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RESUMO

SVOBODA W. K. Vigilancia de epizootias em primatas nio humanos (PNH) como
instrumento de monitoramento de arboviroses e outras viroses de interesse em satde
publica. 2007, 135 f, Tese (Doutorado em Ciéncia Animal, drea de concentragao em Sanidade
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2007.

Epizootias em animais selvagens podem ser consideradas importantes indicadores para satde
publica, porém pouco utilizadas em vigilancia epidemioldgica. Avaliagdo de primatas ndo
humanos (PNH), como “animais sentinelas”, foi realizada através deste estudo na regido do
municipio de Porto Rico-PR, alto Rio Parand, no periodo de junho de 2004 a abril de 2006.
Técnicas de captura foram utilizadas para trés espécies nativas de PNH: Alouatta caraya,
Cebus negritus, Cebus cay. Uma tropa de cavalos de fazenda, que freqiientava local proximo
a um dos locais de captura de PNH, foi utilizada na pesquisa. Amostras de sangue, soro,
fezes, pélos, entre outras, foram colhidas, separadas e utilizadas para avaliar o perfil sanitario
dos animais. Procedimentos operacionais foram padronizados para realizar a vigilancia de
epizootias de forma répida e ordenada. Quatro esquemas de trabalho a campo foram
propostos: dois na forma passiva e dois na forma ativa. Os virus da encefalite Saint Louis
(SLEV) (n=133 PNH; n=23 cavalos de fazenda) e da doenca de Borna (BDV) (n=147 PNH)
foram diagnosticados. A prevaléncia de anticorpos contra SLEV foi de 11.62% (A. caraya),
12.50% (C. nigritus), 30.77% (C. cay) pelo teste de inibi¢do da hemaglutinagdo. Destes,
2.32% (A. caraya), 6.25% (C. nigritus) e 15.38% (C. cay) foram confirmados por
soroneutralizacdo em camundongos. Para os cavalos de fazenda a prevaléncia de anticorpos
contra SLEV foi de 39.13% pelo teste de inibi¢do da hemaglutinagdo, ndo sendo confirmada
por soroneutralizacdo em camundongos. Nenhum arbovirus foi isolado das 133 amostras de
sangue de PNH e das 23 amostras de sangue de eqiiinos testadas em células C6/36. A
presenca de BDV p24 RNA foi investigada pela transcri¢ao reversa ¢ nested PCR utilizando
primers especificos para o fragmento p24 do BDV. A prevaléncia do BDV nestes macacos
foi de 15,38%. As seqliéncias obtidas revelaram identidade com os dados seqiienciais
depositados no GenBank para BDV. Somente primatas da espécie Cebus cay foram positivos
para o BDV. Este resultado pode ajudar a entender a distribui¢do do BDV e SLEV entre as
espécies de primatas e o possivel papel destes animais na manutengdo dos virus no meio
ambiente.

Palavras-chave: Vigilancia, epizootias, macacos, encefalite Saint Louis, doenca por Borna
virus.



ABSTRACT

SVOBODA W. K. Epizootics surveillance in nonhuman primates (NHP) like monitoring
instrument of arboviruses and other interest viruses in public health. 2007, 135 p, Thesis
(Doctorate Degree in Animal Science) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2007.

Epizootics in wild animals can be considered important public health indicators, besides little
used in epidemiological surveillance. Evaluation of non human primates (NHP), like
“sentinels animals”, was realized through this study in Porto Rico County region, upper
Parana River, including Parana and Mato Grosso do Sul States, Brazil, between June/04 and
April/06. Capture techniques were used for three native species: Alouatta caraya, Cebus
nigritus and Cebus cay. A horse farm herd was used in present study because lived near by
one of the PNH capture locals. Biological material (blood, sera, feces, and others) was
collected, separated and used to evaluate sanitary status. Operational proceedings were
standardized to do quick and ordinate epizootics surveillance. Four types of field work were
proposed: two in passive way and two in active form. Saint Louis encephalitis virus (SLEV)
(n=133 PNH; n=23 farm horses) and Borna disease virus (BDV) (n=147 PNH) were
diagnosed. The antibodies prevalence against SLEV was 11.62% (A. caraya), 12.50% (C.
nigritus), 30.77% (C. cay) by inhibition hemagglutination test. From these, 2.32% (A.
caraya), 6.25% (C. nigritus) and 15.38% (C. cay) were confirmed by serum neutralization in
mice. For farm horses the antibodies prevalence against SLEV was 39.13% by inhibition
hemagglutination test, do not being confirmed by serum neutralization in mice. No arbovirus
was isolated of 133 PNH blood samples and 23 farm horses blood samples. The BDV p24
RNA presence was investigated by reverse transcription and nested PCR using specific
primers to p24 from BDV. Prevalence of p24 RNA of BDV in these monkeys was 15.38%.
The obtained sequences revealed identity with sequential database deposited in GenBank to
BDV. Only Cebus cay monkeys were positive to BDV. This result helps understanding the
distribution of BDV and SLEV between monkey species and the possible role of these
animals in virus environmental maintenance.

Key words: Surveillance, epizootics, monkeys, Saint Louis encephalitis, Borna disease.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 - VIGILANCIA DE EPIZOOTIAS EM PRIMATAS NAO HUMANOS (PNH)

1.1.1. Importancia dos PNH para a satide publica e meio ambiente

O Brasil ¢ o pais detentor da maior diversidade de primatas do mundo, tendo
aproximadamente 95 espécies ja descritas, muitas das quais sdo nativas, a maioria vivendo na
regido Amazonica. Ainda no século XXI estdo sendo descobertas novas espécies, como
Callicebus bernhardi e Callicebus stephennashi (VAN ROOSMALEN; VAN
ROOSMALEN; MITTERMEIER, 2002).

A grande proximidade filogenética também pode ser traduzida, entre outras, em
patologias comuns aos homens e aos PNH, tornando-os o6timos modelos experimentais,
poupando a espécie humana de riscos e sofrimentos. Conquanto, tal aproximagdo pode trazer
riscos a satide de ambos, na forma de patégenos antropozoondticos e zooantroponoticos.

Utilizando-se a Febre Amarela (FA) como exemplo, sabe-se que a associagdo de
vertebrados e vetores potenciais em um habitat favoravel em densidades 6timas constitui um
fator fundamental para a persisténcia do virus amarilico. No entanto, dividas persistem em
relagdo ao tamanho 6timo das populagdes de mosquitos. Além disso, ainda nao se sabe se as
populagdes de primatas apresentam contingéncias suficientes para a manutengdo do virus no
ciclo silvestre da doenga (VASCONCELOS et al., 2001). Além do mais, estudos que visem a
analise das condicdes de satide dos primatas em vida livre e que impliquem na necessidade de
captura-los, defrontam-se imediatamente com problemas de quantificacdo de uma
amostragem animal significativa a ser capturada. Um primeiro passo para amenizar os

problemas de ambos o0s casos seria a realizagdo de estudos em populagdes e comunidades dos
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primatas em um determinado tempo e espaco para quantificar os parametros que reflitam as
informagdes necessarias (AGUIAR, 2006). Com base em principios de ecologia médica,
Avila-Pires (2000) salienta que a correta avaliagdo do papel de hospedeiros nio humanos na
manutengdo de enfermidades requer o calculo estimativo da popula¢do de animais em uma
determinada area, o estudo de sua dindmica populacional e a andlise da estrutura e
funcionamento das comunidades que integram. Neste sentido, quando houver necessidade de
se realizar o controle racional de uma doenca em que animais silvestres estejam envolvidos, ¢
fundamental o conhecimento detalhado da(s) espécie(s) envolvida(s) como indices de
densidade populacional, biologia, habitos e circulagdo destes animais (AGUIAR et al., 2005;

AGUIAR, 2006).

1.1.2. Utilizacio de PNH como animais sentinelas para o diagnostico de arboviroses

Os animais silvestres sdo importantes reservatorios nos ciclos epidemioldgicos das
diversas zoonoses existentes, podemos considerar os PNH como animais “sentinelas naturais”
para investigacdo de determinadas epizootias de interesse a saude publica. Considerando o
meio ambiente e suas condigdes propicias para a manutencdo de diversos ciclos
epidemioldgicos, varios agentes etiologicos podem estar envolvidos em epizootias
acometendo PNH entre eles virus, bactérias, protozodrios, ricketsias, fungos e parasitas. As

viroses destacam-se pelas suas caracteristicas epidemiologicas.

A utilizagdo de macacos sentinelas foi primeiramente relatada em estudos sobre FA na
Africa (CAUSEY, 1986), no entanto Hervé et al. (1986), alertaram que isolamentos obtidos a
partir de animais sentinelas, podem fornecer apenas indicagdes sobre os tipos de vertebrados
selvagens que poderiam intervir no ciclo natural da doenca, pelo fato de existirem

preferéncias alimentares, por parte dos vetores, por um sé tipo de vertebrado. Desta forma, a
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op¢ao por utilizar animais capturados do mesmo ecossistema, como “animais sentinelas
naturais”, para pesquisa de arboviroses torna-se o caminho mais seguro e factivel.

Hull et al. (1991), realizaram levantamento sorologico de FA em 32 primatas do
género Alouatta em Trinidad Tobago, sendo posteriormente isolado o virus amarilico em 50%
das amostras sorologicas obtidas e em 19 de um total de 174 pools de mosquitos capturados
do género Haemagogus. Analisando esses resultados, Butcher (1991) salientou a importancia
da utilizagdo de macacos do género Alouatta como indicadores da presenca do virus
amarilico.

Em outro estudo, Contigiani et al. (2000), pesquisaram a prevaléncia de anticorpos
contra Flavivirus em 105 primatas da espécie Alouatta caraya autoctones da Argentina.
Confirmou-se somente a infeccdo causada pelo virus da encefalite Saint Louis (SLEV),
apresentando prevaléncia de 35,23% em teste de inibicdo da hemaglutinagdo (HI) e de
32,38% em teste de neutralizacgdo em camundongos (MNT). As mesmas técnicas nao
detectaram outras arboviroses como FA, dengue e Bussuquara na populagado avaliada.

De Thoisy et al. (2001) avaliaram a satude de diversas espécies de mamiferos
procedentes de resgate na formacao de uma usina hidrelétrica na Guiana Francesa. Dentro da
ordem Primates, foram resgatados 122 Alouatta seniculus, 95 Saguinus midas, e 6 Pithecia
pithecia. Foram detectados titulos elevados de anticorpos para os arbovirus Mayaro e FA,

principalmente em Alouatta seniculus, porém néo foi possivel o isolamento viral.

1.1.3. Historico, importancia e aplicabilidade na satide publica

A vigilancia de epizootias em PNH tem sua origem e importancia dentro da vigilancia
epidemioldgica da FA, conforme documentos técnicos do Ministério da Saude (MS)
(BRASIL, 1999; BRASIL, 2005). Nestes documentos ha inferéncia sobre a aten¢do que se

deve ter em relacdo a mortandade de macacos sem causa definida.
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A vigilancia epidemiolégica da FA era constituida basicamente por: vigilancia
entomolodgica, vigilancia de casos humanos (contemplando a vigilancia sindromica) e na
aten¢do para mortandade de PNH sem causa definida. A utilizagdo da forma passiva da
vigilancia de epizootias em PNH, como ferramenta auxiliar da vigilancia epidemioldgica da
FA, ¢ um instrumento que vem sendo implementado pelo MS, mais especificamente pelo
Grupo de Trabalho da FA (GT-FA). A partir de 2002, o MS iniciou trabalho com equipe
interdisciplinar e interinstitucional com técnicos da area de satde publica de diversas regioes
do pais, para elaboragdo do primeiro Manual de Vigilancia de Epizootias em PNH, langado no
ano de 2005 (BRASIL, 2005). Este primeiro instrumento teve como finalidade melhorar a
vigilancia epidemiologica da FA, que até entdo, encontrava-se basicamente apoiada na
vigilancia de casos humanos.

Em decorréncia dos esfor¢os do GT-FA do MS, no sentido de incorporar a vigilancia
de epizootias em PNH como um importante instrumento para a vigilancia epidemiologica da
FA, foi criada a Portaria N° 5, de 21/02/2006 - DNC (publicada no D.O.U. — Se¢do 1 - N° 38
de 22/02/2006), que inclui morte de PNH e outras epizootias de notificacdo imediata. Desta
forma, a partir desta data as notificagcdes de epizootias em PNH devem ser realizadas pelos
servigos de saude publica, constituindo grande avango ndo sé para a vigilancia epidemioldgica

da FA, mas também, de outras zoonoses de interesse envolvidas nestes eventos (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema do atual modelo de vigilancia epidemioldgica da FA preconizado pelo
Ministério da Saude, incluindo a vigilancia de epizootias em primatas ndo humanos (Portaria
n° 5 da Secretaria de Vigilancia em Satde/Ministério da Satde de 21/02/06, publicada no

Documento Oficial Unido, Secao 1, n°38 em 22/02/06).

Na regido noroeste do Estado do Parana no periodo de dezembro de 2000 a maio de
2001, ocorreram relatos de mortes de PNH da espécie Alouatta caraya que s6 foram
notificados em outubro de 2001 a Secretaria Estadual de Satde do Parand (SESA-PR). A
demora na notifica¢do impossibilitou estabelecer a causa mortis dos animais. Ainda em 2001
ocorreram epizootias com mortes de PNH da espécie Alouatta guariba no Estado do Rio
Grande do Sul, tendo como diagnoéstico conclusivo a FA (TORRES et al., 2003). Estes fatos
contribuiram para que os técnicos da SESA-PR iniciassem o planejamento de agdes que
inserissem a vigilancia de epizootias em PNH dentro da vigilancia epidemiolégica da FA
contemplada no Plano Estadual de Controle da FA. Entre as agdes, foi realizada a primeira
capacitacdo de técnicos (médicos veterinarios), das 22 Regionais de Satde do Estado, para a

incorporagao desta vigilancia como ferramenta das investigacdes € monitoramento ndo s6 da
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FA, mas também de outras arboviroses e¢ zoonoses de interesse envolvendo estes animais.
Além disso, dentro do Plano Estadual de Controle da FA do Parana, foi criada e estabelecida
uma linha de pesquisa interdisciplinar e interinstitucional, envolvendo além da SESA-PR, a
UFPR e a UEL, que visou o aprimoramento desta vigilancia de epizootias, adequando a
mesma a realidade e necessidades do Estado do Parana. A proposta da SESA-PR foi
estabelecer a vigilancia de epizootias em PNH, tanto na forma passiva (preconizada pelo MS)
quanto na forma ativa, visando um monitoramento constante ndo somente da FA, mas
também de outras arboviroses € zoonoses de interesse a saude publica. Além disso, consolidar
uma massa critica de técnicos e pesquisadores colaboradores, da SESA-PR, UEL e UFPR,

para execug¢ao e aprimoramento deste modelo de vigilancia.

1.2. ENCEFALITE SAINT LOUIS

O virus da encefalite Saint Louis pertence ao género Flavivirus, familia Flaviviridae,
que contém em aproximadamente 70 espécies e subespécies de virus distribuidos
mundialmente (ICTV, 2005). Os flavivirus sdo pequenos (50-70 nm), envelopados, RNA fita
simples, polaridade positiva (MONATH; HEINZ, 1996) e inclui algumas espécies virais
associadas a doencas sindromicas em seres humanos, tais como febre, febre hemorragica e
encefalite (HAYES, 1989). A maioria das flaviviroses ¢ transmitida entre vertebrados
suscetiveis por artrépodes hematodfagos, principalmente por mosquitos (ICTV, 2005;
TURELL; GUINN; OLIVER, 2000).

Os virus patogénicos de humanos de maior importancia deste género incluem os virus
da FA, do dengue, da encefalite russa, da encefalite japonesa, da encefalite Saint Louis e o da
encefalite West Nile (MONATH; HEINZ, 1996).

Atualmente, existem onze flavivirus reconhecidos no Brasil, sdo eles: Bussuquara,

Cacipacore, Dengue (sorotipos 1, 2, 3 e 4), Iguape, I1héus, Rocio, encefalite Saint Louis ¢ FA
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(FIGUEIREDO, 2000). Isolamento de um virus semelhante ao Naranjal na regido amazonica
elevou para doze o numero de flavivirus isolados no Brasil (VASCONCELOS PFC,
comunicagao pessoal, 2007).

Aves selvagens e domésticas sdo consideradas como os principais hospedeiros
vertebrados para encefalite Saint Louis. Esta enfermidade ¢ transmitida aos seres humanos
principalmente pelos mosquitos do género Culex, tais como o Culex tarsalis, Culex
quinquefasciatus e Culex pipiens nas Américas do Norte e¢ Central ¢ na Argentina
(MITCHELL et al., 1980), ¢ Culex declarator ¢ Culex coronator na bacia Amazonica
(VASCONCELOS et al., 1991; VASCONCELOS et al., 1992).

O prototipo da estirpe do virus da encefalite Saint Louis foi isolado de tecido cerebral
na cidade de Saint Louis, EUA, em 1933 (KARABATSOS, 1985). No Brasil, este virus foi
isolado pela primeira vez na década de 60 de um pool de mosquitos (Sabethes belisarioi)
capturados na rodovia Belém-Brasilia (THEILER; DOWNS, 1973). Desde entdo, varios
outros isolamentos deste virus foram obtidos de aves e mosquitos selvagens, enquanto
somente dois isolamentos foram relatados de seres humanos sem sintomas neurologicos na
Amazonia (VASCONCELOS et al., 1992). Outros isolamentos foram também obtidos no
Vale da Ribeira na Mata Atlantica, Sdo Paulo, incluindo um isolamento em ser humano
(ROCCO et al., 2005), na Argentina (SABATINI et al., 1998) e¢ no Peru (WATTS et al.,
1998). Recentemente, foi descrito um surto de encefalite Saint Louis na regido da cidade de
Cordoba, oeste da Argentina (DIAZ et al., 2006).

