médica e Veterinária da Universidade 

Federal do Paraná.  

Para demonstração da presença e dosagem de anticorpos inibidores de 

hemaglutinação, as amostras séricas coletadas dos primatas foram testadas contra 

19 diferentes tipos de arbovírus, incuindo os gênero: Alphavirus (Encefalite Equina 

do Leste, Encefalite Equina do Oeste, Mayaro e Mucambo), Flavivirus (febre 

amarela, Ilheus, encefalite Saint Louis, Cacipacoré, Rocio e Bussuquara), 

Orthobunyavirus (Guaroa, Maguari, Tacaiuma, Utinga, Belém, Caraparu, Oropouche 

e Catu) e Phlebovirus (Icoaraci). O teste de IH utilizado foi padronizado pela seção 

de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas do Instituto Evandro Chagas (CLARKE; 

CASALS, 1958) seguindo um protocolo de Shope (1963) adaptado para 

microplacas.  

Todas as amostras sanguíneas foram submetidas ao teste de isolamento 

viral em camundongos recém nascidos e em culturas de células de Aedes albopictus 

(Clone C6/36). Camundongos foram observados diariamente, durante 21 dias e 

qualquer alteração observada foi anotada em cartões de identificações. As garrafas 

inoculadas foram observadas diariamente, durante dez dias em microscopio óptico 

invertido para a verificação de efeito citopático (ECP) (TRAVASSOS DA ROSA et al., 

1994). Quando a confirmação da replicação viral nas células é considerada, realiza-

se o teste de imunofluorescência indireta (IFI) (GUBLER et al., 1984) utilizando-se 



 
 

50 

anticorpos policlonais anti-Alphavirus, anti-Flavivirus, Anti-Orthobunyavirus e anti-

Phlebovirus (VASCONCELOS et al., 2003). 

Para detecção do RNA viral de Flavivírus presente nas amostras coletadas 

em Bodoquena e Mundo Novo foi realizado o teste de RT-PCR, pela amplificação do 

c-DNA obtido a partir do RNA viral. O protocolo utilizado nesse estudo foi adaptado 

por BONA et al. (2012), no qual houve a substituição dos primers espécie e soro 

específicos orginalmente utilizados por primers degenerados (genéricos) para o 

gênero Flavivirus (FG2 e FG1). Estes primers amplificam a região genômica NS5 

dos Flavivirus (FULOP et al., 2008). As cepas de Flavivirus utilizadas neste estudo 

como controles positivos foram: RNA viral do vírus da Dengue sorotipo 4 e RNA viral do 

vírus da Febre Amarela (cepa vacinal 17D), cedidas pelo Instituto Evandro Chagas. 

A extração de RNA viral foi feita usando um kit comercial QIAmp Viral Mini 

(Qiagen, USA), seguindo protocolo do fabricante. A transcrição reversa para 

obtenção do cDNA foi conduzida utilizando 2000 ng do RNA viral e 1 μL do primer 

FG1 que foram colocados em termociclador por 5 minutos a 70ºC. Em seguida foram 

adicionados 5 μL de tampão 5x [Tris-HCl 250 mM (pH 8.3); KCl 375 mM; MgCl 15 

mM], 0.5 μL de dNTPs e 20 unidades da enzima Transcriptase Reversa AMV 

(Promega, USA). As amostras retornaram para o termociclador por 90 min a 42 ºC e 

15 min a 70º C.  

A reação de amplificação (PCR) foi conduzida utilizando 3 μL do cDNA 

previamente obtido, 2.5 μL de tampão 10x [Tris-HCl 200 mM (pH 8,4); KCl 500 mM], 

1 μL do primer FG2, 1 μL do primer FG1, 1.5 μL de MgCl, 0.5 μL de dNTPs e 3 U de 

AmpliTaq Gold DNA polimerase (Applied Biosystems, USA). Por fim, para a 

obtenção dos produtos de amplificação, as amostras retornaram ao termociclador 

para 35 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 55 ºC por 1 minuto, e 72 ºC por 2 minutos. 

O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se um controle positivo do vírus da 

Febre Amarela (cepa 17D) e um controle negativo.  

