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RESUMO

A febre amarela € uma doenca infecciosa aguda transmitida por mosquitos que pode
ocorrer em um ciclo urbano ou silvestre. Evidéncias de febre amarela silvestre foram
relatadas pela primeira vez em areas de Mata Atlantica “sem Aedes aegypti” no
Espirito Santo (ES), Brasil, durante um surto do virus da febre amarela (Yellow fever
virus - YFV) de 1931 a 1940. Este estudo investigou as espécies de mosquitos
envolvidas na transmissao do YFV durante o surto de 2017, aproximadamente, 80
anos apds o ultimo caso de febre amarela no ES. Um levantamento entomoldgico foi
realizado em seis areas florestais durante e apds o pico da epidemia. Nds coletamos
10.658 mosquitos compreendendo 14 géneros e 78 espécies. As espécies da tribo
Sabethini foram as mais abundantes (80,67%) e diversas (51 taxons), seguidas por
Aedini (16,62% dos espécimes coletados, compreendendo 14 tdxons). Haemagogus
leucocelaenus e Hg. janthinomys/capricornii foram considerados os principais vetores,
pois tiveram uma abundancia relativamente alta, coocorreram praticamente em todas
as areas e mostraram as maiores taxas de infec¢do pelo YFV (taxa minima de
infeccdo [MIR] = 32,5, estimativa de probabilidade maxima [MLE] = 32,1; MIR = 54,1,
MLE = 35,8, respectivamente). Sabethes chloropterus, Sa. Soperi, Sa. identicus,
Aedes aureolineatus e Shannoniana fluviatilis também foram encontrados
naturalmente infectados pelo YFV e podem ter um papel secundario na transmissao.
Este é o primeiro relato confirmando a infeccdo natural por YFV em Sa. identicus, Ae.
aureolineatus e Sh. fluviatilis. Nosso estudo enfatiza a importancia da manutencéo de
altas coberturas vacinais em areas receptivas a transmissao do YFV, a preméncia de
acOes da vigilancia entomoldgica na Mata Atlantica, assim como a necessidade de
intervencdes combinadas, integrando o hospedeiro humano, artropodes vetores e
primatas ndo-humanos visando reduzir a morbidade e mortalidade da febre amarela

silvestre no Brasil.

Palavras-chave: Febre Amarela; Culicidae; Vetores.



ABSTRACT

Yellow fever is an acute mosquito-borne infectious disease that can occur in an urban
or sylvatic cycle. Evidence of sylvatic yellow fever was first reported in Atlantic Forest
areas “without Aedes aegypti” in Espirito Santo (ES), Brazil, during a Yellow fever virus
(YFV) outbreak from 1931 to 1940. This study investigated the mosquito species
involved in YFV transmission during the 2017 outbreak, ~80 years after the last YFV
case in ES. An entomological survey was conducted in six forest areas during and after
the peak of the epidemic. We collected 10,658 mosquitoes comprising 14 genera and
78 species. Species of the tribe Sabethini were the most abundant (80.67%) and
diverse (51 taxa), followed by Aedini (16.62% of the specimens collected, comprising
14 taxa). Haemagogus leucocelaenus and Hg. janthinomys/capricornii were
considered the main vectors as they had a relatively high abundance, co-occurred in
essentially all areas, and showed the highest YFV infection rates (minimum infection
rate [MIR] = 32.5, maximum likelihood estimate [MLE] = 32.1; MIR =54.1, MLE = 35.8,
respectively). Sabethes chloropterus, Sa. soperi, Sa. identicus, Aedes aureolineatus,
and Shannoniana fluviatilis were also found to be naturally infected and may have a
secondary role in transmission. This is the first report confirming the infection of Sa.
identicus, Ae. aureolineatus, and Sh. fluviatilis with the YFV. Our study emphasizes
the importance of maintaining high vaccination coverage in receptive areas to YFV
transmission, the urgency of entomological surveillance actions in the Atlantic Forest,
as well as the need for combined interventions, integrating the human host, arthropod
vectors and non-human primates aiming to reduce the morbidity and mortality of

sylvatic yellow fever in Brazil.