As manifestagdes clinicas da infecgdo pelo virus da encefalite Saint Louis variam de
sintomas semelhantes a gripe até encefalite fatal (MITCHELL et al., 1980). Como em varias
flaviviroses, a encefalite Saint Louis apresenta neurotropismo, mas seu mecanismo
neurotropico especifico que permite alcangar o SNC, ainda ndo esté estabelecido (SOLIMAN;

GOTUZZO, 2004).
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O SLEV esta amplamente distribuido nos Estados Unidos, sendo relatados surtos em
humanos no Canadd e casos esporadicos no Caribe (SOLIMAN; GOTUZZO, 2004).
Infecgdes podem ocorrer como surtos focais de encefalite, seguido por anos de casos
esporadicos. Grandes epidemias urbanas de encefalite humana vém sendo relatadas nos EUA,
com ocorréncia média de 35 casos por ano e taxa de mortalidade variando de 2 a 20%, sendo
mais elevada em pacientes idosos (SOLIMAN; GOTUZZO, 2004). Pacientes com doenga
clinica possuem 20% de chance de desenvolver seqiielas incluindo irritabilidade, perda de
memoria, varios tipos de desordens no movimento e déficits motores. A incidéncia ¢ mais alta
em homens provavelmente devido a maior exposicdo ao ambiente, quando comparados a
mulheres (LANCIOTTI et al., 1999; MONATH; HEINZ, 1996).

Nas regioes norte e nordeste do Brasil, aproximadamente 5% das populagdes humanas
estudadas possuem anticorpos especificos por HI para encefalite Saint Louis, muitos deles
confirmados por MNT e/ou por IgG/IgM ELISA. Entretanto, os resultados do IH devem ser
interpretados cuidadosamente devido as reagdes cruzadas existentes entre diferentes
flaviviroses, especialmente em areas endémicas para dengue e onde a populacido seja
freqiientemente vacinada contra a FA. Por outro lado, o virus da encefalite Saint Louis pode
estar circulando nestas areas e infectando seres humanos, mas muitas infecgdes sdo
inaparentes ou subclinicas (FIGUEIREDO, 2000; VASCONCELOS et al., 1998).

Na Argentina, pesquisas soroldgicas em humanos indicam ampla distribuicdo e
endemicidade para o virus da encefalite Saint Louis em zonas temperada e tropical
(SABATTINI; AVILES; MONATH, 1998). Diferentes estirpes virais foram isoladas de
mosquitos Culex quinquefasciatus (MITCHELL et al., 1985), roedores ¢ humanos com
doenga sistémica (SABATTINI; AVILES; MONATH, 1998). Anticorpos foram detectados
em humanos, aves, mamiferos domésticos e selvagens (SABATTINI et al., 1985). O

diagnéstico dos casos clinicos humanos ¢ raro, principalmente devido a falta de um sistema de



28

monitoramento para encefalites virais e arboviroses neste pais (DIAZ et al., 2003). Na regido
da cidade de Cordoba, foi relatada uma prevaléncia de anticorpos de aproximadamente 14%
para o SLEV, sendo detectadas diferencas significativas entre faixas etarias. Em pessoas
idosas foi encontrada uma positividade de 29,9% para o SLEV, porém anticorpos ndo foram
detectados em criancas abaixo de 10 anos (SPINSANTI et al., 2002). O comportamento
epidemioldgico do virus da encefalite Saint Louis na Argentina ¢ totalmente diferente do
observado nos EUA, onde ¢ freqiiente o registro de casos clinicos de encefalite provocados
por este virus. A causa desta diferenga poderia estar associada ao acimulo de imunidade com
a idade e a protecdo cruzada reduzindo o ntimero de casos clinicos (DIAZ et al., 2003).
Recentemente um surto de encefalite Saint Louis foi descrito na regido metropolitana de
Cordoba, Argentina (DIAZ et al., 2006).

Investigacdes sorologicas prévias em animais selvagens sdo muito escassas na
literatura. Entretanto, anticorpos contra o virus da encefalite Saint Louis foram detectados em
veados da cauda branca de Nova lorque, Dakota do Norte, Texas, Wisconsin ¢ Wyoming
(HOFF et al., 1973). O virus da encefalite Saint Louis também tem sido isolado na vida
selvagem brasileira, em animais selvagens e sentinelas e em muitos dos artropodes da regido
Amazonica ¢ do Estado de Sdo Paulo (VASCONCELOS et al., 1992; VASCONCELOS et
al., 1998). De fato, as ultimas trés epizootias de encefalite Saint Louis entre PNH incluindo
duas delas em macacos sentinelas do género Cebus, foram descritas na regido Amazodnica
(VASCONCELOS et al., 1992).

Na Guiana Francesa foram avaliadas 140 amostras (sangue e soro) de trés espécies de
primatas de vida livre trans-locados: Alouatta seniculus (97), Pithecia pithecia (05) e
Saguinus midas (38). A técnica para isolamento de arbovirus foi realizada somente para os
bugios (Alouatta seniculus) e, embora nenhum arbovirus tenha sido isolado, anticorpos

especificos na HI foram detectados para os seguintes virus: FA em 33,57% (47/140), Mayaro
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em 79.28% (111/140), DENV-2 em 11.43% (16/140) e SLEV em 14.28% (20/140) (DE
THOISY et al., 2001). Como os titulos de anticorpos (por HI) contra o virus da encefalite
Saint Louis foram baixos (< 40) e que os mesmos para FA foram muito altos (> 320) nos

mesmos soros, os resultados positivos foram interpretados como reagdes cruzadas.

1.3. DOENCA POR BORNA ViRUS

O virus da doeng¢a de Borna pertence ao género Bornavirus, familia Bornaviridae
(ICTV, 2005). E um virus neurotropico, RNA nio-segmentado fita simples sentido negativo,
que causa encefalite em cavalos e ovelhas. Este virus altera as fungdes cerebrais o que resulta
em disturbios de movimento ¢ de comportamento e pode estar associado a certas desordens
psiquiatricas humanas (BODE et al., 2001; FUKUDA et al., 2001; HORNING; LIPKIN,
2001; NAKAMURA et al., 2000; TAIEB et al., 2001).

Acreditava-se originalmente que a infeccdo pelo virus da doenca de Borna estava
restrita a animais de fazenda (cavalos e ovelhas) e a alguns animais silvestres (lebres) em
areas endémicas na Alemanha e na Suiga. Com o advento de ferramentas modernas para o
diagnostico da infecgdo pelo virus da doenga de Borna (hibridizagao in situ e RT-PCR) ¢ com
o aumento do interesse internacional por pesquisas envolvendo o virus da doenga de Borna,
relatos de espécies suscetiveis e da localizagdo geografica de casos de infec¢do natural tém
aumentado (ROTT; BECHT, 1995). Animais de risco para infec¢do natural ou experimental
incluem macacos rhesus, cavalos, ovelhas, bovinos, coelhos, cervos, lhamas, alpacas, gatos,
ratos, camundongos, gerbils, caes e avestruzes (CARBONE, 2001).

Além do cavalo, seu hospedeiro natural predominante, outros eqiiideos, ovelhas,
bovinos, coelhos, cabras, cervos, alpacas, lhamas, gatos, hipopotamos, bichos-preguica e
avestruzes estdo se tornando naturalmente infectados com o virus da doenca de Borna

(RICHT et al.,1997).
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Visto que a fonte das infec¢des humanas por Borna virus € desconhecida, ¢ importante
investigar a epidemiologia desta enfermidade. Sua ampla variedade de hospedeiros, bem
como o alto nivel de seqiiéncias homologas entre isolados de diferentes espécies animais
(BINZ et al., 1994; SCHNEIDER et al., 1994), sugere a possibilidade do virus da doenga de
Borna ser uma zoonose (DEGIORGIS et al., 2004). Apesar da provavel existéncia de um
hospedeiro selvagem para o virus da doenca de Borna ter sido assumido existir, evidéncia
formal para esta idéia ¢ ainda deficiente. Em um estudo com lince sueco (Lynx lynx) foi
relatado um caso de doenca de Borna, sendo a primeira vez que uma infec¢do natural foi
diagnosticada em um felideo selvagem (DEGIORGIS et al., 2004).

A predilecdo do virus pela regido limbica-hipotalamica e produgdo em alguns animais
de uma sindrome semelhante a desordens afetivas humanas sugeriu a possibilidade de que o
virus da doenga de Borna possa estar envolvido em algumas desordens afetivas humanas
(AMSTERDAM et al., 1985).

O virus da doenca de Borna ¢ altamente neurotrépico em hospedeiros naturalmente e
experimentalmente infectados. Ele se replica em neurdnios e astrécitos sem induzir efeitos
citopaticos (SCHNEIDER; SCHWEMMLE; STAEHELI, 2005). Este virus infecta o sistema
nervoso central de muitas espécies animais ¢ pode causar distirbios de comportamento que
lembram autismo, esquizofrenia e alteragdes no humor (PLETNIKOV; MORAN;
CARBONE, 2002; TOMONAGA, 2004).

Bode, Ferszt e Czech (1993) relataram que a propor¢do de portadores de anticorpos
contra o virus da doenga de Borna era mais alta que 30% entre pacientes com depressao
maior. Além disso, eles também detectaram, por RT-PCR, uma elevada positividade de RNA
viral em células mononucleares do sangue periférico proveniente de pacientes psiquiatricos.

(BODE et al., 1995).
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A andlise molecular tem indicado que o genoma do virus da doenga de Borna (BDV)
consiste em pelo menos seis Open Reading Frames (ORFs). As ORFs codificam a
nucleoproteina (p40), a fosfoproteina (p24), o ativador da transcri¢do, matrix protéica (gp18),
proteina do envelope (p56) e a RNA polimerase dependente de RNA (p180) no sentindo 5’
para 3’ (SCHNEIDER et al., 1997).

A segunda ORF (ORF II) codifica uma proteina de 24 kDa (também conhecida como
p24), que representa uma suposta fosfoproteina. Adicionalmente a p24, a segunda ORF
também produz uma proteina de 16 kDa pela tradugdo a partir do segundo codon AUG. Esta
proteina tem sido identificada em culturas de células infectadas e em cérebro de animais
infectados experimentalmente (IKUTA et al., 2002). As proteinas p40 ¢ p24 do BDV sao
encontradas em abundancia nas células do cérebro de animais infectados experimental ou
naturalmente com BDV (STITZ; BILZER; PLANZ, 2002).

A maioria dos estudos epidemiologicos emprega as técnicas de RT-PCR ou RT-nested

PCR para detectar o RNA viral em amostras biologicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacdo de primatas ndo-humanos (PNH) de vida livre para
estabelecimento de modelo de vigilancia para Febre Amarela (FA), outras arboviroses e

zoonoses de interesse a saude publica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

*  Analisar e estudar grupos de PNH na regido do alto rio Parand (noroeste do PR e
sudeste do MS);

=  Capturar e identificar os diferentes espécimes de PNH na regido do alto rio Parana
(noroeste do PR e sudeste do MS);

*=  Verificar a prevaléncia de anticorpos para FA, encefalite Saint Louis e outras
arboviroses de interesse nos PNH capturados;

= Verificar ocorréncia da doenca por Borna virus nos PNH capturados;

*  Propor modelo de vigildncia epidemiologica para FA, outras arboviroses e certas

zoonoses de interesse.
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3. ARTIGOS PARA PUBLICACAO

3.1. VIGILANCIA DE EPIZOOTIAS EM PRIMATAS NAO HUMANOS (PNH)
COMO INSTRUMENTO DE MONITORAMENTO DA FEBRE AMARELA (FA)
SILVESTRE E OUTRAS ARBOVIROSES E ZOONOSES DE INTERESSE NO
ESTADO DO PARANA, BRASIL.

Artigo editado de acordo com as normas de publicac¢do do periodico Cadernos de Saude
Publica
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Vigilancia de epizootias em Primatas Ndo Humanos (PNH) como instrumento de
monitoramento da Febre Amarela (FA) silvestre e outras arboviroses e zoonoses de
interesse no Estado do Parana, Brasil.

RESUMO

Epizootias em animais selvagens podem ser consideradas importantes indicadores para satde
publica, porém sdo pouco utilizadas em vigilancia epidemioldgica. A febre amarela, entre
outras arboviroses, tem os primatas ndo humanos (PNH) como hospedeiros primarios. A
avaliagao de PNH, como “animais sentinelas”, foi realizada através deste estudo na regido do
municipio de Porto Rico-PR, alto Rio Parand, Brasil. Trés espécies nativas de PNH: Alouatta
caraya (n=47), Cebus negritus (n=74), Cebus cay (n=26) foram capturadas. Material
bioldgico (sangue e soro) foi colhido para avaliar o perfil sanitario dos animais. Foi possivel
padronizar os procedimentos para realizar a vigilancia de epizootias de forma rapida e
ordenada. Quatro esquemas diferentes de trabalho de campo foram propostos: dois na forma
passiva, no caso de ja estar ocorrendo epizootias em PNH e dois na forma ativa, para
monitorar epizootias de PNH em pontos estratégicos pré-estabelecidos. Este modelo de
vigilancia pode ser facilmente adotado e utilizado para qualquer espécie animal de interesse
em estudos epidemioldgicos.

Palavras-chave: Vigilancia, epizootias, macacos, febre amarela, arboviroses.

ABSTRACT

Epizootics in wild animals can be considered important public health indicators, besides little
used in epidemiological vigilance. Jungle yellow fever, between others arboviral zoonotic
disease, has nonhuman primates (NHP) as primary hosts. The evaluation of NHP, like
“sentinel animals”, was carried out through a focal study in Porto Rico County region, in the

upper Parana River. Three native species were captured as follows: Alouatta caraya (n=47),
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Cebus nigritus (n=74), Cebus cay (n=26), which finished a total of 147 biological samples.
Biological specimens (blood, serum, and others) were collected to evaluate sanitary
conditions of animals. Using this approach it was possible to standardize a protocol to
perform a quick and rational epizootic surveillance. Four different types of field work were
proposed: two as passive surveillance protocols, during the occurrence of NHP epizootics and
two active surveillance protocols, to further monitor the occurrence of NHP epizootics in pre-
established strategic capture sites. Furthermore these NHP epizootic surveillance models can
be easily adopted and used for any other animal species of interest to epidemiological studies.

Key words: Surveillance model, epizootics, monkeys, yellow fever, arboviruses.

INTRODUCAO

Os animais silvestres sdo importantes hospedeiros primarios nos ciclos
epidemioldgicos de manutencao das diversas zoonoses. Considerando o meio ambiente e suas
condi¢des propicias para a manutengdo de tais ciclos, inimeros agentes etioldogicos podem
estar envolvidos em epizootias acometendo diferentes espécies animais, entre eles virus,
bactérias, protozodrios, ricketsias, fungos e parasitas.

Algumas viroses destacam-se por suas caracteristicas epidemiologicas e sendo os PNH
animais altamente sensiveis as mesmas, torna-os “sentinela natural” para investigacdo de
determinadas epizootias.

Entre os virus que acometem PNH destacam-se os arbovirus (arthropod-borne virus —
virus transmitidos por artrépodes) que sdo virus de animais vertebrados, cujos ciclos de
transmissdo implicam obrigatoriamente na replicacdo em hospedeiros artropodes hematdfagos
como mosquito, flebétomo, maruim e carrapato. Os arbovirus apresentam distribui¢ao
geografica extensa abrangendo todos os continentes com predominio nos tropicos devido a

maior biodiversidade (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2001; VASCONCELOS et al., 1996).
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A maioria dos arbovirus esta distribuida nas familias Flaviviridae, Togaviridae,
Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2001). Entre os 535
arbovirus registrados no Catalogo Internacional de Arbovirus (KARABATSOS,1985), mais
de 100 sdo patogénicos para o homem e destes em torno de 20 podem causar epidemias.
Embora a regido amazonica albergue o maior nimero de hospedeiros naturais de varios tipos
de arbovirus endémicos, as outras regides do Brasil ndo sdo indenes. Epidemias urbanas,
especialmente as causadas pelos virus da dengue, FA, febre do Oropouche, Rocio, Saint Louis
e outros virus causadores de encefalites, podem ocorrer, constituindo risco a saide para uma
importante parcela da populagao.

A partir da epidemia de 2000, a FA silvestre se expandiu e atingiu os Estados da Bahia
(BA), Minas Gerais (MG), Sao Paulo (SP), e em 2001 uma epizootia ocorreu no Estado do
Rio Grande do Sul (RS) onde esta arbovirose ndao ocorria desde 1966. Até entdo, a ocorréncia
estava restrita as areas endémicas que incluiam as regides Amazonica e Centro-Oeste € o
Estado do Maranhdo. A expansao geografica da doenca, na forma de epizootias e epidemias,
acarreta maior risco a populacdo que vive em areas rurais assim como a reurbanizacio da
doenga (BRASIL, 2005; TORRES et al., 2003).