Os fragmentos amplificados durante a etapa de PCR foram submetidos a 

uma corrida eletroforética horizontal em gel de policarilamida 10% e então 

visualizados em aparelho transiluminador sob luz ultravioleta.  
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4.5 Estratégias para análise dos dados 

Foi realizada a estatística descritiva, mediante representação tabular e 

gráfica. Para verficar possíveis associações entre as variáveis de estudo foi utilizado 

o teste qui-quadrado ou de Fisher, ao nível de significância de 5%. Foram utilizados 

os programas estatísticos Epi-Info versão 7 e o Bio Estat versão 5.3. 

4.6 Aspectos éticos 

 

O projeto foi autorizado pela Comissão de Ética e Pesquisa em Animais da 

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, protocolo número 462-2012 (ANEXO 

A). A participação dos animais no estudo foi autorizada e ocorreu de acordo com 

legislação específica que estabelece normas para captura e manejo de animais, 

através da autorização e licenças para fins científicos e didáticos –SISBIO (nº 

29430-1) emitida pelo IBAMA (ANEXO B). Além disso, contou com o apoio técnico, 

logístico, administrativo e de material permanente e de consumo da Secretaria de 

Estado de Saúde de Mato Grosso do Sul. As técnicas de captura e identificação dos 

animais foram as menos invasivas com propósito de preservar o bem estar e 

amenizar o estresse dos animais.  

A pesquisa em questão não acarretou em mudanças ambientais, tomando-

se os devidos cuidados durante a interação entre o pesquisador e os animais, para 

evitar a possibilidade de contaminação recíproca de doenças, tais como o uso de 

EPI adequados aos níveis de biossegurança. 

Os resíduos biológicos gerados no trabalho de campo, que apresentam 

risco potencial à saúde humana e ao meio ambiente, foram colocados em sacos 

plásticos resistentes na cor branca e incinerados, para destruição completa dos 

materiais orgânicos potencialmente patogênicos. Também foi considerada a limpeza 

e a desinfecção do local de trabalho, utensílios, equipamentos e veículos como 

forma de reduzir o risco à saúde humana e ao meio ambiente. 

O transporte do material biológico foi apropriado e garantiu a integridade, 

conservação e inviolabilidade da embalagem até o momento da sua utilização, de 

forma que não expôs a riscos desnecessários os profissionais envolvidos no 

transporte, a população e o meio ambiente. 
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5 RESULTADOS  

 

Os resultados, como referem-se aos três objetivos específicos, serão 

apresentados sob a forma de artigos que correspondem aos mesmos. 

O primeiro artigo, que diz respeito à detecção de arbovírus de interesse em 

saúde pública em primatas de vida livre do Novo Mundo (Cebus spp.; Alouatta 

caraya) capturados em Mato Grosso do Sul, Brasil, foi publicado na Revista da 

Sociedade Brasileira de Medicna Tropical em novembro de 2013. 

O segundo artigo refere-se à avaliação de arbovírus de interesse da saúde 

pública em primatas não-humanos de vida livre e foi publicado na Revista da 

Sociedade Brasileira de Medicina Tropical em março de 2015.  

O terceiro artigo refere-se à serosurvey of arbovirus in free-living Non-human 

Primates (Sapajus spp.), in the Southern Cone region, Brazil, foi encaminhado para 

avaliação no periódico Zoonoses and Public Health, cujo documento de envio 

compõe o anexo C. 
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5. 1 Artigo 1 - Publicado na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina 

tropical 
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5. 2 Artigo 2 - Publicado na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina 

Tropical 
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ABSTRACT 

 

This is a descriptive study of type survey in order to investigate the presence of 

arboviruses that could potentially cause outbreaks and epidemics and negatively 

affect public health, in free-living non-human primates (NHP) from municipalities of 

Mato Grosso do Sul. In the present study, was conducted seroepidemiological 

surveys in non-human primates captured in forests regions of the municipalities of 

Bodoquena (3), Coxim (8), Jardim (10) and Mundo Novo (22), on the border between 

Brazil and Paraguay and border with the state of Paraná. All samples used in this 

study were analyzed by hemagglutination inhibition test for detection of arbovirus 

antibodies and the samples from Mundo Novo and Bodoquena municipalities were 

analyzed by molecular biology technique for detection of Flavivirus genome. Mayaro 

virus antibodies were detected in samples of primates from municipality of Coxim (2) 

and the municipality of Jardim (1). Arbovirus belonging to the genus Flavivirus was 

detected in primates captured in the municipality of Coxim (4) and Mundo Novo (22). 