Keywords: Yellow Fever; Culicidae; Vectors.
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1 INTRODUCAO

A partir de dezembro de 2016, o Brasil apresentou uma expressiva ascensao da
atividade do virus da febre amarela (Yellow fever virus - YFV) com a deteccao de
epizootias e infecgcdes humanas, na regido Sudeste, em areas costeiras de Mata
Atlantica, bioma onde a transmisséao silvestre foi descoberta pela primeira vez, no
estado do Espirito Santo (SOPER et al., 1933), mas no qual, ndo se registrava a
ocorréncia da doenca ha quase oito décadas e onde a vacinacdo nao era, até entéo,
recomendada (BRASIL, 2017a; POSSAS et al., 2018).

O surto que veio a se tornar o mais grave da historia recente da febre amarela, com
rapida disseminacdo da doenca, foi detectado inicialmente na porcao oriental do
estado de Minas Gerais, atingindo o estado do Espirito Santo alguns dias depois, em
janeiro de 2017, a partir do oeste, pelas bacias do rio Itapemirim e do rio Doce (ABREU
et al., 2019; DELATORRE et al., 2019; FERNANDES et al., 2017; MOUSSALLEM et
al., 2019). Todos os estados da regidao Sudeste foram atingidos no mesmo ano,

situacao que persistiu até 2019.

O impacto dessa transmisséo silvestre na regido Sudeste do Brasil foi inédito tanto
nas populacées humanas quanto nas popula¢des de macacos resultando em mais de
1.600 epizootias e 1.900 casos humanos, com 593 6bitos confirmados até abril de
2018 (ABREU et al., 2019; BRASIL, 2017b; MOUSSALLEM et al., 2019; REZENDE et
al., 2018; SIQUEIRA et al., 2020).

Em 2019, apés os surtos relatados em S&o Paulo, o virus se disseminou em direcéo
a regido Sul do pais alcancando os estados do Paran& e de Santa Catarina naquele
ano e em 2020 (BRASIL, 2019, 2020; DELATORRE et al., 2019). Nessas regides, 0s
surtos de YFV foram de menor magnitude quando comparados aqueles dos anos
anteriores. Contudo, essas areas néo registravam a circulagdo do virus ha décadas e
a recomendacéo de vacinagao para as populacdes havia sido adotada recentemente

em relacdo ao periodo do surto (BRASIL, 2020).

A maior incidéncia de febre amarela no surto em questdo ocorreu no estado do
Espirito Santo, ocorrendo a maioria dos casos na regido montanhosa, representados

especialmente por individuos com ocupagdes relacionadas a floresta (BRASIL, 2019;
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MOUSSALLEM et al., 2019). Dos 78 municipios do estado, 34 foram afetados com
196 epizootias, 179 infeccbes humanas confirmadas laboratorialmente e 58 mortes
registradas entre janeiro e maio de 2017 (SIQUEIRA et al., 2021).

O desconhecimento sobre a dindmica do ciclo silvestre da febre amarela nessas
areas, consideradas livres da circulacdo do virus, impediu uma avaliagdo adequada
da forca de transmisséo viral nas florestas, da disseminacéo epizodtica e da deteccao
das areas que seriam afetadas. Orgdos brasileiros de vigilancia epidemioldgica
recomendaram a investigacdo entomolégica como estratégia importante para
fortalecer a vigilancia da doenca, de forma a ampliar as informacdes disponiveis para
compreensao, intervencdo e resposta dos servicos de saude, bem como para
contribuir para o conhecimento e 0 monitoramento das caracteristicas epidemioldgicas

relacionadas a transmisséo no Brasil (BRASIL, 2017a).

Consoante com essa orientagdo e quando se anunciava a chegada da febre amarela
ao estado do Espirito Santo, em janeiro de 2017, o grupo de pesquisa da Unidade de
Medicina Tropical, da Universidade Federal do Espirito Santo, reconhecia a
necessidade de ac¢les rapidas para a investigacdo da epidemiologia da transmissao
silvestre no estado, por meio do levantamento entomoldgico das espécies
transmissoras em diferentes areas florestais, bem como da detec¢do de espécies

infectadas naturalmente pelo YFV.