Entre as epizootias que acometem PNH, a FA ¢ a de maior importancia, podendo
dizimar bandos inteiros. Primatas dos géneros Alouatta (bugios), Callithrix (sagiiis) e Ateles
(macaco-aranha) sdo muito sensiveis ao virus da FA e apresentam taxa de letalidade elevada.
Ja, primatas do género Cebus (macacos-prego) infectam-se facilmente, mas apresentam
menor taxa de letalidade e apds a doenga geralmente desenvolvem imunidade duradoura,
talvez para o resto da vida (BRASIL, 2005). Desta forma, os primatas deste género tornam-se
boas fontes de informacdes, atuando como “animais sentinelas naturais”, quando se realizam
investigagdes soro epidemioldgicas para verificar a circulagdo de agentes etioldgicos no meio

ambiente. Em 2001, nos municipios de Garruchos e Santo Antonio das Missdes - RS
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ocorreram epizootias de FA em PNH do género Alouatta. Exames laboratoriais confirmaram a
FA como responsavel pelo 6bito de bandos inteiros destes animais (TORRES et al., 2003).
Entretanto, outras arboviroses e enfermidades sempre devem ser levadas em consideragao
quando da investigacdo de epizootias em PNH. Exemplos disso sdo os casos ocorridos nos
municipios de Porto Rico — PR, em 2001, onde ndo foi possivel realizar o diagndstico
laboratorial, apesar da morte de inimeros animais, e de Natal — RN, em 2004, onde a FA
(principal suspeita) nem diversas outras zoonoses ndo foram confirmadas como as

responsaveis pelos 0bitos dos animais, ap0s realizacdo de exames laboratoriais especificos.

PROPOSTA METODOLOGICA PARA VIGILANCIA DE EPIZOOTIAS EM PNH
NO ESTADO DO PARANA
Localizacio e caracteristicas da regido

A regido do municipio de Porto Rico fica localizada no noroeste do Estado do Parana,
divisa com os municipios de Taquarussu e Bataipora, Estado do Mato Grosso do Sul, a 230m
de altitude, no Terceiro Planalto Paranaense, formagdo Arenito Caiua. Esta regido
compreende o segmento entre a foz do Rio Paranapanema e a primeira ligagdo do Rio
Ivinhema com o Rio Parana (Figura 1). Em termos nacionais pertence a area de transi¢do ou
epizootica da FA(Figura 2), e se caracteriza por possuir importante populagao de primatas.

As florestas encontradas na regido sdo classificadas como Floresta Estacional
semidecidual com formagdo submontana ocorrendo principalmente ao lado esquerdo do Rio
Parana e formagdo aluvial (florestas de inundacdo) principalmente nos diques marginais da

margem direita e nas ilhas (Figura 3).
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Figura 1 — Area de estudo: imagem LandSat mostrando a regio do municipio de Porto Rico,
Alto Rio Parana. A) noroeste do Estado do Parand, B) sudeste do Estado do Mato Grosso do

Sul, C) Pontal do Paranapanema, Estado de Sao Paulo.

Legenda:

B Endémica

I Transicio

] Inceene derigco potencial
B Indene

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saondems (2003)

Figura 2 — Localizagdo das areas epidemioldgicas da febre amarela no Brasil (Secretaria de

Vigilancia em Saude/Ministério da Saude/2003)
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Margem esquerda

(PR}

Margem direita
(MS)

Figura 3 - Ilustragdo de um corte transversal da calha do Alto Rio Paran4 na regido de Porto
Rico. F.E.S.A.: Floresta Estacional Semidecidual Aluvial; F.E.S.S.: Floresta Estacional

Semidecidual Submontana.

Procedimentos de biosseguranca
Protecao imunitaria do pessoal envolvido

Foram realizadas vacinacdes e titulacdes sorologicas para FA, raiva, hepatites (A e B)
e tétano.

Equipamentos de Prote¢ao Individual (E.P.1.)

Foram utilizados os seguintes E.P.I., conforme necessidade: botas impermeavesis,
aventais impermeaveis, aventais de laboratorio, luvas de raspa de couro (conten¢do fisica
manual dos animais), luvas de procedimento (colheita e processamento dos materiais
bioldgicos), mascaras, 6culos de procedimento, equipamentos para escalada (cordas especiais,
aparatos para ascensdo e descida das arvores para instalacdo das armadilhas) e equipamentos

para comunicagdo de longo alcance.
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Animais
Ap6s o inventariamento da mastofauna da regido, constatou-se a presenga, entre outros
mamiferos, de trés espécies de primatas: Alouatta caraya (Figura 4), Cebus nigritus (Figura

5) e Cebus cay (Figura 6) (AGUIAR et al., 2005; AGUIAR, 2006).

Figura 4. Exemplares de Alouatta caraya. Dimorfismo
sexual: macho apresentando cor negra e fémea cor
castanho-amarelada. (Foto: MARCOS SHIOZAWA)

Figura 6. Cebus cay (Foto: MARCOS SHIOZAWA)

Captura dos animais

As capturas e os procedimentos foram aprovados pelo IBAMA (licenga n°, 104/04) e
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Londrina
(registro n° 34/05). Foram capturados 147 PNH no periodo de junho de 2004 a abril de 2006,

os quais foram distribuidos por espécie, sexo e faixa etaria (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo por espécie, sexo e faixa etaria' dos primatas nio humanos (PNH)
capturados durante o periodo de junho de 2004 a abril de 2006 na regido do municipio de

Porto Rico - Parana.

ESPECIES DE -

PRIMATAS NAO FEMEAS (F) MACHOS (M) ”ll;o;n[l
HUMANOS Infantil Juvenil Sub-adulto Adulto Infantil Juvenil Sub-adulto Adulto (F, M)
Alouatta caraya 01 03 -- 17 - 07 05 14 (F=2 14Z\/I=2 6)
Cebus nigritus - 06 02 15 05 20 04 2 (F=237‘l‘\/l=51)
Cebus cay - 05 02 04 01 02 02 10 (51 X )

Total 01 14 04 36 06 29 11 46 147

1. A faixa etaria foi classificada de acordo com o preconizado pelo Centro Nacional de Primatas (CENP) — Ananindeua — Para.

Procedimentos utilizados para captura de PNH do Género Alouatta
Por serem animais predominantemente arboricolas e raro encontra-los ao nivel do
solo, foram utilizadas armadilhas especialmente projetadas (Figuras 9 e 10) para captura-los

adotando metodologia utilizada por Aguiar et al. (2007).

Protocolo de captura:

a) Acompanhamento dos animais para determinagdo das caracteristicas do grupo
(locais freqiientados, habitos, numero de individuos, entre outras) durante um determinado
periodo que variou de alguns dias a algumas semanas;

b) Montagem de plataforma nos locais mais freqlientados por esta espécie;

c) Apos a ceva inicial (Figura 7), utilizada como atrativo, instalou-se ¢ armou-se a
armadilha (Figuras 8,9, 10 e 11);

d) Os animais capturados foram tranqiiilizados utilizando protocolo anestésico
adaptado (HILST et al., 2006a) (Figura 15), com o auxilio de zarabatana e dardos anestésicos
(Figuras 12 e 13);

e) Inicialmente os animais foram contidos utilizando-se luvas de raspa de couro e apos

completa sedagao foram manipulados com luvas de procedimento.
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dois ou mais, dependendo da disponibilidade.
Fornecimento:

com a presenca da mesma,

trocado por alimento novo.

Composigdo: basicamente mangas, bananas, laranjas e goiabas. Sabendo-se a preferéncia do grupo em
questdo por determinado alimento, pode-se optar pela utilizacdo de somente um deles ou a combinagao de
- verificando o consumo da ceva, instalar a armadilha sobre a plataforma para que o grupo se ambientalize

- continuar o fornecimento da ceva no interior da armadilha em dias alternados durante aproximadamente 3
semanas ¢ diariamente na semana que precede a captura. O alimento que ndo foi consumido deve ser

Figura 7. Particularidades da ceva utilizada para capturas de primatas ndo humanos do género

Alouatta (AGUIAR et al., 2007).

Figura 8. Modelo esquematico A de armadilha arborea
com duas entradas e portas tipo guilhotina, tamanho:
1,60 x 0,80 x 0,80m, armagdo de ferro e tela metalica
com malha 2.7 x 2.7cm (AGUIAR et al.. 2007)

Figura 10. Seis bugios (fémeas adultas e juvenis)
capturados simultaneamente utilizando o modelo
esquematico B de armadilha arborea (Foto: LUCIANO
MALANSKI)

.

Figura 9. Modelo esquematico B de armadilha arborea
com uma entrada e porta tipo guilhotina, tamanho: 1,20 x
0,60 x 0,60m, armagdo de ferro e tela metalica com
malha 2.7 x 2.7cm (AGUIAR et al. 2007)

i b i T ; Lol S
Figura 11. Visualiza¢do de armadilha arbérea do modelo
esquematico B devidamente instalada sobre plataforma
em copa de arvore. (Foto: MARCOS SHIOZAWA)
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Figura 12. Processo de t,ra.nquilizagéo pelo uso de Figura 13. Dardos anestésicos de diferentes volumes, para
zarabatana ¢ dardos anestésicos, em copa de drvore. utilizagdo em zarabatana. (Foto: MARCOS SHIOZAWA)

Note o observador na altura da armadilha arborea
auxiliado pelas técnicas de escalagem. (Foto:
LUCIANO MALANSKI)

Procedimentos utilizados para captura de PNH do Género Cebus

Estes animais por serem predominantemente frugivoros e possuirem habito de
forrageio terrestre, podem ser capturados com armadilhas terrestres (Figura 16),
especialmente projetadas para captura-los adotando metodologia utilizada por Rocha et al.,
(2007).

Protocolo de captura:

a) Acompanhamento dos animais para determinagdo das caracteristicas do grupo
(locais freqlientados, héabitos, nimero de individuos, entre outras) durante um determinado
periodo que variou de alguns dias a algumas semanas;

b) Montagem de plataforma terrestre nos locais mais freqiientados por esta espécie
(Figura 16). Foi dada preferéncia para areas com dossel fechado e subosque limpo, locais no
interior da mata onde era possivel a visualizagdo do grupo para com a ceva (Figura 17);

c) Apos a ceva inicial (Figura 14), utilizada como atrativo, instalou-se e armou-se a

armadilha;
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d) Os animais capturados foram tranqiiilizados utilizando protocolo anestésico
adaptado (HILST et al., 2006b) (Figura 15), com o auxilio de pugas, luvas de raspa de couro ¢
seringas de 1 mL (Figura 18);

e) Inicialmente os animais foram contidos utilizando-se luvas de raspa de couro, apds

completa sedagdo, manipulados com luvas de procedimento.

Composicdo: mangas, bananas, laranjas, milho, cana-de-agticar, ovos. Sabendo-se a preferéncia do grupo
em questdo por determinado alimento, pode-se optar pela utilizagdo de somente um deles ou a combinagéo
de dois ou mais, dependendo da disponibilidade.

Fornecimento:

- verificado o consumo da ceva, instalar a armadilha contendo a plataforma para que o grupo se
ambientalize com a presenca da mesma;

- continuar o fornecimento da ceva no interior da armadilha em dias alternados durante aproximadamente
3 semanas ¢ diariamente na semana que precede a captura. O alimento que ndo foi consumido deve ser
trocado por alimento novo.

Figura 14. Particularidades da ceva utilizada para capturas de primatas ndo humanos do

género Cebus (ROCHA et al., 2007).

O protocolo utilizado foi a base de cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam (1:2), sendo adaptado para as
condigdes necessarias para os procedimentos realizados, sendo utilizadas as seguintes doses:

® 5.5 mg/Kg (IM) para o género Alouatta (HILST et al., 2006a);

e 3,6 mg/Kg (IM) para o género Cebus (HILST et al., 2006b).

Tanto a contengdo quimica, quanto fisica inicial dos animais capturados foram realizadas dentro das proprias
armadilhas.

Figura 15. Protocolo de sedacdo utilizado em primatas ndo humanos para procedimentos de
rotina: colheita de material bioldgico e dados biométricos, aplicagdo de microchip, entre

outros (HILST et al., 2006a; HILST et al., 2006b).
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Figura 16. Modelo esquematico de armadilha térrea tipo Figura 17. Visualizagdo de armadilha térrea tipo gaioldo
gaioldo utilizada para a captura de Cebus nigritus no devidamente instalada em fragmento de mata com
Estado do Parand, tamanho: 2,0 x 2,0 x 3,0 m (ROCHA pequena plataforma para fornecimento de ceva. (Foto:
etal., 2007). MARCOS SHIOZAWA)

Figura 18. Conten¢do fisica de macaco-prego (Cebus
nigritus) com utilizagdo de pugd, no interior da
armadilha térrea. (Foto: MARCOS SHIOZAWA)

Procedimentos com animais sedados

A manipulacdo dos animais e a colheita de materiais biologicos foi realizada
utilizando luvas de procedimento, sobre mesa de trabalho a campo (tipo desmontavel), forrada
com plastico descartavel. Para evitar a contaminagdo cruzada, ap6s manipulagdo de cada
animal, procedeu-se limpeza e desinfeccdo com produtos a base de amonia quaternaria. Ao
final dos procedimentos, descartou-se a forragdo em lixo hospitalar.

Apo6s sedagdo completa do animal procedeu-se acompanhamento anestésico por meio

do monitoramento da temperatura corporal (Figura 19) e das freqiiéncias cardiaca (Figura 20)
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e respiratéria. As mesmas foram anotadas em quadro préprio na ficha individual de PNH

(Figura 21).

]
|
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Figura 19. Afericdo de temperatura corpérea em um Figura 20. Auscultagdo cardiaca de uma fémea adulta de

exemplar de bugio (Alouatta caraya), fémea, adulto bugio (Aloutta caraya) durante monitoramento
tranqiiilizado. (Foto: JOSE CARLOS LEITE JR) anestésico. (Foto: LUCIANO MALANSKI)

Colheita de dados (ficha individual de PNH)

A ficha individual de PNH (Figura 21) foi preenchida concomitantemente a realizagdo
dos procedimentos.
A) Dados relativos a localidade: municipio, localidade, enderego (quando houver), dados de
GPS' (coordenadas e elevagdo), data, periodo/horério, temperatura ambiente?.
B) Dados relativos ao animal capturado: nimero do “microchip” a ser aplicado, espécie,
sexo, faixa etaria, peso3 (Figura 22), dados do acompanhamento anestésico, estado fisico geral
(Figura 23) e dados biométricos, destacando-se: 1) comprimento do corpo - da insercdo da
face externa do septo nasal com o lédbio superior at¢ a base da cauda (Figura 24); ii)
comprimento da cauda (Figura 25); iii) perimetro do cranio (Figura 26); iv) perimetro da
cabeca (Figura 27); v) comprimento do pé incluindo unha (Figura 28); vi) comprimento da

mao incluindo unha (Figura 29); vii) comprimento de barba para bugios (Figura 30); viii)

! GPS (Global Positional System) Garmin, modelo E-Trex Venture.
? Termdmetro analdgico para aferigio de temperatura ambiente.
3 Balanga de precisdo com capacidade de 20K g, marca Pesola®.
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comprimento de topete (macacos-pregos). Todas as mensuragdes foram realizadas com os
animais tranqiiilizados.

Devido a inexisténcia de dados relativos as populagdes de PNH do Estado do Parana,
com os dados biométricos obtidos foi possivel realizar um levantamento prévio para cada
espécie capturada na regido do presente estudo (MALANSKI et al., 2006; SHIOZAWA et al.,

2006; SVOBODA et al., 2006).
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IANIMAL/AMOSTRA N°: CHIP N: |
‘ DATA: || periodo: ( )manhd ( )tarde ( ) noite inicio: _: h ‘
LOCAL CAPTURA: GPS:

() barranca ( )ilha ( )fragmento ( ) outro:

TIPO CAPTURA: ( )armadilha manual ( )armadilha automatica ( )rifle

iniciocaptura: __ ;. h 1°dardo: __: h 2°dardo: ___:  h
iniciocoleta: ;. h términocoleta: . h

soltura: __: h

ESPECIE ANIMAL — peso (Kg): sexo: ( )M ( )F
() macaco-prego () bugio () quati ( ) gamba

( )cao ( )oato (' )outra:

faixa etéria: ( )adulto (' )sub-adulto (' )juvenil ( )infantil
se fémea: ( ) prenhe () com cria(s):

TRANQUILIZACAOQ: ( ) Zoletil® 50 ( ) outro:

dose inicial: mL(__: h)

1°reforco: _ mL(__: h) 2°reforco: _ _mL(__: h)
COLETA DE AMOSTRAS:

() SANGUE ------------- gte. (mL):

() SANGUE C/ EDTA - gte. (mL):

( ) FEZES ----------------- gte.: ( )suficiente ( )escassa

[ ) 2 ={ Mo JEm— gte.: ( )suficiente ( )escassa

() ECTOPARASITAS (tipo/gte./local):

( ) OUTROS:

‘ EXAME FiSICO GERAL:
HORA: : h : h : h : h : h

T°C:

F.C.

F.R.:
MUCOSAS: ( ) normais ( ) palidas ( ) outra:
PELAGEM:
PRESENCA ECTOPARASITAS (tipo/qte./local):

DENTICAO: _
OBSERVAGOES/ACIDENTES:

EXAME BIOMETRICO:

corpo(cm): cauda(cm): mao ¢/ unha(cm): pé c/ unha(cm):
cranio(cm): cabeca(cm): barba(cm): denticéo:
Observacdes:

Figura 21. Modelo de ficha individual de primatas ndo humanos para coleta de dados relativos

ao animal e ao local de captura, utilizada para animais sadios, doentes ou mortos.