Arbovirus belonging to the genus Alphavirus was detected in primates captured in 

the municipality of Jardim (1). All samples tested from Bodoquena and Mundo Novo 

municipalities (25) were negative for detection of Flavivirus genome. Results of this 

study have shown that animals were infected by the arbovirus belonging to the 

Flavivirus genus and to the Alphavirus genus, in addition to the virus Mayaro at some 

point in their lives, suggesting the arboviroses circulation in the regions studied. The 

negative results by the molecular biology technique indicated that animals were not 

infected at the time of collection. This kind of studies, using molecular biologic tests, 

shows the requirement of a continuous surveillance of the activities of arboviruses, 

identifying the transmission risk areas that human populations are exposed, 

preventing infections and avoiding negative impacts to public health.  

 

Key words: public health - non-human primates - arbovirus infection - molecular 

biology 
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INTRODUCTION 

 

Arboviruses are classified according to their antigenic properties. Recently, 

they have been classified into the following five families, based on their 

physicochemical characteristics: Bunyaviridae; Flaviviridae; Reoviridae; 

Rhabdoviridae and Togaviridae1. All viruses of the families exhibit a genome 

composed of ribonucleic acid (RNA), which may or may not be segmented2. 

Viruses belonging to the family Flaviviridae and the genus Flavivirus are the 

most relevant for public health. This genus is composed of approximately 70 viruses, 

which exhibit cross-reactivity. The Yellow Fever Virus (YFV), the Dengue Virus 

(DENV), the Japanese Encephalitis Virus (JEV) and the Saint Louis Encephalitis 

Virus (SLEV) are the most common arboviruses that affect humans worldwide3. 

These viruses can cause fever, encephalitis, hemorrhages and liver disease among 

vertebrates and present high morbidity and mortality rates4. 

Most of the arboviruses in Brazil are found in the Amazon region and are 

maintained in nature through wild zoonotic cycles, which involve haematophagous 

vectors and wild host reservoirs1. Humans who live in close contact with the wild 

environment, where the ecological niche of arboviruses can be found, are more 

commonly infected5. 

Interestingly, the interface of tropical forests, which involves wide 

biodiversity, farming communities, high human population density, domestic animals 

and agriculture, has been associated with the increase of arbovirus transmission in 

several areas (e.g. the Amazon region)6. In general, free-living NHP are found in 

several natural habitats and share similar physiological and genetic characteristics 

with humans. Therefore, they are susceptible to several common pathogens and are 

considered important wild hosts of arboviruses. These animals can act as models for 

studies on the dynamics of the natural transmission of pathogens, serving as 

sentinels for the surveillance of emerging viruses7. Furthermore, the presence of high 

titers of antibodies and persistent viremia, sufficient to infect vector species, is one of 

the most important factors to determine the effectiveness of an animal as a reservoir, 

host and disseminator of arboviruses8. 

Recently, due to the expansion of ecotourism and the invasion of forests, the 

interaction between NHP and humans has increased, leading to an increase in the 

risk of transmission of the virus by vectors7. Other factors such as ecological changes 
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resulting from economic development, agriculture, population growth, international 

travel, trade of wild animals, microbial adaptation and the inefficiency of disease 

control programs could also contribute to the increase in the transmission of these 

emergent viruses2. 

Emerging arboviruses could potentially cause significant disease and greatly 

impact public health services. Surveillance of these arboviruses could enable the 

early detection of cases and the prevention of large outbreaks. Laboratory tests to 

diagnose these infections are of great importance given that the diagnosis based on 

clinical evidence is not easy, especially during the initial phase of the disease when 

the symptoms are non-specific8. 

The aim of the present study was to investigate the presence of arboviruses 

in asymptomatic NHP living in the municipalities of Bodoquena, Coxim and Jardim in 

the municipality of Mundo Novo, on the borders with the state of Paraná and 

Paraguay, both in the state of Mato Grosso do Sul. In addition, the epidemiological 

consequences of this study were discussed, providing important data that could lead 

to better prevention and control of these zoonoses. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Study area - The present study was conducted during November 2012 in two 

locations of the municipality of Mundo Novo, during October 2013 in the municipality 

of Bodoquena and Jardim and during April 2014 in the municipalities of Coxim, Both 

in the state fo Mato Grosso do Sul (Figure 1).  