Nesse estudo, conduziu-se uma investigacdo entomolégica de Culicidae no Espirito
Santo, que teve inicio em fevereiro de 2017, durante o 4pice da epidemia de febre
amarela no estado (que foi de janeiro a fevereiro de 2017), e que se estendeu apés
esse apice, por quatro meses, de margco a abril de 2017. Seis &reas florestais,
localizadas em quatro municipios foram definidas para amostragem por serem areas
com notificagcbes de epizootias e de casos humanos, assim como por estarem
localizadas em bacias hidrograficas e microrregides distintas, com diferentes altitudes
e caracteristicas ambientais. A regido do municipio de Santa Teresa, onde a
transmissao da febre amarela sem a presenca de Ae. aegypti foi detectada pela

primeira vez por Soper et al. (1933), também foi incluida no estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Febre Amarela

A febre amarela € uma doenca hemorragica viral aguda que acomete humanos e
primatas ndo humanos (PNH) predominantemente em regifes de florestas tropicais
ou sub-tropicais da Africa e da América Latina, sendo 40 paises considerados
endémicos e de alto risco para surtos (Figura 1) (CDC, 2019). A febre amarela tem o
potencial de se espalhar rapidamente e causar sérios impactos a saude publica sendo
considerada reemergente nos ultimos anos, em areas ndo endémicas no Brasil
(LINDSEY et al., 2022; BICCA-MARQUES et al., 2022; MONATH; VASCONCELOS,
2015; MORENO et al., 2011; POSSAS et al., 2018; VASCONCELOS, 2010).

Figura 1 — Mapa das areas com risco de transmissao do YFV no mundo.
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2.2 Etiologia

O virus da febre amarela ou virus amarilico (Yellow fever virus - YFV), € um arbovirus
(arthropod borne virus), ou seja, um agente cuja transmissdo se da por vetores
artropodes. Os principais vetores sdo insetos popularmente conhecidos como
mosquitos (Diptera, Culicidae), em especial espécies dos géneros Aedes,



23

Haemagogus e Sabethes, cuja transmissdo ocorre pela picada de fémeas infectadas
(ABREU et al., 2019; HANLEY et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2003).

O YFV é uma espécie classificada ao género Flavivirus e familia Flaviviridae, assim
como outros virus de importancia médica como Dengue virus (DENV), Zika virus
(ZIKV), West Nile virus (WNV), Rocio virus (ROCV) e Saint Louis encephalitis virus
(SLEV). Trata-se de um virus envelopado, com aproximadamente 40-50nm de
didmetro, cujo envelope bilaminar lipoproteico € originario da célula hospedeira. O
nucleocapsideo mede cerca de 25-40nm (Figura 2). Seu genoma € de RNA de fita
simples ndo segmentado, com polaridade positiva, constituido por aproximadamente
11.000 nucleotideos que codificam dez proteinas virais: trés proteinas estruturais do
capsideo (C), proteina pré-membrana (PrM), e proteina do envelope (E), além de sete
proteinas ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (CHAMBERS
et al., 1990; NUNES et al., 2012). Até agora, sete genotipos do virus foram descritos,
sendo: cinco na Africa, denominados Africa Ocidental |, Africa Ocidental 1l, Africa
Oriental, Africa Oriental/Central e Angola e dois na América do Sul, denominados Sul-
Americano | e Sul-Americano Il, com o primeiro representando o maior nimero de
registros no Brasil (DELATORRE et al., 2019; MONATH; VASCONCELOQOS, 2015).

Figura 2 - Desenho esquematico da estrutura do YFV.
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2.3 Aspectos clinicos

As manifestacdes clinicas da infeccdo em humanos e PNH variam desde doenca leve
ndo especifica como febre, dor de cabeca, dores musculares, nauseas, vomitos e
fadiga, até doenca grave e maligna incluindo, ictericia (sinal caracteristico da forma
grave da infeccdo e que deu nome a doenca), hemorragia, falha multipla de érgdos e
choque (GOLDANI, 2017; MONATH; VASCONCELOS, 2015). Aproximadamente
55% dos individuos com YFV sdo assintomaticos, 26% apresentam sintomas leves e
19% apresentam sinais e sintomas graves, podendo evoluir para a morte
(JOHANSSON; VASCONCELOS; STAPLES, 2014; MONATH, 2001;
VASCONCELOS, 2003). A letalidade entre os casos graves pode chegar a 50%
(Figura 3) (VASCONCELOS, 2003). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), o nimero estimado de casos graves na Africa e na América do Sul é de 84.000
a 170.000, com aproximadamente 29.000 a 60.000 mortes anualmente (WHO, 2019).

Figura 3 - Esquema grafico da distribuicdo das formas clinicas da febre amarela.
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Fonte: VASCONCELOS (2003).