Figura 22. Pesagem de animal capturado em balanca
de precisdo, devidamente sedado e colocado em saco
tipo rede. (Foto: JOSE CARLOS LEITE JR)
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Figura 23. Verificagdo de coloragdo de mucosas e denti¢ao
em um bugio (Alouatta caraya), macho, sub-adulto,
devidamente tranqiilizado. (Foto: JOSE CARLOS LEITE
JR)

Figura 24. Aferi¢do do comprimento do corpo em um bugio
(Alouatta caraya), macho, sub-adulto, devidamente
tranqiilizado. (Foto: JOSE CARLOS LEITE JR)

Figura 26. Aferi¢do do perimetro do cranio de um bugio
(Alouatta caraya), macho, sub-adulto, devidamente
tranqiilizado. (Foto: JOSE CARLOS LEITE JR)

Figura 25. Aferi¢do do comprimento da cauda de um bugio
(Alouatta  caraya), fémea, adulto, devidamente
tranqiiilizado. (Foto: LUCIANO MALANSKI)

Figura 27. Afericdo do perimetro da cabega de um bugio
(Alouatta  caraya), fémea, adulto, devidamente
tranqiiilizado. (Foto: LUCIANO MALANSKI)
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Figura 28. Aferi¢do do comprimento de pé (incluindo unha) de Figura 29. Aferi¢do do comprimento de mdo (incluindo unha)

um bugio (Alouatta caraya), fémea, adulto, devidamente de um bugio (Alouatta caraya), fémea, adulto, devidamente
tranqiiilizado. (Foto: LUCIANO MALANSKI) tranqiiilizado. (Foto: LUCIANO MALANSKI)

Figura 30. Aferi¢do do comprimento de barba de um bugio
(Alouatta caraya), fémea, adulto, devidamente tranqiiilizado.
(Foto: LUCIANO MALANSKI)

Aplicaciao do microchip (“transponder”) de identificacio

O microchip e o seu aplicador, antes de cada uso, foram desinfetados por imersao em
solugdo de alcool 70%. A aplicacdo foi realizada via subcutdnea na regido interescapular
(Figura 31), apos cada aplicagdo era procedida leitura de confirmagdo, com leitor especifico

(Figura 32).
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Figura 31. Aplicagdo de microchip na regido interescapular em Figura 32. Leitura de microchip apés aplicagdo na regido

um bugio (Alouatta caraya), macho, adulto, devidamente interescapular em um bugio (Alouatta caraya), macho, sub-

tranqiiilizado e contido. (Foto: JOSE CARLOS LEITE JR) adulto, devidamente tranqiiilizado. (Foto: JOSE CARLOS
LEITE JR)

Colheita de material biolégico
A) Colheita de sangue e obtenc¢ao do soro:

A colheita de sangue foi realizada por meio de puncao da veia femoral ou braquial,
utilizando seringas e agulhas compativeis com o porte do animal e calibre do vaso (Figuras 33
e 34). Antes da pung¢do venosa procedeu-se anti-sepsia com alcool 70%, sendo colhidos de 2 a

6 mL de sangue para animais até 3 Kg e de 6-10mL para aqueles acima de 3 Kg.

4 : 4
Figura 33. Posicionamento do animal, realizagdo do garrote Figura 34. Pungdo da veia braquial para colheita de sangue
e visualizagdo da veia braquial em um bugio (Alouatta em um bugio (Alouatta caraya), macho, sub—adultq,
caraya), macho, sub-adulto, devidamente trangiilizado. devidamente tranqiiilizado e contido. (Foto: JOSE

(Foto: JOSE CARLOS LEITE JR) CARLOS LEITE JR)
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A amostra de sangue foi fracionada em trés aliquotas:

a) Duas em tubos plésticos tipo criogénico sem adi¢ao de anticoagulante, (0,5 a
ImL), identificados e congelados -196°C (Figura 35);

b) Uma em tubo para obtengdo do soro e do coagulo, centrifugado a
+1.000g/10 minutos (Figuras 36 e 37).

As aliquotas de sangue total, soro e coagulo, em duplicatas, foram armazenadas em

freezer (~70°C) ou em nitrogénio liquido (-196°C) até o processamento (Figura 38).

Figura 35. Amostra em duplicata de sangue total, Figura 36. Tubos para obten¢do de soro colocados na
devidamente aliquotada em criotubos identificados, centrifuga em laboratorio. (Foto: JOSE CARLOS LEITE
sendo congelados em nitrogénio liquido ainda a campo, JR)

utilizando-se garrafa térmica de boca larga em ago
inoxidavel. (Foto: JOSE CARLOS LEITE JR)

Figura 37. Tubos para obtengdo de soro apos centrifugagio, Figura 38. Aliquota de soro em tubo pléstico tipo
prontos para a separagdo do soro. (Foto: JOSE CARLOS criogénico. (Foto: JOSE CARLOS LEITE JR)
LEITE JR)
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B) Colheita de fezes:

Foi realizado enema com solucao fisiologica (10-20 mL) administrada com sonda retal
(Figura 39). Apds massagem abdominal foram colhidas as fezes em frasco apropriado
(Figura 40). As amostras foram mantidas em refrigeracdo (caixa isotérmica com gelo

reciclavel ou geladeira) até o processamento.

L
Figura 39. Realizagdo de enema retal de um bugio Figura 40. Realizagdo de massagem abdominal para
(Alouatta caraya), fémea, adulto, devidamente facilitar eliminagdo final de fezes apos enema retal em um
tranqiiilizado (Foto: MARCOS SHIOZAWA). bugio (Alouatta caraya), macho, sub-adulto, devidamente

tranqiiilizado. (Foto: MARCOS SHIOZAWA)

C) Colheita de pélos e ectoparasitas:

Foram colhidos pélos de diversas regides do corpo por retirada manual (arrancados).
Em caso de suspeita de doencas na pele e/ou presenca de ectoparasitas, foi procedido raspado
de pele profundo e colhido ectoparasitas. Todas as amostras foram acondicionadas em frascos

apropriados, identificadas e mantidas em temperatura ambiente até andlise.

Término dos procedimentos, acompanhamento e soltura dos animais

Os animais foram marcados por tricotomia em torno do pulso direito facilitando a
distincdo em relacdo ao restante do grupo, evitando-se recapturas (Figura 41).

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas em ambiente arejado, cobertas
com lona e afastadas de fatores estressantes e monitorados até o completo retorno anestésico.

(Figura 42). Apds completo retorno anestésico, a gaiola era levada ao local de captura e o
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animal posto em liberdade ao nivel do solo. A soltura era realizada a luz do dia, com algumas

horas de intervalo antes do anoitecer, favorecendo o retorno ao grupo, para diminuir a agao de

predadores noturnos.

Figura 41. Realizagdo de tricotomia em torno do pulso Figura 42. Animal capturado, macaco-prego (Cebus

direito em macaco-prego (Cebus nigritus), macho, nigritus), em processo de recuperagdo anestésica, apos

adulto, apods término dos procedimentos. (Foto: JOSE término dos procedimentos. Note que a gaiola estd sendo

CARLOS LEITE JR) coberta com lona, em local apropriado. (Foto: JOSE
CARLOS LEITE JR)

PROPOSTAS PARA A VIGILANCIA DE EPIZOOTIAS EM PNH NO ESTADO DO
PARANA

Para operacionalizar a vigilancia de epizootias em PNH de forma rapida e ordenada no
Estado, foram propostos quatro esquemas de trabalho a campo. Dois na forma passiva, ou
seja, quando estiverem ocorrendo casos de epizootias em PNH, ¢ dois na forma ativa,
visando monitorar prospectiva e constantemente pontos estrategicamente localizados no

territorio paranaense.

Vigilancia de epizootias em PNH na forma passiva
Ocorrendo epizootias em PNH: (Figura 43) com médico veterindrio presente

devidamente treinado vinculado a um 6rgao publico (Secretaria Municipal de Saude, Regional
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de Saude ou do proprio nivel central da SESA-PR); (Figura 44) quando ndo houver um

médico veterinario.

Vigilancia de epizootias em PNH de forma ativa

Os procedimentos adotados nesta vigilancia seguem basicamente os preconizados na
forma passiva (Figuras 43 e 44) excetuando-se o fato de que esteja(m) ocorrendo epizootia(s)
em PNH. Para a realizagdo desta vigilancia foram propostos dois esquemas que visam a
selecdo de locais estratégicos no Estado. A sele¢ao destes locais deve ser baseada em fungao
de aspectos geograficos e ecologicos que favorecam a entrada, permanéncia e circulagdo de
algum agente etiologico.

O primeiro esquema: colheitas periddicas de materiais bioldgicos de PNH mantidos
em cativeiro em parques zooldgicos, criatorios publicos e privados, etc. existentes em todo o
territério do Estado. Um rastreamento completo destes criatérios deve ser realizado para que
seja viabilizada esta vigilancia de forma continua.

O segundo esquema: estabelecer pontos de capturas permanentes em locais que
possuam florestas naturais com populagdes simias significativas. Para o territorio paranaense,
pelo menos dois pontos serdo colocados na regido norte, proximos ao rio Paranapanema
(divisor geografico dos Estados do Parand e S@o Paulo); dois ou mais pontos na regido oeste,
préoximos ao rio Parand (divisor geografico dos Estados do Parand e Mato Grosso do Sul),
sendo um deles situado na propria regido onde foi realizado este estudo; e dois ou mais pontos
na regido litoranea, proximos a Serra do Mar e ao municipio de Guaraquegaba, por possuirem
extensas areas de conservacao ambiental e, portanto, grande populacao de PNH.

A vigilancia de epizootias de forma ativa permite identificar precocemente a existéncia

ou ndo da circulagdo de algum agente etioldgico de interesse a saude publica em populagdes
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simias em locais estratégicos, podendo ser alcangado o planejamento de agdes preventivas de

saude.

Diagnéstico laboratorial

Para atender a demanda de analise das amostras bioldgicas ou o exame de animais
capturados a campo, foram instituidos laboratérios de referéncia, para o diagnostico das
principais zoonoses de interesse em saude publica (Figuras 43 ¢ 44), localizados na regido
centro-norte, sendo considerado local estratégico, para o envio das amostras no Estado do
Parana. Desta forma o pronto diagnostico, permitira planejar e estabelecer as a¢des de saude
no momento em que epizootias estejam ocorrendo, transformando-as em fontes importantes

no processo de investigagdo epidemiolégica.
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Figura 43. Organograma da Vigilancia de Epizootias em Primatas Nao Humanos com a
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Figura 44. Organograma da Vigilancia de Epizootias em Primatas Nao Humanos na auséncia

do Médico Veterinario, para realizagdo das acdes a campo, Estado do Parana.
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DISCUSSAO

A necessidade de estudos eco-epidemioldgicos mais amplos de algumas enfermidades
¢ de fundamental importancia, tendo em vista a emergéncia e re-emergéncia de doengas em
locais onde exista proximidade com areas de mata, onde a circulagdo ¢ manutencao de alguns
patdégenos sdo favorecidas pelas condigdes ambientais ali encontradas, como aspectos
geograficos, clima, vegetagdo e fauna residente. Considerando essa necessidade, a vigilancia
epidemioldgica da FA constituida basicamente pela vigilancia de casos humanos e
entomoldgicos, esta sendo reformulada com a utilizagao da vigilancia de epizootias em PNH,
pois esta ultima pode ser considerada um importante instrumento para vigilancia
epidemioldgica prospectiva da FA.

Apesar da importancia e necessidade da vigilancia de epizootias em PNH, até o
momento ndo ha um modelo sistematizado. O Ministério da Satide (MS) vem incentivando a
utilizagdo de metodologias que contemplem a vigilancia de epizootias em PNH frente as
graves lacunas encontradas em investigagdes epidemiologicas do passado. Desta maneira, este
Ministério iniciou um trabalho de sensibilizacdo envolvendo as Secretarias Estaduais de
Saude por meio de cursos de capacitagdo colocando as premissas basicas para a realizagdo de
uma vigilancia de epizootias de forma passiva e centralizada. Desde entdo, a vigilancia de
epizootias em PNH comegou a ser considerada quando do planejamento das acdes de saude
pelas autarquias estaduais. Desta forma alguns Estados, tentando capacitar seus técnicos em
vigilancia de epizootias em PNH, tém encontrado dificuldade em estabelecer um modelo para
a mesma.

Por outro lado, em virtude da ocorréncia de epizootias em PNH, os Estados do Parana
e Rio Grande do Sul se anteciparam na criagdo de modelos de vigilancia. Diferentemente do
Estado do Parand que vem adotando a metodologia de captura por armadilhas, com um

esquema de vigilancia ativa com pontos estratégicos de captura pré-determinados, o Estado do
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Rio Grande do Sul utiliza captura com rifles e dardos anestésicos (TORRES et al., 2003). E
importante ressaltar que ambas as metodologias podem ser aplicadas dependendo das
condi¢des técnicas e naturais encontradas.

A aplicagdo do modelo proposto neste trabalho, na realidade territorial e bioldgica do
Estado do Parand, visa basicamente conhecer a populagdo de PNH, identificar os patdégenos
circulantes, por meio de diagnostico laboratorial e estabelecer e sistematizar acdes de campo,
tanto na forma ativa quanto passiva de monitoramento. Esse modelo, “animais sentinelas
naturais”, pode ser utilizado em qualquer ecossistema, servindo ainda de base para a
investigacdo e o controle de outras endemias de interesse em satude publica onde os PNH e/ou
outros animais silvestres possam estar envolvidos.

O diagnostico das arboviroses, centralizado no Instituto Evandro Chagas — IEC
(Belém-PA) tem dificultado o envio das amostras e o retorno dos resultados, pela distancia e
sobrecarga de servigo. Desta forma, a Secretaria Estadual de Satde do Parana para estabelecer
o pronto-diagndstico em amostras bioldgicas de PNH colhidas a campo, descentralizou a
rotina de atendimento através de convénio com laboratérios da Universidade Estadual de

Londrina (UEL), que estdo atuando com o apoio do IEC.

CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

As atividades de campo permitiram capturar os PNH dentro do seu ecossistema, bem
como estudar sua biologia e obter espécimes bioldgicos para diagnostico especifico dos
principais patégenos que circulam entre eles. As pesquisas desenvolvidas e os resultados
obtidos deram suporte para a elaboragdo do modelo vigilancia de epizootias em PNH,

proposto neste trabalho e adotado pela Secretaria Estadual de Satide do Parana.
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Este modelo de vigilancia faz parte de um trabalho inédito realizado na Regido Sul do
Brasil para o monitoramento da FA e outras arboviroses e zoonoses de interesse em saude
publica em PNH e outras espécies animais.

A implantagdo da metodologia proposta deve ser realizada por equipe multidisciplinar
constituida por médicos veterindrios, biologos, médicos, entre outros técnicos, ¢
interinstitucional com a participagdo da Secretaria de Saude, como 6rgdo executor, e de
Universidades e Instituigdes de referéncia nas areas de saude publica (MS, IEC), ambiental

(IBAMA, IAP) e de agricultura (SEAB, EMATER).
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HORSES IN THE UPPER PARANA RIVER BASIN REGION, BRAZIL
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Serologic evidence of Saint Louis encephalitis virus widespread in free-ranging New
World monkeys and farm horses in the upper Parana River basin region, Brazil.
Abstract

The main Saint Louis encephalitis virus (SLEV) reservoirs include wild birds and
fowls and its transmission is done by mosquitoes. One hundred thirty-three monkeys were
trapped at the Parand River basin region. The captured period was between June/04 and
December/05. Besides, 23 blood samples of farm horses were obtained. All samples were
submitted to Hemagglutination Inhibition (HI). Positive monkey samples were further
submitted to Mouse Neutralization Test (MNT). All blood samples were inoculated in C6/36
cell culture. Serum prevalence for SLEV antibodies was 11.62% (A. caraya), 12.50% (C.
nigritus), 30.77% (C. cay). From these, 2.32% (A. caraya), 6.25% (C. nigritus) and 15.38%
(C. cay) were confirmed by MNT. For farm horses the seroprevalence for SLEV antibodies
by HI test was 39,13% (9/23). Prevalence was higher to female horses (57.14%; 4/7) than
male ones (31.25%; 5/16). No association was established with studied characteristics. No
arbovirus was isolated of all blood samples inoculated in cell culture. The study tried to
establish some relation between these animals and the disease.
Key-words: Saint Louis encephalitis, SLEV, monkeys, horses, arboviruses.
Introduction

The Saint Louis encephalitis virus (SLEV) belongs to the genus Flavivirus, family
Flaviviridae, which consists of nearly 70 virus species and subspecies distributed worldwide
(ICTV, 2005). Flaviviruses are small, enveloped, single-stranded positive sense RNA viruses
(Monath & Heinz, 1996) and include some virus species associated with important human
disease syndromes, such as febrile illness, hemorrhagic fever and encephalitis (Hayes, 1989).
Mostly flaviviruses are transmitted among susceptible vertebrates by hematophagous

arthropods especially mosquito (ICTV, 2005; Turell et al., 2000).
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To date, eleven flaviviruses have been recognized in Brazil: Bussuquara, Cacipacore,
Dengue (serotypes 1, 2, 3, and 4), Iguape, Ilhéus, Rocio, Saint Louis encephalitis, and yellow
fever (Figueiredo, 2000). An additional isolate of Naranjal-like virus in Amazon region have
recently elevated to twelve the number of flaviviruses isolated in Brazil (Vasconcelos PFC,
personal communication, 2007).

Wild birds and domestic fowl have been recognized as the main SLEV vertebrate
hosts. SLEV is transmitted to humans principally by Culex mosquitoes such as Culex tarsalis,
Culex quinquefasciatus and Culex pipiens in North and Central America, and in Argentina
(Mitchell et al., 1980), and Culex declarator and Culex coronator in Amazon basin in South
America (Vasconcelos et al., 1991; Vasconcelos et al., 1992).