The municipality of Mundo Novo is located in the southern Midwest region of 

Brazil, specifically in the Southwest of the state of Mato Grosso do Sul, close to the 

border towns of Guaíra (state of Paraná) and Salto del Ghairá (Paraguay). The 

former area is a fragment of forest near the BR 163 highway (23º54'15.7"S and 

54º18'9.4"W). This highway links the municipality of Santarém (state of Pará) to 

Tenente Portela (state of Rio Grande do Sul). Truckers from many locations use this 

highway and may come into contact with animals and increase the risk of viral 

transmission. The latter site is situated in a fragment of forest in the center of Mundo 

Novo (23º56'16.3'S and 54º17'8.9"W), where free-living NHP are adapted to living in 

close contact with humans (Figure 1). In the municipality of Mundo Novo, there is a 

predominance of the Cerrado ecosystem, which is characterized by low, sloping and 

twisted trees. The Cerrado has well-defined climatic seasons: a rainy season during 

the summer (from October to April) and a dry season in the winter (from June to 

August).  

The Bodoquena municipality is located in the Southwest region of the State 

of Mato Grosso do Sul (20°32'19'' S, 56°42'54'' W) within the Pantanal region, which 

is a seasonal tropical wetland with an area of approximately 140,000km². This area is 

considered to be one of the largest freshwater ecosystems in the world.  

Jardim municipality is located in the southwest of the state (21º28’49”S and 

56º08’17”W). It has a territorial extension of 2,207.6km², with a humid subtropical 

climate and temperatures of 15-39°C.  

The fourth study area comprised a fragment of forest in the Coxim 

municipality. It is located in the North of Mato Grosso do Sul (18º30’25”S and 

54°45’36”W) and at the confluence of the Coxim and Taquarí rivers. Its economy is 

based on tourism, fishing and animal husbandry. 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Mato_Grosso_do_Sul
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Coxim_(river)&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Taquar%C3%AD&action=edit&redlink=1
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Figura 1 - Map of the State of Mato Grosso do Sul, Brazil , with the municipalities of 

Bodoquena, Coxim, Jardim e Mundo Novo highlighted (study area). 

 

Sample collection - Blood samples (43) were collected from free-living NHP 

(Sapajus spp.). The animals were captured using Tomahawk traps9. They were 

anesthetized (chlorhydrate tiletamine plus zolazepam)10 and the intramuscular dose 

was adjusted based on the weight of the animal. The blood samples were frozen in 

liquid nitrogen and subsequently stored at -70 °C until processing. All procedures 

were performed by a team of biologists and veterinarians, and were authorized by 

the Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis 

(IBAMA) under protocol number 21808-1. 

Serological test - Serum samples were analyzed in the Hemagglutination 

Inhibition Test (HIT), using a panel containing 19 different arboviruses, distributed as 

follows: Alphavirus (WDDD, VWEE, VMAY and Mucambo virus), Flavivirus (VFA, 

Ilheus virus, SLEV, Cacipacoré virus VROC and Bussuquara virus), Orthobunyavirus 

(Guaroa virus, Maguari virus, Tacaiuma virus, Utinga virus, Bethlehem virus, 

Caraparu virus, VORO and Catu virus) and Phlebovirus (Icoaraci virus). The HIT 

used herein was standardized in the section of Arbovirology and Hemorrhagic Fevers 
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(SAARB) of the Instituto Evandro Chagas (IEC)11, according to the protocol adapted 

for micro-plates12. 

RT-PCR - The samples from Mundo Novo and Bodoquena municipalities 

were analyzed through RT-PCR in order to identify the arboviruses. A protocol 

previously described, with some modifications, was followed13. In particular, the 

primers were replaced by degenerated primers for the Flavivirus genus (FG1 and 

FG2), which amplify the NS5 genomic region14. 

The viral RNA was extracted using a commercial kit (QIAmp Viral Mini kit, 

Qiagen, USA), following the manufacturer's instructions. The reverse transcription to 

obtain the cDNA was conducted using 2000 ng of viral RNA and 1 μL of primer 

(FG1), before placing the material in a thermocycler for 5 min at 70 ºC. Subsequently, 

5 μL of 5x buffer [250 mM Tris-HCl (pH 8.3); KCl 375 mM; MgCl2 15 mM], 0.5 μL of 

dNTPs and 20 U of AMV reverse transcriptase enzyme (Promega, USA) were added. 

Finally, samples were put in a thermocycler for 90 min at 42 °C and for 15 min at 70 

°C. 