2.4 Diagnostico

O diagndstico da febre amarela é primeiramente baseado nas caracteristicas clinicas,
nas atividades realizadas pelo paciente e na histéria epidemiolégica do lugar onde
possivelmente ocorreu a infeccdo. Contudo, a confirmacgéo dos casos requer analises

laboratoriais. A confirmacéo laboratorial da febre amarela é realizada por métodos
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virolégicos (diagnéstico molecular, isolamento viral e imunohistoquimica) e
sorologicos (ELISA, PRNT). O estudo histopatolégico com imunohistoquimica em
cortes de figado e outros tecidos coletados de humanos ou PNH post-mortem € o
meétodo “padrdo ouro” para o diagndstico da febre amarela em casos fatais. Os
métodos moleculares a partir de amostras de tecido fresco ou figado em formaldeido
(embebidos em parafina) também podem ser utilizados complementarmente para a
confirmacéo de casos fatais (OPAS, 2018; FUNASA, 1999).

2.5 Tratamento, prevencao e controle

Até a presente data, ndo existem medicamentos antivirais especificos para a febre
amarela, sendo o tratamento feito com base em cuidados de suporte ao paciente. A
medida mais importante de prevencao contra a febre amarela € a vacinacao. No Brasil,
a vacina antiamarilica é produzida desde 1937, primeiramente pelo Instituto Oswaldo
Cruz e posteriormente, pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos Bio-
Manguinhos. Ela é constituida por virus atenuados da linhagem 17D (sub-cepa 17DD)
derivados de uma amostra africana do virus selvagem (BRASIL, 2009a). A vacina &
eficaz e segura e a imunidade é alcancada em dez dias, pelo menos para 80% dos
individuos vacinados, e em 30 dias, para 99% dos individuos vacinados (MONATH,;
VASCONCELOS, 2015; PAHO, 2022).

Até 2016, a revacinacdo a cada dez anos era recomendada pelos 6rgaos
competentes, embora estudos sorologicos em popula¢des vacinadas uma unica vez
e vivendo fora da area de risco, ja demonstrassem indices neutralizantes por varias
décadas, sugerindo que uma unica vacinagado confere imunidade de longa duracao,
talvez por toda a vida. A partir de abril de 2017, de acordo com as recomendacdes da
Organizacao Mundial de Saude, o Brasil passou a adotar o esquema vacinal de apenas
uma dose durante toda a vida, sendo que para a pessoa que recebeu uma dose da
vacina antes de completar cinco anos de idade, esta indicada uma dose de reforco
(PAHO, 2022; BRASIL, 2022; VASCONCELOQOS, 2003).

Apesar da disponibilidade de vacinas seguras e eficazes desde a década de 1930, os
surtos de YFV continuam a ocorrer, resultando em milhares de mortes anualmente. A

maioria dos casos leves de febre amarela ndo é detectada devido a sintomas
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inespecificos e as limitacdes em algumas areas de risco decorrentes de falhas na
vigilancia ou de incapacidade de diagnodstico laboratorial. Em razdo da natureza
enzootica e perene da circulacdo viral nas florestas tropicais, como na regido
Amazobnica do Brasil, onde se concentram as maiores florestas do pais e,
consequentemente, onde € maior o numero de hospedeiros vertebrados e
invertebrados, a doenca € de dificil erradicacdo (POSSAS et al., 2018;
VASCONCELOS, 2003).

Os grupos de humanos mais acometidos sdo constituidos por individuos que realizam
atividades laborais agropecuarias ou florestais, por populacdes de &reas nao
endémicas com expansao do virus, em funcdo da menor cobertura vacinal ou
recomendacao vacinal recente, bem como por ecoturistas que adentram nas matas
sem vacinacao prévia (HAMLET et al., 2021; ROMANO et al., 2014; VASCONCELOS,
2003).

No Brasil, a vacinacao era originalmente recomendada para populacbes humanas
residentes ou visitantes em areas endémicas das regides Norte e Centro-Oeste, e na
parte pré-Amazénica do Maranhdo. A partir de 2008, devido ao avanco de casos de
febre amarela para outras regides e biomas do pais, carreados por mosquitos, por
PNH e, ocasionalmente, por humanos, as areas de risco e de recomendacdo de
vacina passaram a ser avaliadas e definidas anualmente pelo Ministério da Saude
(Figura 4) (ARAUJO et al., 2011; BRASIL, 2017b; VASCONCELOS, 2010).