In Brazil, SLEV was first isolated in the 1960’s from a pool of mosquitoes (Sabethes
belisarioi) captured on the Belém - Brasilia Highway (Theiler & Downs, 1973). Since then,
several dozens of other isolates of SLEV were obtained from wild birds and sylvan
mosquitoes, while only two isolates were recovered from humans in Amazon, and both of
them without neurological symptoms (Vasconcelos et al., 1992). SLEV isolates were also
reported in the Ribeira Valley in Atlantic coast forests, Sdo Paulo state — Brazil, including a
human isolate (Rocco et al., 2005), in Argentina (Sabatini et al., 1998) and in Peru (Watts et
al., 1998). Recently, it was described a small outbreak of SLEV in the Cordoba city region,
Argentina (Diaz et al., 20006).

The clinical manifestations of SLEV infection range from mild flu-like symptoms to
fatal encephalitis (Mitchell et al., 1980). Like several other flaviviruses, SLEV exhibit
neurotropism, but its specific neurotropic mechanism allowing to get central nervous system
(CNS) has not been established yet (Soliman & Gotuzzo, 2004).

In Northern and Southeastern Brazil, approximately 5% of human populations

surveyed have specific HI antibodies to SLEV, a lot of them confirmed by mouse
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neutralization tests (MNT) and or IgG/IgM ELISA. From one side, the results from HI should
be interpreted carefully due to antibody cross-reactivity among different flaviviruses,
especially in dengue endemic areas and where population is frequently vaccinated against
yellow fever. From the other side, SLEV may be circulating in these areas and infecting
humans, but many infections are missed (Figueiredo, 2000, Vasconcelos et al., 1998).

Previous serological investigations in wildlife are very scarce in literature. However,
SLEV antibodies were detected in white-tailed deers from New York, North Dakota, Texas,
Wisconsin and Wyoming (Hoff et al., 1973). SLEV had also been isolated in Brazilian
wildlife, with positive wild and sentinel animals and lots of arthropods from Amazon region
and Sao Paulo State (Vasconcelos et al., 1992; Vasconcelos et al., 1998). In fact, at least three
epizootics of SLEV among nonhuman primates including two of them in sentinel Cebus
monkeys have been described in the Brazilian Amazon region (Vasconcelos et al., 1992).

In French Guiana were evaluated 140 serum samples from three species of
translocated free-ranging primates: Alouatta seniculus (n=97), Pithecia pithecia (n=05) and
Saguinus midas (n=38), attempt of virus isolation from these animals samples were negative.
Although, specific HI antibodies were detected to YFV in 33.57% (47/140), Mayaro virus in
79.28% (111/140), DENV-2 in 11.43% (16/140), and SLEV in 14.28% (20/140) (De Thoisy
et al., 2001). As SLEV antibodies titers were low (HI titers <40) and that ones to YFV were
very high (>320) in the same sera, positive SLEV results should be interpreted as cross-
reactions.

In this study we report the major findings regarding a serologic investigation of SLEV

in free-ranging New World monkeys and farm horses.



76

Materials and Methods
Site of study

All animals used in this study were trap captured in the Porto Rico County region,
located in Northwestern Parana State and Southeastern Mato Grosso do Sul State, upper
Parana River, Brazil (Figure 1), in islands and sub-tropical forest reserves (where animals
were captured), protected by the Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA). For this study, four islands were chosen: Mutum, Porto Rico,
Gaivota, and Japonesa, besides the forests of Parana River basin localized in that region.
Porto Rico County is located in Northwestern Parana State at 22°46°20”S latitude and
53°16°01”W-GR longitude. The average annual temperature in this area ranges from 16 and
29°C.
Animals
Monkeys

One hundred thirty-three nonhuman primates were captured (43 Alouatta caraya
[black and golden howler monkey], 64 Cebus nigritus and 26 Cebus cay [both called
capuchin monkeys]) (Table 1), as described elsewhere (Rocha et al., 2007 and Aguiar et al.,
2007). The captured period was between June/04 and December/05. A group composed of
biologists and veterinarians was responsible for capturing the monkeys, who had an IBAMA
license (number 104/04) to do it. Besides, the study was approved by Animal Experimental
Ethics Committee of Londrina State University (register n® 34/05). Animals were anesthetized
with Zoletil® (Hilst et al., 2006a, Hilst et al., 2006b). Next, blood samples were obtained by
jugular or brachial venipuncture, and serum samples were clarified by centrifuge (+1,000 g)
and stored at -196°C until tested. After that, biological and clinical parameters (data not

shown) of the animals were evaluated, subcutaneous transponder applied (in inter scapular
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region) for future control. Release of trapped animals, after complete recovery, was made in
the same local where they were captured.

All captured monkeys had strictly forest habits. However, some Cebus nigritus
specimens (n=13) were trapped in a forest reserve (in Parana River basin) near a farm whose
owner reported to accur frequent contact with some monkeys.

Horses

Twenty-three blood samples of farm horses were obtained by jugular venipuncture.
The farm was situated nearby a place where Cebus cay monkeys were captured. Then, serum
samples were also obtained and stored at -196°C as above. All horses were adults and without
defined breed. The horses’ herd was composed of 16 males and 7 females.

Serological Assays

All serological assays were performed at the Department of Arbovirology and
Hemorrhagic Fevers at Instituto Evandro Chagas (IEC) in Belém, Parad state, Brazil. All
samples were stored in dry ice before shipping by airplane to Belém.

Hemagglutination Inhibition Test (HI)

All samples were initially submitted to microplate hemagglutination inhibition tests
(Shope and Sather, 1979) against a panel standardized antigens from 19 types of arbovirus,
including four from genus Alphavirus (Eastern Equine Encephalomyelitis, Western Equine
Encephalomyelitis, Mayaro, and Mucambo), six from genus Flavivirus (Yellow Fever, Saint
Louis encephalitis, Rocio, Ilhéus, Cacipacoré and Bussuquara), eight from genus
Orthobunyavirus (Oropouche, Caraparu, Catu, Guaroa, Maguari, Tacaiuma, Utinga and
Belém) and one from genus Phlebovirus (Icoaraci).

Mouse Neutralization Test (MNT)
All positive monkey sera showing HI titer >20 were submitted to MNT, as

confirmatory test and to characterize the virus responsible by infection. The protocol used was
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that one as described by Shope and Sather (1979). The results were calculated by
neutralization logarithmic index (NLI), as previously described (Reed & Muench, 1938).
None horses’ sera were tested by MNT.

Attempts of virus isolation

All blood samples were inoculated into Aedes albopictus cell culture (clone C6/36)
and immunofluorescence was used to viral identification, as described elsewhere (Beaty et al.,
1989).

Statistical analysis

Statistical significance was analyzed using Chi-square and Fisher exact tests to
establish differences among the characteristics studied. Associations were determined by odds
ratios (OR) at a 95% confidence level. Results were considered statistically significant when
p-value was < 0.05.

Results

None arbovirus was isolated of all 133-monkey serum samples. Although, when they
were submitted to serologic tests, only SLEV antibodies were detected by HI and confirmed
by MNT (Table 2, Figure 2). A total of 21 monkey samples showed HI titers to SLEV ranging
from 20 to 640 (Table 2).

Serum prevalence for SLEV antibodies in monkeys by HI test was 11.62% (5/43) to A.
caraya, 12.50% (8/64) to C. nigritus, 30.77% (8/26) to C. cay. From these, 2.32% (1/43) to A.
caraya, 6.25% (4/64) to C. nigritus and 15.38% (4/26) to C. cay were confirmed by MNT
(Table 3)

Association of the results obtained with characteristics studied (species, sex, age and
horse presence in the same habitat) are summarized in Table 3. Prevalence was higher to C.
cay monkeys (15.38%) than to C. nigritus (6.25%) and A. caraya (2.32%). Female animals

had higher prevalence (8%) than male ones (6%). Interesting, infant and juvenile animals
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showed absence of HI antibodies to SLEV, while the prevalence of SLEV antibodies to sub-
adult and adult was 13.33% and 9.21%, respectively. Primates that live near farm horse herd
have higher antibody prevalence (15.38%) than those living without this condition (4.67%).
However, there were not any statistical differences among species (p = 0.1090), sex (p =
0.7281), age (p = 0.1876), and horse presence in the same habitat (p = 0.0727).

No arbovirus was isolated of all 23-horse blood samples, but as previously observed to
monkeys, by HI, specific antibodies were only found to SLEV. Seroprevalence for SLEV
antibodies by HI test was 39.13% (9/23). Prevalence was higher to female animals (57.14%;
4/7) than male ones (31.25%; 5/16). The titers distribution was 160 (3 males and 2 females),
320 (1 male and 1 female) and 640 (1 male and 1 female). However, significant statistical
difference was not observed by sex [p=0.3630; OR = 0.34 (0.04 < OR < 2.91)]. No HI results
were confirmed by MNT.

Discussion

Conventional flavivirus serologic diagnosis is based on the presence of virus-specific
antibodies in the serum (Scaramozzino et al., 2001). Classical HI and MNT have been used
for this purpose. HI is relatively simple and inexpensive technique used to access antibody
responses following vaccination or natural infection by arbovirus including SLEV (Soliman
& Gotuzzo, 2004).

SLEV has been commonly described in the USA where it is frequently responsible for
limited human encephalitis epidemics (Soliman & Gotuzzo, 2004). The occurrence of this
arboviral disease in Brazil shows quite different characteristics. One of them is an occurrence
of very few human cases of encephalitis (Figueiredo et al., 1998; Batista et al., 2001). One
can speculate that this is possibly due to specific environmental and biological factors found
in Brazil which changed its virulence or pathogenicity to humans. However, few studies were

carried out in order to describe truly what factors play a role in this phenomenon, but at least
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two factors should be associated. First, the endemicity of other related flaviviruses that elicits
cross protection such is the case of dengue and the vaccination to yellow fever; and second, a
deficiency to recognize and or to diagnosis of encephalitis in both public and private health
services. Comparing the disease behavior in Brazil with the USA situation, besides
differences in the environmental and biological conditions, it is observed that in USA there
are more facility and access to diagnostic services. These facts could partially explain the
differences between the disease expression and epidemiology among these countries.

Differently of the De Thoisy et al. (2001) that found antibodies in low titers to SLEV
(HI titers <40) and very high antibodies titers to yellow fever (HI titers >320) to free-ranging
monkeys, suggesting that SLEV antibodies should result of cross-reactions with yellow fever,
the present study showed absence of HI antibodies to yellow fever in the monkey samples, for
several of them the absence was confirmed by MNT.

In Argentina several SLEV studies were made focusing basically mosquitoes and
human populations (Sabattini et al., 1985; Mitchell et al., 1985; Sabattini et al., 1998;
Spinsanti et al., 2002; Diaz et al., 2003; Diaz et al., 2006), but none of them showed the
importance of monkeys and horses in the sylvatic SLEV cycle. In the present study, was
established, based on serologic results, a participation of these animals in the maintenance
cycle of SLEV. Previously, it was observed in an area influenced by a hydroelectric dam in
Tucurui, Para state, the occurrence of specific SLEV antibodies (HI) in nonhuman primates in
Brazilian Amazon region (Dégallier et al., 1992), but this is the first time in an area outside
Amazon basin.

Domestic equines are commonly found in the region where collection of samples were
done, mainly in farms near forest regions, and the relationship of SLEV antibodies in these
animals should be considered. Again, previously it has been found high prevalence of SLEV

antibodies among horses in Amazon and in Pantanal region (Iversson et al., 1992;
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Vasconcelos et al., 2005), but now this was obtained for the first time in southern Brazil in an
ecosystem very far and quite different from Amazon and Pantanal. Therefore, these animals
have played a role as vertebrate hosts and, probably should be considered as amplifier source
of SLEV to primates or vice-versa. Nevertheless, this needs further investigation.

In conclusion, this is the first report of seroprevalence of specific SLEV antibodies in
wild monkeys at Parana State, Southern Brazil, and incriminates nonhuman primates in the
natural maintenance cycle of SLEV in Southern Cone region, where recently an SLEV
encephalitis outbreak was recognized in Northern Argentina (Diaz et al., 2006). The next
research step will be conducting a study involving collection of local mosquitoes and human
population to try establishing their roles in the SLEV life cycles.
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Table 1. Distribution for species, sex, and age of free-ranging New World monkeys captured

between June/04 and December/05 in the Porto Rico County region, located in Northwestern

Parana State and Southeastern Mato Grosso do Sul State, Brazil.

MONKEY FEMALE (F) MALE (M) Total
SPECIES Infant__ Juvenile _ Subadult __ Adult | Infant __ Juvenile _ Subadull __ Adult &M

43

Alouatta caraya 01 03 - 16 - 05 06 12 (F=20, M=23)
o 64

Cebus nigritus - 04 02 13 05 16 03 21 (F=19, M=45)
26

Cebus cay - 05 02 04 01 02 02 10 (F=11, M=15)
Total 01 12 04 33 06 23 11 43 133




88

Table 2. Results of Haemagglutination Inhibition (HI) and Mouse Neutralization Test (MNT)
in free-ranging New World monkeys captured between June/04 and December/05 in the Porto
Rico County region, located in Northwestern Parand State and Southeastern Mato Grosso do

Sul State, Brazil.

HI result* Alouatta caraya  Cebus nigritus Cebus cay Total
(antibody titery Male Female ~Male Female Male Female (Male/Female)
Negative 21 17 40 16 10 8 112 (71/41)
20 - 2 2 1 2 2 9 (4/5)
40 b 1¢7 1 . 2(1.8/2.7) . 6 (5/1)
30 . . 109 1@ - 17 3(1/2)
160 - - - 129 B - 1 (--/1)
320 -- -- -- -- -- -- --
640 -- - 169 -- 16D -- 2 (2/--)
Total 23 20 45 19 15 11 133 (83/50)

*HI Test result: positive HI > 20

™ Neutralization Logarithmic Index (NLI): positive NLI > 1.8
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Table 3. Association results among the characteristics studied (species, sex, age and horse

presence in the same habitat) with presence of anti-Saint Louis encephalitis virus antibodies

(Neutralization Logarithm Index - NLI) in serum samples of free-ranging New World

monkeys captured between June/04 and December/05 in the Porto Rico County region,

located in Northwestern Parana State and Southeastern Mato Grosso do Sul State, Brazil.

NLI Test _values
Positive(%) Negative(%)  Total (%) OR (95% CI)* P
Species
Alouatta caraya 1(2.32) 42 (97.68) 43 (32.33)
Cebus nigritus 4(6.25) 60 (93.75) 64 (48.12) NC 0.1090°
Cebus cay 4 (15.38) 22 (84.61) 26 (19.55)
Sex
Male 5(6.02) 78 (93.98) 83 (62.41) 0.74 0.7281°
Female 4 (8.00) 46 (92.00) 50 (37.59) 0.16 <OR <3.48 '
Age
Infant 0 7 (100.00) 7(5.27)
Juvenile 0 35(100.00)  35(26.31) .
Sub-adult 2 (13.33) 13 (86.67) 15 (11.28) NC 0.1876
Adult 7(9.21) 69 (90.79) 76 (57.14)
Horse presence in
the same habitat
Yes 4 (15.38) 22 (84.62) 26 (19.55) 3.71 0.0727
No 5 (4.67) 102 (95.33)  107(80.45) 0.76<OR<17.79
Total (%) 9 (6.77) 124 (93.23) 133 (100.00)

NC: not calculated.

?0dds ratio and 95% confidence limits.
b Chi-square.

‘Fisher exact.
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Figure 1. Picture showing the region where monkeys were captured. Satellite photo shows the
Porto Rico County region, upper Parana River, Brazil. A) Northwestern of Parana State; B)

Southeastern of Mato Grosso do Sul State; C) Paranapanema Pontal, Sao Paulo State.
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Total of captured monkeys (by species) X Saint Louis
encephalitis virus positive monkeys (HI) X Saint Louis
encephalitis virus positive monkeys (MNT)

70 1 64
—
60 4
OTotal of captured monkeys (by
50 4 43 B
species)
L«
20 / O Saint Louis encephalitis virus
] positive monkeys (HI)
30 _/_ 26 B Saint Louis encephalitis virus
v positive monkeys (MNT)

20-/

04 5 ﬂ 4 u 4

1
04

Alouatta caraya Cebus nigritus Cebus cay

Figure 2. The figure shows the relationships among total of captured monkeys (by species)
and their positive results for Hemagglutination Inhibition (HI) and Mouse Neutralization Test

(MNT).
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3.3. OCCURRENCE OF BORNA DISEASE VIRUS P24 RNA IN FREE-RANGING
NEW WORLD MONKEYS (CEBUS SPP.; ALOUATTA CARAYA) IN THE UPPER
PARANA RIVER BASIN REGION, BRAZIL

Artigo editado de acordo com as normas de publicagdo do periddico Veterinary Microbiology
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Occurrence of Borna disease virus p24 RNA in free-ranging New World monkeys
(Cebus spp.; Alouatta caraya) in the upper Parana River basin region, Brazil

Abstract

Borna disease virus (BDV) is a virus which naturally infects a broad range of warm-blooded
animals. BDV is an enveloped, non-segmented virus, with a negative-stranded RNA genome
and which belongs to the family Bornaviridae in the order Mononegavirales. In the present
study we investigated the presence of BDV p24 RNA in peripheral blood cells from 147 free-
ranging wild New World monkeys (47 Alouatta caraya, 74 Cebus nigritus, and 26 Cebus
cay). The animals were captured using new methodologies totally adapted to environmental
conditions at the local of captures following the law and regulations of Brazilian
Environmental Institute (IBAMA). The captured period was between June/04 and April/06.
Blood samples were obtained by jugular or brachial venipuncture; blood samples were
separated and stored at -20°C with Trizol LS reagent (1:3) until tested. The presence of BDV
p24 RNA was investigated by reverse transcription and nested PCR (RT-nested PCR) using
specific primers designed to the p24 gene of BDV. The specificity of the genomic
amplification and detection was analyzed by nucleotide sequencing of PCR products. Only
Cebus cay monkeys showed positive results to BDV. Prevalence of BDV p24 RNA in these
monkeys was 15.38% (n=4). The obtained sequences revealed identity with GenBank
database sequences for BDV. This is the first time in Brazil that was detected BDV p24 RNA
in the peripheral blood cells of free-ranging wild monkeys, specifically in species Cebus cay.
This finding can help understanding the distribution of BDV among native non human
primates and the possible role of these animals in maintenance cycle of BDV in the natural
environment.