The amplification reaction was conducted using 3 μl of cDNA, 2.5 μl of 10x 

buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8.4); 500 mM KCl], 1 μl of each primer (FG1 and FG2), 

1.5 μl of MgCl2, 0.5 μl of dNTPs and 3 U of AmpliTaq Gold DNA polymerase (Applied 

Biosystems, USA). Finally, the samples were amplified in a thermocycler for 35 

cycles: 30 sec at 94 ºC, 1 min at 55 °C, and 2 min at 72 °C. A positive (Yellow Fever 

virus, 17D strain) and negative control were used in all reactions. 

The amplicons were subjected to electrophoresis, using a horizontal 

polyacrylamide gel (10%), and then visualized under an ultraviolet light device. All 

molecular biology tests were carried out in partnership with the Laboratory of Medical 

and Veterinary Entomology - Department of Biological Sciences, Universidade 

Federal do Paraná. 
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RESULTS 

 

Figures 2, 3 and 4 showed that none of the samples exhibited typical bands 

related to the Flavivirus in the electrophoresis with 10% polyacrylamide gel. 

Therefore, these samples were considered negative for the presence of arboviruses 

of this genus. 

 

Figura 2- Amostras (1-9) de PNH provenientes do município de Mundo 

Novo, Mato Grosso do Sul  

 

Nota: LD (LADDER): 100pb, CN: Controle negativo, CP: Controle positivo 
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Figura 3- Amostras (10-17) de PNH provenientes do município de Mundo 

Novo, Mato Grosso do Sul  

 

Nota: LD (LADDER): 100pb, CN: Controle negativo, CP: Controle positivo  

 

Figura 4- Amostras (10-17) de PNH provenientes dos municípios de Mundo 

Novo e Bodoquena, Mato Grosso do Sul  

 

 

Nota: LD (LADDER): 100pb, CN: Controle negativo, CP: Controle positivo
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In all of the free-living NHP assessed from Mundo Novo (22), antibodies 

against viruses belonging to the genus Flavivirus were detected, with antibody titers 

ranging from 20 to 40.  

Of the 8 non-humans primates assessed from Coxim municipality, four 

(50%) exhibited antibodies to viruses belonging to the genus Flavivirus (titers from 20 

to 640) and two (25%) exhibited a monotypic reaction to Mayaro virus (titers 80 to 

160). Of the 10 non-humans primates assessed from Jardim municipality, one (10%) 

exhibited antibodies to viruses belonging to the genus Alphavirus (titer 320), one 

(10%) exhibited a monotypic reaction to Mayaro virus (titer 160 ) (Table 1). 

 

Table 1 – Arbovirus identified in samples from forty-three non-human 

primates by capturing municipality, Mato Grosso do Sul, Brazil. 

 

Arbovírus 

Location of captur 

Jardim Coxim Mundo Novo Bodoquena 

(n=10) (n=8) (n=22) (n=3) 

Nº % Nº % Nº % Nº % 

Flavivirus - - 4 50 22 100 - - 

Alphavirus 1 10 - - - - - - 

Mayaro 1 10 2 25 - - - - 

Total 2 20 6 75 22 100 - - 
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DISCUSSION 

 

The presence of antibodies against Flavivirus and Alphavirus indicates the 

circulation of these viruses among the wild NHP investigated herein14. This result 

demonstrates a cross-reaction between the viruses belonging to the genus Flavivirus 

and Alphavirus, although it was difficult to identify the virus species and the precise 

time of infection. 

In these studies, the detection of antibodies against Flavivirus, Alphavirus 

and Mayaro virus in sentinel animals could indicate virus circulation. For example, 

antibodies against arboviruses have been detected in Spider monkeys (Ateles 

geoffroyi)15 and in Callithrix argentata16. Similar findings were reported in a sero-

epidemiological survey with 150 sentinel primates in French Guiana, indicating that 

this species of primate was the main amplifying host of MAYV during an outbreak in 

that country17, and a sero-epidemiological survey primates in the state of Mato 

Grosso do Sul. These studies confirmed the circulation of the following arboviruses: 

Mayaro (MAY); Oropouche (ORO); Cacipacoré and other Flavivirus18,19. 