Apesar da expansédo gradual das areas de recomendacao da vacina, até 2016, a zona
costeira do Brasil ficou de fora das areas prioritarias, estando excluidos do programa
os estados Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul. Em 2017, apGs a reemergéncia do YFV em areas de Mata Atlantica da regido
Sudeste, houve nova expansdo da recomendacdo de vacinagdo para as areas
litoraneas. Até 2019, estava fora das areas de recomendacdo de vacina pelo
Ministério da Saude a costa da regido Nordeste, do Piaui até Sergipe, sendo ampliada
a recomendacgdo da vacina para todo o territério nacional a partir de 2020 (ABREU,
2019; MS, 2020; ROMANO et al., 2014).
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Recentemente, a Organizacdo Pan-Americana da Saude/Organizacdo Mundial da
Saude (OPAS/OMS) publicou relatério de alerta epidemioldgico incentivando os
paises com areas de risco para febre amarela a continuarem seus esforgos para
fortalecer a vigilancia em &reas endémicas, imunizar a populacéo de risco e manter
reserva de vacinas (PAHO, 2022).

Figura 4 - Expansao gradual das areas de recomendacédo de vacina contra a febre
amarela no Brasil, preconizadas pelo ministério da saude.

I Area com recomendagao " Area com potencial de Area sem recomendagéo de
permanente de vacinagao transmissao vacinagao

Fonte: ROMANO et al. (2014); ABREU (2019); MS (2020).

2.6 Aspectos historicos da era pré-vacina

Somente depois da chegada dos europeus as Américas é que a febre amarela passou
a figurar nos estudos das doencas. A partir do século XVII, surtos reconhecidamente
de febre amarela assolaram as cidades da América do Sul, da América Central, da
Ameérica do Norte, da Europa e da Africa. Embora haja a descri¢cdo de uma epidemia

ocorrida em Guadalupe em 1635, entre imigrantes franceses, o primeiro surto possivel
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de identificar-se com seguranca como sendo febre amarela, ocorreu em Yucatan,
México, em 1648, sendo ambos os relatos caracteristicos da forma silvestre da doenca
(GARDNER; RYMAN, 2010; FRANCO, 1969; VAINIO; CUTTS, 1998).

Evidéncias filogenéticas e epidemioldgicas apontam para a origem do YFV na Africa
hd mais de 1.000 anos (BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007; MONATH,;
VASCONCELOS, 2015). Sua introducdo nas Ameéricas, provavelmente a partir do
comércio de pessoas escravizadas e de mercadorias, no século XVI, desencadeou
uma dramatica reacdo em cadeia de surtos em todo o continente entre os séculos
XVII e XVIII (PATTERSON, 1992; WHITE, 2018). Os genoétipos americanos, Sao
monofiléticos e filogeneticamente proximos aos gendétipos do oeste da Africa, dos
quais divergiram ha aproximadamente 470 anos. ApGs a chegada na América, eles
divergiram entre si, ha cerca de 300 anos, dando origem aos genétipos Sul-Americano
| (0 mais amplamente distribuido no continente americano e essencialmente o Unico
encontrado nos isolados brasileiros) e Sul Americano 1l (BRYANT; HOLMES;
BARRETT, 2007).

Os navios europeus que faziam viagens entre a Africa e a América traziam agua
armazenada em barris, que serviriam de criadouros para o mosquito africano Aedes
aegypti, a época Stegomyia fasciata, além de trazerem humanos, muitas vezes
infectados. Isto contribuiu para o aparecimento de muitos surtos, em muitas cidades
portuarias americanas de clima temperado, tropical e subtropical, entre os séculos
XVIl e XIX, ceifando milhares de vidas (FRANCO, 1969).

No continente Africano, os registros de febre amarela constam desde 1664, atingindo
varios paises, principalmente da Africa Ocidental. Na Europa, entre 1649 e 1878,
ocorreram surtos em cidades da Espanha, de Portugal, da Italia, da Irlanda, da
Inglaterra e da Franca, sendo que, em Barcelona (Espanha), em 1821, ocorreram
entre 5.000 e 20.000 mortes (VAINIO; CUTTS, 1998). Na América do Norte, entre
1668 e 1898 houve varios surtos (pelo menos 25), alguns devastadores, em cidades
como Nova York, Filadélfia, Memphis, Charleston, Nova Orleans (com 4.000 mortes)
e Jackson (Mississippi) (com 20.000 mortes). O ultimo surto na América do Norte
ocorreu em Nova Orleans em 1905. As perdas econbmicas foram da ordem de
milhdes de dolares (BARRETT; HIGGS, 2007; VAINIO; CUTTS, 1998). Nas Américas

do Sul e Central, foram registrados surtos, desde 1648, em diversos paises, como
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México, Colébmbia, Chile, Guiana Francesa, Venezuela e Brasil (BARRETT; HIGGS,
2007; VAINIO; CUTTS, 1998).