Key words: BDV, p24 RNA, primates, wild monkeys, Cebus cay
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Introduction

Borna disease virus (BDV) is a neurotropic, non-segmented, single-stranded, negative
sense RNA virus which causes encephalitis in horses and sheep. This virus causes changes in
the brain of infected animals resulting in several functional disturbances including of
movement and behavior. Furthermore, may be associated with human psychiatric disorders
(Nakamura et al., 2000; Bode et al., 2001; Fukuda et al., 2001; Horning et al., 2001; Taieb et
al., 2001).

The BDV infection was originally believed to be limited to farm animals (horses and
sheep) and certain wild animals (rabbits) in endemic areas of Germany and Switzerland.
More recently, with the development of more modern and powerful tools for the specific
diagnosis of BDV infection (in situ hybridization, reverse transcription PCR (RT-PCR) and
with the increasing international research interest in BDV, reports of new susceptible species
to and the geographic location of cases of natural infection have expanded the knowledge of
epidemiology of it (Rott and Becht, 1995). Animals at risk for natural acquires or
experimental BDV infection include rhesus monkeys, horses, sheep, cattle, goats, rabbits,
deer, llamas, alpacas, cats, rats, mice, gerbils, dogs, and ostriches (Carbone, 2001). Besides its
recognized main natural host, the horse, other Equidae, as well as sheep, cattle, rabbits, goats,
deer, alpacas, llamas, cats, pigmy hippopotamus, sloth, vari monkeys, and ostriches have been
found naturally infected with BDV (Richt et al., 1997).

Since the source of human BDV infections is unknown, it is important to investigate
the epidemiology of BDV. Its wide host range, as well as the high level of nucleotide
sequence homology found between several isolates from different animal species (Binz et al.,
1994; Schneider et al., 1994), strongly suggest that BDV should be a zoonotic virus
(Degiorgis et al., 2004). Although a wildlife reservoir for BDV has been assumed to exist,

strong evidence to incriminate any animal species for this recur aims to be determined. In a
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survey carried out with a free-ranging Swedish lynx (Lynx lynx) it was reported a positive
sample to BDV, which was the first time that a natural BDV infection was recognized in a
wild felid (Degiorgis et al., 2004).

The predilection of the BDV to replicate in the limbic-hypothalamic region has been
associated in some animals with the development of a syndrome somewhat resembling
human affective disorders suggesting that BDV may be involved in certain human affective
disorders (Amsterdam et al., 1985).

BDV is highly neurotropic for natural and experimental infected hosts. It replicates in
neurons and astrocytes without inducing cytopathic effects (Schneider et al., 2005). This virus
infects the central nervous system (CNS) of many animal species and may be implicated in
the etiology of behavioral disturbances reminiscent of autism, schizophrenia and mood
disorders (Pletnikov et al., 2002; Tomonaga, 2004).

Bode et al. (1993) reported that the proportion of BDV antibody carriers was over
30% among examined patients showing major depression. In addition, these authors also
detected a high rate of BDV RNA by RT-PCR in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from psychiatric patients.

Molecular analysis has indicated that BDV genome consists of at least six open
reading frames (ORFs). From 5’ to 3° ORFs encode the nucleoprotein (p40), phosphoprotein
(p24), transcriptional activator, matrix protein (gp18), envelope protein (p56), and a predicted
RNA-dependent RNA polymerase (p180) (Schneider et al., 1997).

The second ORF encodes a 24 kDa protein (also known as p24), representing the
putative phosphoprotein. In addition to the p24 protein, the second ORF also produces a 16
kDa protein by translation of the second in-frame AUG codon. This 16 kDa protein has been
detected in BDV infected cultured cells and in brains of experimentally infected animals

(Tkuta et al., 2002). Among BDV proteins, the p40 and p24 have been frequently found in
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BDV-infected brain cells of both animals experimentally and naturally infected (Stitz et al.,
2002).

Most epidemiological studies employed RT-PCR or nested-PCR to detect viral RNA
in biological specimens. Thus, in this study we report the major findings obtained by using
the nested RT-PCR of BDV p24 RNA in the PBMC of free-ranging New World monkeys,
collected in the upper Parana River basin.

Materials and Methods
Site of study

All animals used in this study were trap captured in the Porto Rico County region,
located in Northwestern Parana State and Southeastern Mato Grosso do Sul State, upper
Parana River, Brazil (Figure 1), in islands and sub-tropical forest reserves (where animals
were captured), protected by the Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA). For this study, four islands were chosen: Mutum, Porto Rico,
Gaivota, and Japonesa, besides the forests of Parana River basin localized in that region.
Porto Rico County is located in Northwestern Parand State at 22°46°20”S latitude and
53°16°01”W-GR longitude. The average annual temperature in this area ranges from 16 and
29°C.

Animals

One hundred forty-seven free-ranging New World Monkeys were captured, 47
Alouatta caraya (black and golden howler monkey), 74 Cebus nigritus and 26 Cebus cay
(both Cebus species called capuchin monkeys) using new approach adapted to the site of
study conditions as described (Aguiar et al., 2007; Rocha et al., 2007). The captured period
was between June/04 and April/06. A field team composed of biologists and veterinarians
was responsible for trapping the monkeys, following an IBAMA license (number 104/04) and

its recommendations. Furthermore, the present study was approved by the Experimental
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Animal Ethics Committee of the Londrina State University (register n® 34/05). Animals were
anesthetized with Zoletil® as described elsewhere (Hilst et al., 2006a; Hilst et al., 2006b).
Then, blood samples were obtained by jugular or brachial venipuncture and stored at -20°C
with Trizol LS reagent (Invitrogen ) (1:3) until tested. In this study, biological and clinical
parameters (data not shown) of the animals were evaluated, a subcutaneous transponder was
applied (inter scapular region) in each captured monkeys for future control, and after
complete recuperation they were set free in the same place where had been captured.

All captured primates had strictly forest habits. However, some Cebus nigritus
specimens (n=13) were trap captured in a forest reserve (in Parana River basin) near a farm
whose owners reported having contact with some monkeys.

Molecular Diagnosis of BDV
Nucleic acid preparation and reverse transcription

Leukocytes were prepared from peripheral blood samples after using erythrocytes
lyses buffer B (solution A: 0.32 M sucrose; 10mM Tris-HCI pH-7.5; SmM MgCl,; 1% Triton
X-100). Total cellular RNA was extracted from peripheral white blood cells with Trizol LS
reagent (Invitrogen , USA) according to the manufacturer’s instructions. The RNA was
resuspended into 20ul of sterile water treated with diethylpyrocarbonate (DEPC, Invitrogen).
cDNA was generated from 6pl of total RNA, using cDNA synthesis kit (GeneAmp RNA PCR
kit — Applied Biosystems, USA).

Nested - Polymerase chain reaction (PCR)

BDV specific primers (GenBank — accession number: NC 001607) were used for
amplification: BDV1 (5'-TGACCCAACCAGTAGACCA-3"), BDV2 (5'-
GTCCCATTCATCCGTTGTC-3"), BDV3 (5'-TCAGACCCAGACCAGCGAA-3"), BDV4
(5'-AGCTGGGGATAAATGCGCG-3") according to Kishi et al. (1996). PCR products of

392 base pairs were revealed by a 10% acrylamide gel silver staining eletrophoresis. The PCR
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products were purified and directly sequenced using DYEnamic™ ET dye terminator cycle
sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech - USA) in a MegaBace " sequencer (Amersham
Pharmacia Biotech, USA). Amplified nucleotide sequences were analyzed by comparison
with the GenBank BDV sequence database.
Statistical analysis

Statistical significance was determined by using Chi-square and Fisher exact Test in
order to establish differences among studied characteristics, and associations were determined
by odds ratio (OR) at a 95% confidence interval. A p-value of < 0.05 was considered as
statistically significant
Results

A total of 147 wild monkeys (Table 1) had examined their blood for BDV RNA p24
by nested-RT-PCR in peripheral cells. When the nested RT-PCR technique was applied for
the detection of BDV related RNA, positive signals were detected in 2.72% (4/147) of the
samples. All positive PCR samples had nucleotide sequences identity with Borna disease
virus, sequences obtained from the GeneBank database.

All four positive samples were from Cebus cay species (4/26) (Figure 2), representing
a positive rate of 15.38% (Table 2), and were trapped in the same site of capture in an area
near the Mato Grosso do Sul State, Brazil. Statistical differences were observed among
capture’s region (p=0.0008) and species (p=0.0001) (Table 2).
Discussion

Nowadays the detection of BDV RNA has been observed in a wide variety of
domestic animal species including cats, dogs, cattle, sheep and horses. In addition, the
potential role of BDV as a human pathogen in connection with etiology of psychiatric

diseases has increased the interest in the investigation of this virus and its pathogenic
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pathways. Molecular biology analyses have revealed important data, such as, genomic
organization and BDV specific proteins (Miranda et al., 2006).

For over two centuries, Borna disease has been described as a sporadically occurring
infectious meningoencephalomyelitis affecting horses and sheep in Central Europe (Dauphin
et al., 2002). Over the last decade, the BD epidemiology has been intensely investigated.
Firstly, its geographical distribution seems larger than was previously supposed. Secondly,
the disease can affect a large number of warm-blooded animal species, including humans
(Dauphin et al., 2002). BDV genome has been recently detected in France in the blood and
brain of different animal species: horses, bovines and foxes (Dauphin et al., 2002).

In spite of some authors have considered the BD as potential as zoonotic disease
(Degiorgis et al., 2004), it is very important to consider the necessity to study this pathogenic
agent in different potential hosts in nature in order to define the biological cycle inside of
different ecosystems. There are several research articles in the recent years describing the
occurrence of the BDV p24 RNA in psychiatric patients and several animal species (Richt et
al., 1997; Carbone, 2001; Degiorgis et al., 2004). Therefore, it is necessary that well designed
research studies investigate the possible role of BDV in the pathogenesis of these psychiatric
disorders.

The present study is the first report of BDV detection in free-ranging monkeys at
Northwestern Parana State, Southern Brazil. This finding is very important for several
reasons including: i) the description of a potential natural host (Cebus cay); ii) the recognition
of a possible natural focus of BDV; iii) as Cebus monkeys are easily reproduced in captive, it
is a potential target for the development of experimental studies on the BDV pathogenesis,
and to test potential effective medicine for the treatment of Borna disease. The next step will
be conducting a study involving other animal species (wild and domestic) and local human

population to establish the roles of each other in the cycle of BDV.
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Table 1. Distribution for specie, sex and age of free-ranging New World monkeys captured

between June/04 and April/06 in the Porto Rico County region, located in Northwestern

Parana State and Southeastern Mato Grosso do Sul State, Brazil.

MONKEY FEMALE (F) MALE (M) Total
SPECIES Infant__ Juvenile __ Subadult___ Adult_| Infant__ Juvenile _ Subadull __ Adult &M

47

Alouatta caraya 01 03 -- 17 -- 07 05 14 (F=21, M=26)
o 74

Cebus nigritus - 06 02 15 05 20 04 22 (F=23, M=51)
26

Cebus cay - 05 02 04 01 02 02 10 (F=11, M=15)
Total 01 14 04 36 06 29 11 46 147

Table 2. Association results among the studied characteristics (specie, sex, age and capture’s

region) with presence of Borna disease virus — BDV (molecular diagnosis) in blood samples

of free-ranging New World monkeys captured between June/04 and April/06 in the Porto

Rico County region, located in Northwestern Parana State and Southeastern Mato Grosso do

Sul State, Brazil.

Molecular diagnosis

(Nested-PCR and genetic sequencing) p-Values
Positive (%) Negative (%) Total (%) OR (95% CI)?
Specie
Alouatta caraya 0 47 (100.00) 47 (31.97)
Cebus nigritus 0 74 (100.00) 74 (50.34) NC 0.0001"
Cebus cay 4 (15.38) 22 (84.62) 26 (17.69)
Sex
Male 2(2.17) 90 (97.83) 92 (62.59) 0.59 0.6300¢
Female 2 (3.64) 53 (96.36) 55(37.41) 0.06 < OR < 6.06 '
Age
Infant 0 7 (100.00) 7 (4.76)
Juvenile 1(2.33) 42 (97.67) 43 (29.25) b
NC 0.8222
Sub-adult 0 15 (100.00) 15 (10.20)
Adult 3 (3.66) 79 (96.34) 82 (55.78)
Capture’s region
Mato Grosso do Sul
. 4 (15.38 22 (84.62 26 (17.69
(MS) State, Brazil ( ) ( ) ( ) undefined 0.0008°
Parana (PR) State, Brazil 0 121 (100.00) 121 (82.31)
Total (%) 4(2.72) 143 (97.28) 147 (100.00)

NC: not calculated.

?0dds ratio and 95% confidence limits.
° Chi-square.

°Fisher exact.
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Figure 1. Picture showing the region where monkeys were captured. Satellite photo shows the
Porto Rico County region, upper Parana River, Brazil. A) Northwestern of Parana State; B)

Southeastern of Mato Grosso do Sul State; C) Paranapanema Pontal, Sdo Paulo State.
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Figure 2. Detection of p24 RNA for Borna disease virus (BDV) in blood samples from free-
ranging New World monkeys. The product of 392 base pairs fragment was detected by RT-
nested PCR in the samples 4, 73, 75, 77. L: Ladder is 100 base pairs marker (Promega,

Madison, WI).
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4. CONCLUSOES

As manobras de captura e a identificacdo de novos espécimes de PNH que habitam
a regido do estudo resultaram no desenvolvimento de novos modelos de armadilhas e na

adaptacao de protocolos de sedacao, reduzindo danos aos animais capturados.

Algumas viroses de interesse a saude publica como encefalite Saint Louis e doenga
por Borna virus foram diagnosticadas pela primeira vez em PNH da regidao do alto rio

Parana.

Os resultados obtidos deram subsidios para a criagdo de um modelo de vigilancia
ativa para FA, outras arboviroses € zoonoses de interesse a saude publica em parceria com
a SESA-PR, MS, IEC-PA, UEL e UFPR, de acordo com a realidade e necessidades do

Estado do Parana.
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5. ANEXOS
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Techniques and Trap Models for Capturing Wild
Tufted Capuchins
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The difficulty of capturing capuchins (genus Cebus) via anesthetic projectiles,
as well as the scarcity of methodological descriptions of operational trap-
ping programs, are widely known. The limitations hamper studies focusing
on the conservation and evaluation of the health of capuchins that depend on
their capture. We report on techniques and trap models used for capturing
black tufted capuchins (Cebus nigritus) in Londrina, Telémaco Borba, and
Porto Rico, municipalities of the State of Parand, Southern Brazil. Captures
occurred in forest fragments, continuous forests, and gallery forests belong-
ing to several vegetational formations. The trap model we developed was a
2 x 2 x3 m cage equipped with a 2 x 1 m door that we operated manually
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Researchers consider predation rates by terrestrial animals to be lower in
the case of arboreal primates, particularly among large-bodied species. We
recorded the consumption of black-and-gold howlers (Alouatta caraya) by
cougars (Puma concolor) as evidence of predation on an island of the up-
per Parand River. We collected and processed fecal samples of the felid in
2004 and 2005. We identified items in the laboratory by comparison with
museum specimens. We considered each species in a femf sample as a sin-
gle occurrence. Based on analysis of the cuticle scale pattern, we identified
the felid as cougar. Howlers occurred in 4 out of the 8 fecal samples (40%
of the occurrences). In addition to howlers, we also recorded 5 occurrences
of agouti (Dasyprocta azarae; 50%) and a small unidentified sigmodontine
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Abstract

In this study, we captured 60 wild New World monkeys (Cebus spp.: Alouatta carava) at the Parand river basin, Parana State,
Brazil, and modified agglutination test (MAT) was performed to evaluate anti-Toxoplasma gondii antibodies. Prevalence was
30.2% (13/43) in Cebus spp. (capuchin monkeys) and 17.6% (3/17) for A. caraya (black and golden howler monkeys). MAT
showed antibody titers of 16 (15/16) and 64 (1/16). Herein, we have observed an odds ratio (OR) =4.67 (1.06 < OR < 21.42.
p < 0.01) among monkeys with presumed risk of human contact. There were not any statistical differences among age. species
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Apresentacao

O presente Manual de vigildncia de epizootias em primatas nio-
humanos, langado pela Secretaria de Vigilincia em Saude (SVS), do
Ministério da Sadde, traz aos interessados na temdtica informacdes técni-
cas abrangentes e normas e condutas para o desenvolvimento de estudos
visando, primordialmente, prevenir a ocorréncia de casos humanos de
febre amarela com vistas 4 redugio de sua morbimortalidade — e, secun-
dariamente, a investigacio das epizootias.

As agdes ora propostas basearam-se em experiéncias desenvolvidas
na organizagio e execugio de atividades voltadas 4 detecgio precoce da
circulagdo do virus da febre amarela em ambiente silvestre, em primatas
nic-humanos e em vetores.