Epidemiological studies conducted in other regions of Brazil suggest the 

involvement of free-living NHP in the maintenance of viruses in nature. Indeed, an 

investigation with 133 NHP, carried out from June 2004 to December 2005 on the 

border between of the states of Paraná and Mato Grosso do Sul, reported the 

presence of 21 animals that were positive for SLEV, an agent of neurological 

diseases in humans20. A similar study was carried out in Northern Argentina, where 

four samples were positive for SLEV21. In addition, during active surveillance of YFV 

in the state of Rio Grande do Sul, 181 NHP were analyzed and antibodies against 

OROV virus and SLEV were detected in one and 16 animals, respectively22. 

Curiously, an animal in Canada (Macaca sylvanus) which exhibited clinical 

neurological signs was positive for West Nile Virus (WNV) in the RT-PCR, HIT, virus 

isolation and immunohistochemistry. This case was diagnosed during the same 

period in which an epidemic of encephalitis and meningitis occurred in Canada. In 

the same area, out of another 33 NHP tested, three were positive for WNV in the HIT 

and two of these three were also positive in the serum neutralization (SN) 

technique23. 

It is known that the occurrence of arboviruses in humans is associated with 

its occurrence in NHP. Therefore, since 1999, new measures of virus surveillance 
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have been adopted in Brazil. For example, during the re-emergence of YFV between 

the years 2007-2009, 1,971 cases of the disease were reported, with 209 confirmed 

cases of YF in NHP in 19 states of the country24. After the occurrence of two fatal 

human cases of YF in the state of São Paulo in the same period, 108 samples of 

NHP were analyzed, resulting in four positive animals in the virus isolation and RT-

PCR25. 

Although the HIT is frequently used in serological surveys because it can 

detect antibodies for a long period after the natural infection, it is common to observe 

the occurrence of cross-reactivity with related viruses1. The positivity in this test 

indicates the exposure of the host to a number of arboviruses and the production of 

antibodies against them26. Therefore, it is a good method of detecting antibodies in 

animals caught in their natural habitat27. 

A study was conducted in Mato Grosso do Sul to detect arboviruses using 

the HIT test and serum-reduction by neutralization in plate (SRNP). The results 

suggest that horses can serve as sentinel animals to indicate the circulation of 

arboviruses. In this study, animals were positive for SLEV, the Ilheus virus (ILHV) 

and the Rocio virus (ROCV)28. Other serological surveys conducted in the same area 

(the Pantanal in Mato Grosso do Sul) used SN and found three animals positive for 

Cacipacoré virus, five for WNV, nine for SLEV and 18 for ILHV29, thereby 

demonstrating the virus circulation in this area30. 

The negative results in the viral isolation and RT-PCR indicate that recent 

infections in NHP had not been observed during the study period.  

The detection of viral genomes by RT-PCR could confirm the presence of 

the virus in the animal at the time of collection. This finding would provide evidence of 

the enzootic activity of the arbovirus in that area, as well as the risk of transmission to 

humans. However, based on the negativity in the RT-PCR and the positivity in the 

HIT of 22 animals, the municipality of Mundo Novo can be considered as an area of 

silent activity for Flavivirus. Similar findings have been reported in another study 

conducted in the Nhecolândia region (Pantanal, Mato Grosso do Sul, Brazil). In this 

study, 135 horses were tested by viral isolation, RT-PCR and SN, exhibiting positive 

results in the HIT and negative results in the RT-PCR. However, in the same area a 

high positivity was observed for the Eastern (VEEL) and Western Equine 

Encephalitis (VEEW) viruses in the SN, demonstrating that the sub-region of the 

Pantanal is an important silent area for these arboviruses31. 
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From December 2003 to June 2004, in a study performed in Colombia, the 

viral genome YFV was detected by RT-PCR in liver samples of NHP. The results 

confirmed the presence of the virus at the time of collection of dead animals, 

representing a risk of transmission to humans32. 

Sero-epidemiological studies of wild animals conducted through cross-

sectional surveys can indicate whether the host was exposed to the antigen and can 

be considered a sentinel for the active surveillance of arboviruses of public health 

interest. In general, animal infection precedes human infection. Therefore, these data 

could be useful in terms of preventing the occurrence of epidemics and reducing the 

negative impacts on health, tourism and trade in the regions affected33,20. 