No Brasil, entre 1685 e 1900, foram registrados diversos surtos de YFV em grandes
cidades litoraneas, como Recife, Salvador e Rio de Janeiro, causando panico entre 0s
habitantes e, sobretudo os imigrantes, e prejudicando as rotas comerciais (FRANCO,
1969). Durante o século XIX até quase meados do século XX, a febre amarela foi o

maior problema de saude publica do pais.

Durante todo este periodo, tanto a etiologia quanto o modo de transmisséo da doenca
eram desconhecidos, o que dificultava o controle e a profilaxia. Uma das hipoteses
correntes da época era que a infeccdo se dava por gases toxicos exalados por plantas
e animais em decomposic¢ao (“miasmas” ambientais), o que levou ao estabelecimento
de diversas providéncias de saneamento nao eficazes contra a doenca (FRANCO,
1969).

Essas epidemias devastadoras de febre amarela amplamente distribuidas nos séculos
XVII, XVIII e XIX exigiram que médicos e cientistas dedicassem sua atengdo a
responder a perguntas sobre o que causava a doenca, como era transmitida e quais
medidas poderiam ser tomadas para reduzir a morbimortalidade. Isso forneceu um
impulso importante para o desenvolvimento da entomologia médica. A investigacao
de cada uma dessas questdes resultou em uma melhor compreensao das doencas
transmitidas por vetores, no desenvolvimento de técnicas cientificas para esses
estudos e na implementacdo do controle de vetores como um componente de
programas de saude publica de grande escala (BARRETT; HIGGS, 2007).

Durante muito tempo, investigadores vinham notando, em paises atingidos por
epidemias amarilicas, que havia alguma associagdo entre surtos infecciosos e
mosquitos. O primeiro pesquisador a sugerir que a transmissao da febre amarela se
dava aos humanos por intermédio de insetos foi Nott, em 1848, nos Estados Unidos
da América (EUA), refutando a hip6tese dos miasmas (NOTT, 1848; FRANCO, 1969).

Foi Carlos Finlay, um cientista cubano, quem primeiro determinou, em 1886, que 0s
mosquitos eram o0s responsaveis pela disseminacdo da doenca transferindo
patdogenos do sangue de um hospedeiro doente para um saudavel. Ele mesmo
também suspeitou, de maneira inédita, do papel do mosquito, hoje conhecido como
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Ae. aegypti, ha transmissao da febre amarela urbana (CLEMENTS; HARBACH, 2017).
Sua hipotese foi definitivamente provada em 1900, por Walter Reed e colaboradores,
enviados pelo governo dos EUA para Cuba que concluiram que o mosquito Ae.
aegypti era envolvido na transmissao da febre amarela aos humanos. Este mesmo
grupo de estudiosos demonstrou, em estudos virologicos inovadores, que a doenca

era causada por um agente que podia ser filtrado do sangue de individuos infectados.

Essas descobertas sobre a transmisséo da febre amarela subsidiaram medidas de
amplo combate e prevencdo da doenca baseadas no combate a esse vetor
(CLEMENTS; HARBACH, 2017; REED; CARROLL; AGRAMONTE, 1900). Diversas
cidades e paises, incluindo o Brasil, obtiveram sucesso na erradicacao do Ae. aegypti,
o0 que fez com que se acreditasse que a erradicagcédo global da febre amarela seria
possivel (SOPER, 1963).

No entanto, a tese de que Ae. aegypti era o Unico vetor da febre amarela foi
contrariada em 1932, quando Soper et al. (1933) notificaram, pela primeira vez, casos
de febre amarela “sem Ae. aegypti” na regido do Vale do Canaa, no Espirito Santo.
Apés longos levantamentos entomoldgicos, ndo foi encontrada a presenca do vetor
urbano nas localidades com casos de febre amarela confirmados clinica e
experimentalmente (SOPER et al., 1933).