Sua leitura atualizard os profissionais de saide nos conhecimentos
acerca dos aspectos epidemiolégicos, caracteristicas e distribuigio geo-
grifica dos primatas nio-humanos, realizagio de necropsia em campo,
colheita de material bioldgico, anilise e divulgagio dos dados, medidas de
controle da febre amarela e diretrizes para o estabelecimento da vigilincia
entomoldgica e de epizootias,

Esperamos que sua ampla divulgagio nos servigos de vigilancia
das diversas secretarias estaduais e municipais de saide efetivamente
contribua para uma melhor estruturagio e implementagio das agdes de
vigilincia e controle da febre amarela silvestre no Brasil,

Jarbas Barbosa da Silva Janior
Secretirio de Vigilincia em Sadde
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1!l VERSAQ PRELIMINAR !!!

GUIA PRATICO PARA VIGILANCIA DE
EPIZOOTIAS EM PRIMATAS NAO HUMANOS
(PNH) NO ESTADO DO PARANA

(Adaptado do Manual de Vigilancia de Epizootias em PNH do Ministério da
Saude, Brasilia, 2005)

APRESENTAGAO

A parir de 20002001, a febre amarelz silvestre venceu novas fronteiras,
atingindo os Estados da Bahia, Minas Gerais, S30 Paulo e Rio Grande do Sul. Ate
entio, sua ocoméncia estava restrita & regido Amazdnica. A expansio geografica
da doenca na forma de epizoofias e epidemias acamretaram maior risco &
populagdo rural assim como & reurbanizacdo da doenga, inclusive para o Estado
do Parana.

O presente “Guia Pratico para Vigildncia de Epizootias em Primatas Mo
Humanos no Estado do Paranad” € o resultado de um trabalho ingdito no Brasil
para o monitoramento da febre amarela, outras arboviroses e zoonoses de
interesse na regido noroeste do Parana, mais especificaments, no municipio de
Paorto Rico a partir de 2001. E fruto de pesquisas interdisciplinares envolvendo a
Secrefaria Estadual de Salde do Parand & outras instituicBes como a
Universidade Federal do Parand e Universidade Estadual de Londrina. O
documento abhorda desde 05 aspectos epidemioldgicos das principais zoonoses
associadas aos primatas ndo humanos, as caracteristicas bioldgicas e distribuigdo
geografica desses animais no Estado do Parand. Além disso, descreve
detalhadamente fodos os procedimentos para captura, confengBo, colheita de
material, necropsia e t&cnicas de hiosseguranga especificas para a vigildncia de
epizootias em PMH.

Este manual &, porianto, o instrumenio basico para a implantacdo e
desenvolvimento de um sistema de vigiléncia epidemioldgica sensivel e oportuno
para a febre amarela no Parana, preenchendo uma grave lacuna na vigildncia
dessa doenga que até o momenio vem sendo desenvolvida exclusivamente na
populagio humana.

Natal Jatai de Camargo
Diretor do Centro de Satde Ambsental f SESA-PR

Su Princo o Ve s oe EProoTas EM Panaras Mo Husmsnos jo EeTapo oo Pansank

120



1! VERSAO PRELIMINAR !!! 7

ORGANIZAGAO:

Walfrido Kihl Svoboda - UFPR Campus Palotina & UELIFR

EQUIPE DE ELABORAGAO:

Adilson Braz Secorun — Equipe Entomologia Porto Rico — SESAPR
Allan Martins da Silva - SESAFPR

Ana Paula F. R. Bracarense — DMVP — CCA - UELIFR

ﬁngela Maron — CPPI - SESAPR

Carmen Licia Secortecci Hilst — DCW — CCA - UELIPR

Edilsan Colhera Cristovio — Equipe Enfornolegia Porio Rico — SESAIPR
Fernando de Camargo Passos — D2 - SC8 - UFFR

Gabrigla Ludwig — Colaborador

Gongalves Beletato — Equipe Entomalegia Porio Rico — SESAFR
Gustavo Menteiro Teixeira - FARPR

ltalmar Teadorico Mavarro = DMVYF = CCA - LUELFR

Jodo Donizette Medina — ALl - SESAPR

José Carlos Leite Junicr — CPFI - SESAFPR

José do Parto dos Santos — Equipe Enfomeclogia Porto Rico — SESAPR
Jasé Luiz Filho — Equipe Entomalogia Poric Rice — SESAFR

Kledir Anderson Hofstaetter Spohr — DMVP — CCA — UEL/PR

Limeu Reoberto da Silva — CPPI - SESAPR

Lucas de Moraes Aguiar— DZ — 5CB — UFPR

Luciane de Souza Malanski — Colaborader

Marcos Massaaki Shiozawa — UELIPR & UNOFPARFR

Matal Jatai de Camargo — C5A — SESAPR

Ricarda Matsuo — CPPI - SESAPR

almir Ortiz da Silva — Equipe Entomelogia Porto Rico — SESA/PR

Walfrido Kdhl Svoboda — UFPR Campus Palotina e UELIFR

S Primco oe Ve s o EPzooTas eM Pancaras Mo Hussros o ESTano oo Pamanbl

121



122

5.2 Comité de Etica em Experimentacio Animal

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N° 44/2005 Londrina, 27 de setembro de 2005
Prezado Pesquisador

O CEEA/UEL, reunido aos 20 de setembro do ano corrente, avaliou o
projeto de pesquisa intitulado "Investiga¢fio e monitoramento da circulagiio do virus da
Febre Amarela (FA) e outros arbovirus de interesse visando a criagio de um modelo
estadual de vigilincia epidemiolégica", registrado no CEEA sob o n® 34/05 processo n°
17115/2005, desenvolvido sob sua responsabilidade, julgando-o aprovado para execugdo
por entender que os principios éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal estdo respeitados.

Sem mais para o momento, subscrevo-e.

Cordialmente,

Prof. Dri, Julio Augustd Naylor Lisbéa

Coordenador do CEEA/UEL

fimo. Sr.

Prof, Dr. lialmar Teodorico Navarro
Coordenador do Prajeio

Departamento de Medicina Veterindria Preventiva
Centro de Ciéncias Agrarias

Copia para Paulo Sérgio Basoli (Chefe da DCA/PROPPG)
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5.3 Licenca para Captura/Coleta/Transporte/Exposi¢cao

MINISTERIO DO MEIC AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA

Geréncia Executiva Estadual do Parana R
LICENGCA PARA CAPTURA | COLETA | TRANSPORTE | EXPOSICAQ

NUMERO DA LICENGA N.° DE REGISTRO NO IBAMA PERIODO DE VALIDADE PROCESSO IBAMA.
104/04 o XK XK K K KX K KX K XK Ko XX 24.05.04 a 24.08.05 N.° 02017.002508/02-14
OBJETC: FAVORECIDO:
m CAPTURA E/OU COLETA DE ANIMAIS SILVESTRESMATERIAL ZOOLOGICO =l ZOOLOGICO
Gl TRaNSPORTE DE ANIMAIS SILVESTRESMATERIAL ZOOLOGICO G INSTITUIGAQ CIENTIFICA
=] COLETA E TRANSPORTE DE MATERIAL BOTANICO (PESQUISA CIENTIFICA) [:;] PESQUISADOR
]| TRANSPORTE DE PRODUTOS E SUB-PRODUTOS DA FAUNA I:-! EXPOSITOR/CONCURSO
=] EXPOSIGAO E/OU CONCURSO DE ANIMAIS SILVESTRES E.d CRIADOURC COMERCIAL
LT—‘ QUTROS - coleta de animais silvestres atropelados nas rodovias federais, D CRIADOURQ CIENTIFICO
estaduais, municipals no teritério do Estado do Parana. F: QUTROS (ESPECIFICAR)

FAVORECIDO - ESPECIFICACAC:

NOME: SECRETARIA DO ESTADO DA SAUDE

ENDEREGC: RUA PIQUIRI, 170 - CEP 80.230-140 - CURITIBA PARANA

RESPONSAVEL PELA EXPEDICAQ (NO CASO DE COLETA/CAPTURAJ: : EDILSON COLERA CRISTOVAO RG 3.528.112-0 Pr/ CPF 523.319.115-
91 E WALFRIDO KUHL SVOBODA- RG - 4501.645-5 - Pr / CPF 825.531 869 - 34

PESQUISADOR/TRANSPORTADOR: EDILSON COLERA CRISTOVAO RG 3.928.112-0 Pr/ CPF 523.315,119-91 E WALFRIDQ KUHL SVOBODA-
RG - 4501.645-5- Pr/ CPF 826.531.869-34

MEIO DE TRANSPORTE: TERRESTRE/AEREO

PROCEDENCIA / LOCAL DA CAPTURA / LOCAL DA PESQUISA: TODO O TERRITORIO DO ESTADO DO PARANA

DESTINO: SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO PARANA, CENTRO NACIONAL DE PRIMATOLOGIA, LABORATORIC EVANDRO CHAGAS,

BELEM, PARA

LISTA DAS ESPECIES NOME CIENTIFICO NOME COMUM
QUANT. (TIPQ)
ANIMAIS COM SINTOMAS DE FEERE MAMMALIA MAMIFEROS
AMARELA

DATA DE EMISSAQ ASSINATURAE GARMEO / RUTORIDADE EXPEDIDORA

CURITIBA, 24 DE MAIO DE 2004

- VALIDA EXCLUSIVAMENTE NO TERRITORIO BRASIEE]
. ESTALICENGA AUTORIZA A COLETA DE MATERIAT Bl
- ESTA LICENCA NAO AUTORIZA:
1. CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE DE ESPECIES AMEAGADAS DE EXTINGAQ; SALVO QUANDO CONSTANTE DE PROJETO DE
PESQUISA ESPECIFICADO E APROVADO PELC IBAMA.
2.CAPTURA/COLETA/TRASNPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO FORA DAS AREAS ESPECIFICADAS NESTA LICENGA;
3. CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO NAS AREAS DE INFLUENCIA DE EMPREENDIMENTOS SUJEITOS A0
LICENCIAMENTO AMBIENTAL, CONFORME RESOLUGAO DO CONAMA DE N° 237 DE 19.12.97; SALVO QUANDQ ESPECIFICADO.
4 CAPTURA/COLETAITRANSPORTE EM AREAS DE DOMINIO PRIVADO SEM O CONSENTIMENTO EXPRESSO OU TACITO DO
PROPRIETARIC NOS TERMOS DOS ARTIGOS 594, 595, 596, 597 £ 598 DO CODIGO CIVIL;
5. CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE EM UNIDADES DE CONSERVAGAO FEDERAIS, ESTADUAIS, DISTRITAIS OU MUNICIPAIS, SALVO
QUANDO ACOMPANHADAS DO CONSETIMENTO DO ORGAC ADMINISTRADOR COMPETENTE;
6. EXPORTAGAC DE ANIMAIS VIVOS, MORTOS, PARTES E MATERIAL BICLOGICO.
séo ISENTAS DE COBRANCA DE TAXA (RECOLHIMENTO DE D.R)): INSTITUIGOES CIENTIFICAS, PESQUISADORES E ZOOLOGICOS
PUBLICOS,
ESTA LICENCA NAO EXINME O PESQUISADOR DE CUMPRIR O DISPOSTO NA MEDIDA PROVISORIA N.° 2186-16/01, QUE VERSA
SOBRE O ACESSO AO PATRIMONIO GENETICO. No caso de acesso & amostra de componente do patriménio genético, este somente
se dara mediante autorizacdo expressa do Conselho de Gestdo do Patriménio Genética (CGEN}, nos termos da Medida Provisoria n.®
2.186-16/2001 e Decreto n.® 3.945/2001.
/ALIDA SOMENTE SEM EMENDAS OU RASURAS.

MOD. 09.008 1a. VIA -INTERESSADO 2a. VIA - IBAMA/PROCESSO

LOGICO PARA FIXNS DE PESQUISA CIENTIFICA.
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5.4 Normas para publicaciao
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A. Normas para publica¢io no periédico — Cadernos de Saude Publica

s ] CADERMNOS DE SAUDE PUBLICA
REPORTS IN PUBLIC HEALTH

ISSN 0102-311X verséo impressa
ISSN 1678-4464 versao online INSTRUC()ES AOS AUTORES
Objetivo e politica editorial
Apresentacao do texto

Objetivo e politica editorial

Cadernos de Sadde Publica/Reports in Public Health (CSP) publica artigos originais que contribuam ao
estudo da saude publica em geral e disciplinas afins, como epidemiologia, nutricdo, parasitologia, ecologia e
controle de vetores, satide ambiental, politicas publicas e planejamento em satude, ciéncias sociais aplicadas a
saude, dentre outras.

Serdo aceitos trabalhos para as seguintes se¢des: (1) Revisdo - revisdo critica da literatura sobre temas
pertinentes a saude publica (maximo de 8.000 palavras); (2) Artigos - resultado de pesquisa de natureza
empirica, experimental ou conceitual (maximo de 6.000 palavras); (3) Notas - nota prévia, relatando resultados
parciais ou preliminares de pesquisa (maximo de 1.700 palavras); (4) Resenhas - resenha critica de livro
relacionado ao campo tematico de CSP, publicado nos Gltimos dois anos (maximo de 1.200 palavras); (5) Cartas
- critica a artigo publicado em fasciculo anterior de CSP ou nota curta, relatando observagdes de campo ou
laboratdrio (maximo de 1.200 palavras); (6) Artigos especiais - os interessados em contribuir com artigos para
estas segoes deverao consultar previamente o Editor: (7) Debate - artigo tedrico que se faz acompanhar de cartas
criticas assinadas por autores de diferentes institui¢des, convidados pelo Editor, seguidas de resposta do autor do
artigo principal (maximo de 6.000 palavras); (8) Férum - se¢do destinada a publicacdo de 2 a 3 artigos
coordenados entre si, de diferentes autores, e versando sobre tema de interesse atual (maximo de 12.000 palavras
no total).

O limite de palavras inclui texto e referéncias bibliograficas (folha de rosto, resumos e ilustragdes serdo
considerados a parte).

Apresentacio do texto

Serfio aceitas contribuigdes em portugués, espanhol ou inglés. O original deve ser apresentado em
espago duplo e submetido em 1 via, fonte Times New Roman, tamanho 12, com margens de 2,5cm. Deve ser
enviado com uma pagina de rosto, onde constara titulo completo (no idioma original e em inglés) e titulo
corrido, nome(s) do(s) autor(es) e da(s) respectiva(s) instituicdo(des) por extenso, com endereco completo
apenas do autor responsavel pela correspondéncia. Todos os artigos deverdo ser encaminhados acompanhados de
disquete ou CD contendo o arquivo do trabalho e indicagdo quanto ao programa e a versdo utilizada (somente
programas compativeis com Windows). Notas de rodapé nio serdo aceitas. E imprescindivel o envio de carta
informando se o artigo estd sendo encaminhado pela primeira vez ou sendo reapresentado a nossa secretaria.
No envio da segunda versdo do artigo devera ser encaminhada uma cépia impressa do mesmo, acompanhada de
disquete.

Colaboradores
Deverdo ser especificadas, ao final do texto, quais foram as contribuigdes individuais de cada autor na
elaboragdo do artigo.

Ilustragoes

As figuras deverdo ser enviadas em impressdo de alta qualidade, em preto-e-branco e/ou diferentes tons
de cinza e/ou hachuras. Os custos adicionais para publicagdo de figuras em cores serdo de total responsabilidade
dos autores.

E necessario o envio dos graficos, separadamente, em arquivos no formato WMF (Windows Metafile) e
no formato do programa em que foram gerados (SPSS, Excel, Harvard Graphics etc.), acompanhados de seus
parametros quantitativos, em forma de tabela e com nome de todas as variaveis. Também ¢é necessario o envio de
mapas no formato WMF, observando que os custos daqueles em cores serdo de responsabilidade dos autores. Os
mapas que nio forem gerados em meio eletronico devem ser encaminhados em papel branco (ndo utilizar papel
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vegetal). As fotografias serdo impressas em preto-e-branco e os originais poderdo ser igualmente em preto-e-
branco ou coloridos, devendo ser enviados em papel fotografico no formato 12x18cm.

O ntimero de tabelas e/ou figuras devera ser mantido ao minimo (maximo de cinco tabelas e/ou figuras).
Os autores deverdo arcar com os custos referentes ao material ilustrativo que ultrapasse este limite.

Resumos

Com exceg¢do das contribuigdes enviadas as se¢des Resenha ou Cartas, todos os artigos submetidos em
portugués ou espanhol deverdo ter resumo na lingua principal e em inglés. Os artigos submetidos em inglés
deverdo vir acompanhados de resumo em portugués ou em espanhol, além do abstract em inglés. Os resumos
nao deverdo exceder o limite de 180 palavras e deverdo ser acompanhados de 3 a 5 palavras-chave.

Nomenclatura
Devem ser observadas rigidamente as regras de nomenclatura zoologica e botanica, assim como
abreviaturas e convengdes adotadas em disciplinas especializadas.

Pesquisas envolvendo seres humanos

A publicacdo de artigos que trazem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos esta
condicionada ao cumprimento dos principios éticos contidos na Declaragdo de Helsinki (1964, reformulada em
1975, 1983, 1989, 1996 ¢ 2000), da World Medical Association (http://www.wma.net/e/policy/b3.htm), além do
atendimento a legislagdes especificas (quando houver) do pais no qual a pesquisa foi realizada. Artigos que
apresentem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos deverdo conter uma clara afirmagdo deste
cumprimento (tal afirmagdo deverd constituir o ultimo paradgrafo da secdo Metodologia do artigo). Apds a
aceitacdo do trabalho para publicacdo, todos os autores deverdo assinar um formulario, a ser fornecido pela
Secretaria Editorial de CSP, indicando o cumprimento integral de principios éticos e legislagdes especificas.