In conclusion, although all samples were negative in the RT-PCR, the 

positive serological results suggest that arboviruses of the genus Flavivirus are 

present in the region studied. Further studies to monitor viral activity are essential in 

order to prevent infection in humans, especially considering those locations exhibits 

favorable conditions for the occurrence of arbovirus outbreaks. These studies will be 

of great importance, especially for public health policies. 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Magnitude e importância dos arbovírus 

 

Os arbovírus no Brasil podem causar surtos, epidemias e grande impacto na 

saúde pública, além de serem considerados endêmicos em algumas regiões do 

país. As síndromes clínicas causadas pelos arbovírus variam de acordo com a 

família, gênero e espécie infectante, que possuem características antigênicas e 

físicas químicas semelhantes, e são caracterizadas por quadros de doença febril 

agudo inespecífica, cefaléias e artralgias severas, como ocorre com o vírus 

Chikungunya, vírus Mayaro e o vírus Oropouche, febre exantemáticas e/ou 

hemorrágicas, como no caso do vírus da Dengue e da febre amarela. Outras 

espécies de arbovírus causam quadros de encefalites assépticas e meningites, 

como no caso do virus da encefalite de Saint Louis, vírus do Nilo Ocidental e outros 

vírus pertencentes ao mesmo gênero. 

A grande maioria dos arbovírus é transmitido em regiões silvestres e nesse 

ambiente a propagação do vírus ocorre num ciclo de transmissão entre animais e 

mosquitos, onde os vertebrados e insetos vetores são considerados hospedeiros, 

reservatórios amplificadores e disseminadores viral. O homem se torna susceptível 

quando entra em contato com o ciclo de transmissão da doença e pode se tornar 

reservatório quando está em fase virêmica, transmitindo o vírus para vetores 

potenciais.  

Vários fatores são responsáveis pela disseminação dos arbovírus, tais como, 

os relacionados ao aumento da atividade turística nas localidades onde os vírus 

circulam, os relacionados com as alterações ambientais e mudanças climáticas 

produzidas pelo homem, além de deslocamentos de hospedeiros infectados de 

regiões com circulação de arbovírus para regiões urbanizadas. 

 

6.2 Inquéritos sorológicos em animais sentinela 

  

Os primatas não humanos são considerados os principais vertebrados 

responsáveis pela disseminação de arbovírus em regiões de matas. Esses animais 

são infectados, produzem viremia e anticorpos contra o vírus infectante, podem 

adoecer e morrer por arboviroses. Como esses animais participam de habitats com 
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uma grande diversidade biológica e do ciclo de transmissão de diversas zoonoses, 

sendo considerados sentinelas naturais para vigilância, serviram como modelo de 

estudo para esta pesquisa.  

As pesquisas em arbovirologia envolve estudos em virologia, entomologia, 

sorologia, ecologia e zoologia e se propõem a descobrir medidas para impedir a 

disseminação destes agentes patogênicos entre populações sensíveis. A realização 

de inquéritos sorológicos em animais sentinelas para detecção de arbovírus, como 

parte da pesquisa em ecologia, envolve o conhecimento dos hospedeiros naturais e 

pode definir os locais com ciclos prováveis de transmissão. Este modelo de estudo 

ocorre em outras regiões do Brasil, nas Américas e em outras partes do mundo e 

pode ser realizado utilizando outras espécies de animais sentinelas, como os 

equinos.  

 

6.3 Detecção de soropositividade e de títulos de anticorpos em animais 

sentinela 

 

O diagnóstico laboratorial é de extrema importância para confirmar o agente 

causador da doença em regiões onde circulam várias espécies de arbovírus, 

principalmente pelos sinais clínicos inespecíficos causados por eles. A vigilância 

laboratorial também é utilizada para monitoramento das arboviroses e detecção de 

vírus em determinadas regiões. No presente estudo, foram utilizados as técnicas de 

diagnóstico sorológicas de Inibição de hemaglutinação, técnicas virológicas de 

isolamento viral e técnicas de biologia molecular para detecção da circulação de 

arbovírus em regiões de importância epidemiológica, como os municípios de 

Aquidauana, Coxim e Miranda, pela importância das atividades de pesca, 

Bodoquena e Jardim, pela importância no turismo ecológico, Campo Grande, pelo 

importante número de casos de viroses inespecíficas, além do município de Mundo 

Novo, que faz fronteira com o Paraguai e divisa com o estado do Paraná, e o 

municípío de Corumbá, que faz fonteira com a Bolívia. 

Durante a pesquisa foram detectados anticorpos inibidores de 

hemaglutinação para o vírus Mayaro em amostras de primatas do município de 

Coxim e Jardim, anticorpos para o vírus Cacipacoré do município de Aquidauana e 

para o vírus Oropouche do município de Miranda, evidenciando, mediante imunidade 
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específica, a circulação desses vírus nas áreas de estudo. Os resultados positivos 

na técnica sorológica utilizada é um indicador da circulação de arbovírus. 