Esses resultados inéditos sobre a existéncia de um ciclo silvestre de febre amarela,
envolvendo outros vetores haviam primeiramente sido sugeridos por Adolpho Lutz,
em 1898 (LUTZ, 1930) e foram entéo, confirmados por Soper e colaboradores em
1932. A descoberta da manutencdo da circulacdo do YFV nas florestas entre
mosquitos e macacos, abalou as expectativas de erradicagcdo da doencga no Brasil.
Esses achados deram inicio a intensas pesquisas sobre a transmissao silvestre da
febre amarela no Brasil e na Africa. Estudos multidisciplinares intensos em florestas
foram realizados envolvendo levantamentos entomoldgicos, instalagdo de animais
sentinelas e infecgcdes experimentais. Os resultados permitiram caracterizar 0s
principais vetores e hospedeiros amplificadores do YFV nos dois continentes, além de
possibilitarem o isolamento e a caracterizagcdo do YFV. Nessa €poca, 0S mosquitos
dos géneros Haemagogus e Sabethes foram reconhecidos como os principais vetores
silvestres na América, sendo os macacos dos géneros Alouatta e Cebus/Sapajus 0s
principais hospedeiros silvestres (BUGHER et al.,, 1944; LAEMMERT; HUGHES;
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CAUSEY, 1949; SHANNON; WHITMAN; FRANCA, 1938; SOPER, 1938; STRODE,
1951).

Paralelamente, esforcos laboratoriais para se estudar o patégeno também
avancavam. Em 1915, uma comissdo americana da Fundagao Rockefeller, fez parte
de um grande esforco cientifico para identificar a causa da febre amarela (FRIERSON,
2010). Em 1927, na Africa Ocidental Francesa, Stockes, Bauer e Hudson, da
Fundacédo Rockefeller, conseguiram transmitir a febre amarela a um macaco (Rhesus)
usando o sangue de um paciente chamado Asibi, de 28 anos, com febre amarela
(STOKES; BAUER; HUDSON, 1928). O isolamento da cepa Asibi por sucessivas
passagens de macaco a macaco ou pela cadeia macaco-mosquito-macaco foi um
importante marco no estudo da febre amarela e no desenvolvimento da vacina
(STRODE, 1951). Esforcos sucessivos demonstraram que diversos géneros de
primatas neotropicais (Ex: Cebus/Sapajus, Alouatta e Callithrix) também eram
susceptiveis ao YFV (DAVIS, 1930a, 1930b, 1930c).

Duas vacinas de virus atenuados contra febre amarela foram desenvolvidas na
década de 1930 a partir da cepa Asibi: a vacina neurotrdpica francesa de virus
humano transmitido em cérebro de camundongo (que foi descontinuada por volta de
1980) e a vacina 17D de virus humano transmitido em ovos de galinha embrionados
(BARRETT; HIGGS, 2007; VAINIO; CUTTS, 1998).

Em 1916, a Fundacdo Rockefeller instalou-se no Rio de Janeiro com o objetivo de
promover pesquisas cientificas e acdes de profilaxia das principais doencas
endémicas do pais. A vacina 17D foi desenvolvida em 1936, quando membros da
Fundacdo Rockefeller observaram que as afinidades viscerotropicas e neurotrépicas
do virus atenuado eram grandemente reduzidas, ap0s repetidas passagens da
linhagem 17D, feitas in vitro, empregando embrido de galinha desprovido do sistema
nervoso central, mas, conservava-se as propriedades imunizantes. Posteriormente, a
técnica de producgédo da vacina 17D foi aperfeicoada e ela vem sendo produzida e
empregada no Brasil desde 1937 (FRANCO, 1969).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Profilaxia
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2.7 Aspectos ecoldgicos e epidemioldgicos da febre amarela

Atualmente, esta esclarecido que a febre amarela possui dois ciclos epidemiolégicos
essenciais de transmissdo no Brasil, o urbano e o silvestre (Figura 5). Dos pontos de
vista etioldgico, clinico, imunoldgico e fisiopatologico, a doenca é a mesma nos dois
ciclos, os quais diferem quanto ao hospedeiro, aos transmissores e ao local de

ocorréncia.

Figura 5 - Ciclos epidemiolégicos da febre amarela no Brasil.
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Fonte: BRASIL (2017c).