Referéncias

As referéncias devem ser numeradas de forma consecutiva de acordo com a ordem em que forem sendo
citadas no texto. Devem ser identificadas por niimeros arébicos sobrescritos (Ex.: Silva '). As referéncias citadas
somente em tabelas e figuras devem ser numeradas a partir do niimero da ultima referéncia citada no texto. As
referéncias citadas deverdo ser listadas ao final do artigo, em ordem numérica, seguindo as normas gerais dos
Requisitos Uniformes para Manuscritos Apresentados a Periddicos Biomédicos (http:/www.icmje.org).

Todas as referéncias devem ser apresentadas de modo correto e completo. A veracidade das
informagoes contidas na lista de referéncias ¢ de responsabilidade do(s) autor(es).

Exemplos:

Artigos de periodicos

Artigo padrio

Até 6 autores:

Barbosa FS, Pinto R, Souza OA. Control of schistosomiasis mansoni in a small north east Brazilian community.
Trans R Soc Trop Med Hyg 1971; 65:206-13.

Mais de 6 autores:

DelJong RJ, Morgan JA, Paraense WL, Pointier JP, Amarista M, Ayeh-Kumi PF, et al. Evolutionary relationships
and biogeography of Biomphalaria (Gastropoda: Planorbidae) with implications regarding its role as host of the
human bloodfluke, Schistosoma mansoni. Mol Biol Evol 2001; 18:2225-39.

Instituicdo como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing. Safety and performance
guidelines. Med J Aust 1996; 116:41-2.

Sem indica¢do de autoria

Cancer in South Africa [Editorial]. S Afr Med J 1994; 84:15.

Volume com suplemento

Deane LM. Simian malaria in Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz 1992; 87 Suppl 3:1-20.

Fasciculo com suplemento

Lebrao ML, Jorge MHPM, Laurenti R. Hospital morbidity by lesions and poisonings. Rev Satude Publica 1997;
31 (4 Suppl):26-37.

Parte de um volume

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann
Clin Biochem 1995; 32 (Pt 3):303-6.

Parte de um fasciculo

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap lacerations of the leg in aging patients. N Z Med J
1994; 107 (986 Pt 1):377-8.
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Livros e outras monografias

Individuo como autor

Barata RB. Malaria e seu controle. Sdo Paulo: Editora Hucitec; 1998.

Editor ou organizador como autor

Duarte LFD, Leal OF, organizadores. Doenga, sofrimento, perturbacdo: perspectivas etnograficas. Rio de
Janeiro: Editora Fiocruz; 1998.

Denzin NK, Lincoln YS, editors. Handbook of qualitative research. Thousand Oaks: Sage Publications; 1994.
Instituicdo como autor e publicador

Institute of Medicine. Looking at the future of the Medicaid programme. Washington DC: Institute of Medicine;
1992.

Capitulo de livro

Coelho PMZ. Resisténcia e suscetibilidade a infec¢do por Schistosoma mansoni em caramujos do género
Biomphalaria. In: Barbosa FS, organizador. Topicos em malacologia médica. Rio de Janeiro: Editora Fiocruz;
1995. p. 208-18.

Eventos (anais de conferéncias)

Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical neurophysiology. In: Proceedings of the 10"
International Congress of EMG and Clinical Neurophysiology. Amsterdam: Elsevier; 1996.

Trabalho apresentado em evento

Bengtson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security in medical informatics. In: Lun
KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92. Proceedings of the 7" World Coangress on
Medical Informatics. Amsterdam: North Holland; 1992. p. 1561-5.

Dissertacdo e tese

Escobar AL. Malaria no sudoeste da Amazdnia: uma meta-analise [Dissertagdo de Mestrado]. Rio de Janeiro:
Escola Nacional de Satude Publica, Fundag¢do Oswaldo Cruz; 1994.

Outros trabalhos publicados

Artigo de jornal

Novas técnicas de reprodugao assistida possibilitam a maternidade apos os 40 anos. Jornal do Brasil 2004 Jan
31;p. 12.

Lee G. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates 50,000 admissions annually. The Washington
Post 1996 Jun 21; Sect. A:3.

Documentos legais

Decreto n. 1.205. Aprova a estrutura regimental do Ministério do Meio Ambiente e da Amazonia Legal, e da
outras providéncias. Didrio Oficial da Unido 1995; 2 ago.

Material eletronico

CD-ROM

La salud como derecho ciudadano [CD-ROM]. Memoria del VI Congreso Latinoamericano de Ciencias Sociales
y Salud. Lima: Universidad Peruana Cayetano Heredia; 2001.

Internet

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Estatisticas da sa(de: assisténcia médico-sanitaria.
http://www.ibge.gov.br (acessado em 05/Fev/2004).

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

© 2006 Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca, Fundagdo Oswaldo Cruz
Rua Leopoldo Bulhges, 1480
21041-210 - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
Tel.: +55 21 2598-2511 / 2598-2508
Fax: +55 21 2298-2737 / 2598-2514

Mail

cadernos@ensp.fiocruz.br
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B. Normas para publicacio no periodico — Emerging Infectious Diseases

EMERGING INFECTIOUS DISEASES

For information about editorial policy visit http://www.cdc.gov/ncidod/eid/about/ed policy.htm.

Manuscript Preparation

For word processing, use MS Word. Create tables within MS Word's table tool. Do not format tables as
columns or tabs. Do not use endnotes for references. Send graphics in native, high-resolution (200 dpi minimum)
.TIF (Tagged Image File) or .EPS (Encapsulated Postscript) format. Graphics should be in a separate electronic
file from the text file. For graphic files, use Arial font. Convert Macintosh files into the suggested PC format.

Begin each of the following sections on a new page and in this order: title page, keywords, abstract,
text, acknowledgments, first author's biographical sketch, references, tables, figure legends, and appendixes.
Each figure should be in a separate file.

Title Page

Give complete information about each author (i.e., full name, graduate degree(s), affiliation, and the
name of the institution in which the work was done). Clearly identify the corresponding author and provide that
author's address (include phone number, fax number, and e-mail address). Include separate word counts for both
the abstract and the body of the text.

Keywords and Abstract

Include up to 10 keywords; use terms listed in the Medical Subject Headings from Index Medicus. Do
not cite references in the abstract. Abstracts for perspectives, synopses, policy reviews, and research studies
should not exceed 150 words. Abstracts for dispatches should be no more than 50 words.

Article Summary Line
Submit a clear, one-sentence summary of the article's conclusions.

Text

Double-space everything, including the title page, abstract, references, tables, and figure legends. Indent
paragraphs; leave no extra space between paragraphs. After a period, leave only one space before beginning the
next sentence. Use 12-point Times New Roman font and format with ragged right margins (left align). Italicize
(rather than underline) scientific names when needed.

Biographical Sketch

Include a short biographical sketch of the first author (both authors if only two). Include affiliations and
the author's primary research interests.

References

Follow Uniform Requirements style (see Style Guide for URL). Do not use endnotes for references.
Place reference numbers in parentheses, not superscripts. Number citations in order of appearance (including in
text, figures, and tables). Cite personal communications, unpublished data, and manuscripts in preparation or
submitted for publication in parentheses in text. Consult List of Journals Indexed in Index Medicus for accepted
journal abbreviations; if a journal is not listed, spell out the journal title in full. List the first six authors followed
by "et al." Below are some examples of references that may not be listed in Uniform Requirements.

Electronic Journal Citation

Komar N, Lanciotti R, Bowen R, Langevin S, Bunning M. Detection of West Nile virus in oral and cloacal
swabs collected from bird carcasses. Emerg Infect Dis [serial online]. 2002 Jul [cited 2002 May 30]. Available
from http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol8n07/02-0157 . htm

ProMed Citation
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Lipkin I. West Nile-like virus: PCR primers and protocols. ProMed. October 13, 1999. Accessed at
http://www.promedmail.org, archive number: 19991013.1826.

Published Conference Abstract Citation

Galil K, Singleton R, Levine O, Fitzgerald M, Ajello G, Bulkow L, et al. High prevelence of Haemophilus
influenzae type b (Hib) carriage among Alaska Natives despite widespread use of Hib-conjugate vaccine. In:
Abstracts of the 35th Infectious Diseases Society of America; San Francisco, California; 1997 Sept 13-16;
Abstract 421. Alexandria, (VA): Infectious Disease Society of America; 1997.

Tables and Figures

Tables must be created with MS Word's table tool. Using columns and tabs within the word processing
program is never acceptable, and the tables will be returned to the author for proper formatting. For figures, use
color only as needed; send files in native, high-resolution (200 dpi minimum) .TIF (Tagged Image File) or .EPS
(Encapsulated Postcript) format; mail slides, photographs, or prints only if electronic format is unavailable.
Figures should be sent in separate files and not be included with the manuscript. Use Arial for figure lettering.
Figures, symbols, lettering, and numbering should be clear and large enough to remain legible when reduced.
Place figure keys within the figure. For more information access and search the EID Style Guide.

Manuscript Submission

To submit a manuscript, access Manuscript Central. Include a cover letter indicating the proposed
category of the article (e.g., research, dispatch) and verifying that the final manuscript has been seen and
approved by all the authors. Complete the submission checklist. After you have received acknowledgment of
manuscript receipt, use assigned manuscript number in all correspondence.

Announcement Submission

To submit an announcement, send an email message to EIDEditor (eideditor@cdc.gov). In 50-150
words, describe timely events of interest to our readers. Include the date of the event, the location, the sponsoring
organization(s), and a web site that readers may visit or a telephone number or email address that readers may
contact for more information.

Announcements may be posted on the journal Web page only, depending on the event date.

Announcements are no longer submitted through Manuscript Central.

Types of Articles

Perspectives

Articles should be under 3,500 words and should include references, not to exceed 40. Use of
subheadings in the main body of the text is recommended. Photographs and illustrations are encouraged. Provide
a short abstract (150 words), a one-line summary of the conclusions, and a brief biographical sketch of first
author—both authors if only two. Articles in this section should provide insightful analysis and commentary
about new and reemerging infectious diseases and related issues. Perspectives may also address factors known to
influence the emergence of diseases, including microbial adaptation and change, human demographics and
behavior, technology and industry, economic development and land use, international travel and commerce, and
the breakdown of public health measures. If detailed methods are included, a separate section on experimental
procedures should immediately follow the body of the text.

Synopses

Atrticles should be under 3,500 words and should include references, not to exceed 40. Use of
subheadings in the main body of the text is recommended. Photographs and illustrations are encouraged. Provide
a short abstract (150 words), a one-line summary of the conclusions, and a brief biographical sketch of first
author—both authors if only two. This section comprises concise reviews of infectious diseases or closely
related topics. Preference is given to reviews of new and emerging diseases; however, timely updates of other
diseases or topics are also welcome. If detailed methods are included, a separate section on experimental
procedures should immediately follow the body of the text.

Research Studies

Articles should be under 3,500 words and should include references, not to exceed 40. Use of
subheadings in the main body of the text is recommended. Photographs and illustrations are encouraged. Provide
a short abstract (150 words), a one-sentence summary of the conclusions, and a brief biographical sketch of first
author—both authors if only two. Report laboratory and epidemiologic results within a public health perspective.
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Explain the value of the research in public health terms and place the findings in a larger perspective (i.e., "Here
is what we found, and here is what the findings mean").

Policy and Historical Reviews

Articles should be under 3,500 words and should include references, not to exceed 40. Use of
subheadings in the main body of the text is recommended. Photographs and illustrations are encouraged. Provide
a short abstract (150 words), a one-line summary of the conclusions, and a brief biographical sketch of first
author—both authors if only two. Articles in this section include public health policy or historical reports that are
based on research and analysis of emerging disease issues.

Dispatches

Articles should be no more than 1,200 words and need not be divided into sections. If subheadings are
used, they should be general, e.g., "The Study" and "Conclusions." Provide a brief abstract (50 words);
references (not to exceed 15); figures or illustrations (not to exceed two); tables (not to exceed two); and a brief
biographical sketch of first author—both authors if only two. Dispatches are updates on infectious disease trends
and research. The articles include descriptions of new methods for detecting, characterizing, or subtyping new or
reemerging pathogens. Developments in antimicrobial drugs, vaccines, or infectious disease prevention or
elimination programs are appropriate. Case reports are also welcome.

Commentaries

Thoughtful discussions (500-1,000 words) of current topics. Commentaries may contain references but
no figures or tables.

Another Dimension

Thoughtful essays, short stories, or poems on philosophical issues related to science, medical practice,
and human health. Topics may include science and the human condition, the unanticipated side of epidemic
investigations, or how people perceive and cope with infection and illness. This section is intended to invoke
compassion for human suffering and to expand the science reader's literary scope. Manuscripts are selected for
publication as much for their content (the experiences they describe) as for their literary merit.

Letters

Letters commenting on recent articles as well as letters reporting cases, outbreaks, or original research
are welcome. Letters commenting on articles should contain no more than 300 words and 5 references; they
are more likely to be published if submitted within 4 weeks of the original article's publication. Letters
reporting cases, outbreaks, or original research should contain no more than 800 words and 10 references.
They may have one Figure or Table and should not be divided into sections. All letters should contain material
not previously published and include a word count.

Book Reviews

Short reviews (250-500 words) of recently published books on emerging disease issues are welcome.
The name of the book and publisher, and the number of pages should be included, as well as price and ISBN #.

Announcements

We welcome brief announcements (50-150 words) of timely events of interest to our readers.
(Announcements may be posted on the journal Web page only, depending on the event date.)

Conference Summaries

Summaries (500 to 1,000 words) of emerging infectious disease conference activities are published
online only (effective January 2005). Summaries, which should contain 500-1,000 words, should focus on
content rather than process and may provide illustrations, references, and links to full reports of conference
activities.

This page posted June 18, 2002
This page last reviewed February 2, 2007
Emerqging Infectious Diseases Journal
National Center for Infectious Diseases
Centers for Disease Control and Prevention
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C. Normas para publicaciio no periodico — Veterinary Microbiology

VETERINARY MICROBIOLOGY

An International Journal
Guide for Authors

Types of contribution
1. Original research papers (Regular Papers)
2. Review articles
3. Short Communications
4. Letters to the Editor
5. Book Reviews

Original research papers should report the results of original research. The material should not have
been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal. Of particular interest are
topical, short (Mini) Reviews in areas of current interest. Instructions for the preparation of such articles are
available from the Reviews Editor J. Glenn Songer (gsonger@u.arizona.edu). Prior to submitting Review papers,
authors should discuss the proposed content with the Reviews Editor.

A Short Communication is a concise but complete description of a limited investigation, which will not
be included in a later paper. Short Communications should be as completely documented, both by reference to
the literature and description of the experimental procedures employed, as a regular paper. They should not
occupy more than 6 printed pages (about 12 manuscript pages, including figures, tables and references).

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal are
welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editor-in-Chief. It is hoped that the
publication of such letters will permit an exchange of views which will be of benefit to both the journal and its
readers.

Book Reviews will be included in the journal on a range of relevant books which are not more than 2
years old.

Submission of manuscripts

Submission to Veterinary Microbiology now proceeds online via Elsevier Editorial System -
http://ees.elsevier.com/vetmic. Authors will be guided step-by-step through uploading files directly from their
computers. Authors should select a set of classifications for their papers from a given list, as well as a category
designation (Original Research Paper, Short Communication, and so on). Electronic PDF proofs will be
automatically generated from uploaded files, and used for subsequent reviewing.

Authors are invited to suggest the names of up to 5 referees (with email addresses) whom they feel are
qualified to evaluate their submission. Submission of such names does not, however, imply that they will
definitely be used as referees.

Authors should send queries concerning the submission process or journal procedures to:
AuthorSupport@elsevier.com. Authors can check the status of their manuscript within the review procedure
using Elsevier Editorial System.

Authors submitting hard copy papers will be asked to resubmit using Elsevier Editorial System.

Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being considered for
publication elsewhere. Submission also implies that all authors have approved the paper for release and are in
agreement with its content. Upon acceptance of the article by the journal, the author(s) will be asked to transfer
the copyright of the article to the Publisher. This transfer will ensure the widest possible dissemination of
information.

Circumstances relating to animal experimentation must meet the International Guiding Principles for
Biomedical Research Involving Animals as issued by the Council for the International Organizations of Medical
Sciences. They are obtainable from: Executive Secretary C.I.O.M.S., c/o WHO, Via Appia, CH-1211 Geneva
27, Switzerland, or at the following URL: http://www.cioms.ch/frame 1985 texts of guidelines.htm.
Unnecessary cruelty in animal experimentation is not acceptable to the Editors of Veterinary Microbiology.

Any new nucleotide or amino acid sequence data will be deposited in publically accessible databases,
such as GenBank, and the accession numbers will be included in the manuscript (Methods section) before it is
finally accepted for publication. In addition, it is expected that any plasmids, transposons, viruses, microbial
strains, or cell lines described for the first time in the paper will made available to scientists for non-commercial
purposes at reasonable cost following publication.
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Preparation of manuscripts

1. Manuscripts should be written in English. Authors whose native language is not English are strongly
advised to have their manuscripts checked by an English-speaking colleague prior to submission.

Language Editing: Elsevier's Authors Home provides details of some companies who can provide
English language and copyediting services to authors who need assistance before they submit their article or
before it is accepted for publication. Authors should contact these services directly. For more information about
language editing services, please email authorsupport@elsevier.com.
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