Foram detectados anticorpos pertencentes ao gênero Flavivírus em primatas 

capturados no município de Coxim, Campo Grande, Jardim, Mundo Novo e vírus 

pertencentes ao gênero Alphavirus no município de Jardim, não sendo possível 

determinar a espécie de vírus nem quando os animais foram infectados, por ser uma 

técnica que detecta anticorpos totais por um longo período. Na sorologia por inibição 

de hemaglutinação é comum observar reação cruzada entre os vírus pertencentes 

aos mesmos gêneros, apesar de ser uma técnica sensível, precisa e bastante 

utilizada em inquéritos sorológicos em ambientes naturais.  

 

6.4 Detecção do genoma viral em animais sentinelas 

 

Apesar de todas as amostras testadas dos município de Mundo Novo forem 

negativas para detecção do genoma de Flavivirus, elas foram positivas na detecção 

de anticorpos para Flavivirus pela técnica sorológica. Isso indica que durante a 

coleta das amostras em Mundo Novo não havia infecção recente nos animais, mas 

indica que as regiões estudadas do município de Mundo Novo são áreas para 

detecção de atividade de Flavivirus no Brasil. Esse tipo de resultado foi semelhante 

ao encontrado na região do Pantanal em outro estudo realizado utilizando outras 

espécies de animais. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Estudos soro-epidemiológicos dessa natureza, envolvendo investigação em 

animais sentinela de vida livre, conduzidos através de inquéritos transversais, 

indicam que o hospedeiro foi exposto ao antígeno e é considerado um método de 

vigilância ativa para pesquisa de arbovírus de interesse da saúde pública, indicando 

a presença de arbovírus em localidades de importância epidemiológica e sugerindo 

o envolvimento dos primatas não humanos na manutenção do vírus na natureza, 

uma vez que a ocorrência de arbovírus em humanos está associada com a sua 

ocorrência nesses animais. Portanto, é um bom método de detecção de anticorpos 

nos animais capturados no seu habitat natural 

A presença de anticorpos contra vírus pertencentes ao gênero Alphavirus e 

ao gênero Flavivirus, além da presença de anticorpos específicos contra o vírus 

Cacipacoré, Mayaro e Oropouche nos animais investigados, indica a circulação 

desses vírus entre os primatas não humanos de vida livre nas localidades estudadas 

e o risco em que a população humana que entra em contato com o ciclo de 

transmissão silvestre está sendo exposta. 

Apesar dos resultados dos testes sorológicos indicarem reação cruzada 

entre Flavivirus e Alphavirus, não foi possível identificar as espécies de vírus 

pertencentes a estes gêneros e o tempo preciso da infecção dos animais, pois a 

técnica de diagnóstico sorológico utilizada nesse estudo detecta anticorpos totais por 

um longo período. 

Os resultados negativos no isolamento viral e RT-PCR indicam que não 

haviam infecções recentes nos animais durante o período do estudo, apesar da 

positividade para Flavivirus no teste de inibição de hemaglutinação dos 22 animais 

do município de Mundo Novo. Este achado proporciona evidência da atividade 

enzoótica de arbovírus nessa área, assim como o risco de transmissão para os 

seres humanos.  

As arboviroses representam um relevante problema para a saúde pública do 

do Mato Grosso do Sul, assim como em outras regiões do Brasil, quando 

consideramos a ocorrência de vetores pontenciais de arbovírus no Estado, a 

evidência da circulação de arbovírus causadores de surtos e epidemias nos animais 

capturados dos municípios estudados e as notificações de casos de doença febril 
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aguda inespecífica, casos de meningites, casos de paralisia flácida aguda, casos de 

febre amarela e dengue, por ano, sem diagnóstico laboratorial conclusivo.  

Esse tipo de pesquisa, utilizando técnicas de diagnóstico sorológico, 

virológico e de detecção de genoma, é necessário para evidenciar a magnitude do 

problema, intensificar e aprimorar as ações de vigilância das arboviroses com a 

finalidade de detectar precocemente a circulação viral antes incidir em seres 

humanos, evitando impactos negativos para a saúde pública, e para caracterizar a 

importância destes animais nos ciclos de transmissão das doenças.  
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