No ciclo urbano, o hospedeiro € o homem, ndo se reconhecendo reservatorios animais
de importancia epidemioldgica. Nele, Ae. aegypti é o principal vetor, tanto na Africa
como na América do Sul. No Brasil, o ultimo relato de transmissdo urbana ocorreu no
Acre em 1942. A partir dessa data, a transmisséao silvestre foi a Unica identificada no
pais (DEGALLIER et al., 1986; HERVE et al., 1986). Existe evidéncia soroldgica de
um pequeno surto urbano ocorrido em Santa Cruz, Bolivia, em 1999 e surtos urbanos
ainda s&o relatados na Africa, predominantemente na Nigéria, um pais com grande
populacao urbana (VAN DER STUYFT et al., 1999).

No ciclo silvestre a febre amarela € uma zoonose, cujos hospedeiros sdo PNH e
mosquitos silvestres, que mantém o virus nas florestas tropicais e subtropicais da

Africa e da América, causando periodicamente surtos isolados ou epidemias em
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humanos nédo imunizados, quando eles adentram ou se aproximam dessas areas
(MONATH, 2001). No Brasil, os géneros Allouata e Callithrix incluem os principais
PNH hospedeiros amplificadores do YFV (ARAUJO et al., 2011; BRASIL, 2017c;
GONTIJO, 2019; MARES-GUIA et al., 2020). Nesse ciclo, a transmissdo se da por
meio de mosquitos de habitos silvestres, dentre os quais os géneros Haemagogus e
Sabethes. Desde que sua competéncia vetorial se tornou conhecida, espécies desses
géneros continuam sendo consideradas como vetores nas areas florestais das
Ameéricas (VASCONCELOS, 2003; BRASIL, 2009a; ABREU et al., 2019).

O ciclo de transmissao silvestre € perene na floresta tropical do norte da América do
Sul, particularmente na Amazébnia, a partir da qual o YFV pode iniciar ondas
epizooticas de expanséao seguidas de retracdes, afetando outros biomas e ameacando
populacdes de PNH em risco de extincdo. No transcurso dessas epizootias, também
séo afetados humanos que vivem na borda de florestas ou que as visitam para lazer
ou trabalho (POSSAS et al., 2018; VASCONCELOS et al., 2001a; VASCONCELOS,
2010).

Além dos ciclos silvestre e urbano, um ciclo intermediario ou de savana foi
reconhecido na Africa resultando em epidemias de pequena escala nas aldeias rurais
onde ha alguma atividade humana. Esta area foi denominada zona de emergéncia
porque provavelmente reflete o mecanismo pelo qual a febre amarela evoluiu do ciclo
silvestre para se tornar uma importante doenca humana. Neste ciclo, estdo incluidas
entre os vetores varias espécies do género Aedes presentes no continente africano
(GERMAIN et al., 1980).

Embora diferentes espécies de mosquitos possam ter preferéncias especificas de
fonte alimentar, aqueles que se alimentam do sangue de primatas ndo humanos,
geralmente, se alimentam também do sangue de humanos quando € oportuno.
Consequentemente, a transmisséao do YFV entre PNH e humanos pode exigir apenas
que as pessoas adentrem em uma floresta com circulagéo viral (MUTEBI; BARRETT,
2002).

Na relagdo virus e hospedeiro invertebrado, é imprescindivel que eles sejam
compativeis e que o0 mosquito seja um vetor competente. Essa competéncia é

determinada por diversos fatores que atuam basicamente por meio da permissividade
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do vetor para que o virus consiga avancar por todas as etapas de infec¢cdo. O mosquito
deve fazer seu repasto no sangue de um hospedeiro virémico, uma quantidade
minima de particulas virais capaz de causar infeccdo deve alcancar o intestino médio
do inseto, os virions devem se ligar a superficie intestinal, penetrar e se multiplicar
nas células epiteliais, eles devem se disseminar das células epiteliais para a
hemocele, devem alcancar e infectar as glandulas salivares e, por fim, devem ser
secretados na saliva do mosquito quando ele for fazer o repasto no sangue de um
novo hospedeiro. Essas etapas podem ser influenciadas por fatores vetoriais, virais e
ambientais (HARDY et al., 1983; HIGGS, 2004; KRAMER; EBEL, 2003).

2.8 Hospedeiros vertebrados

Os primatas sdo comprovadamente implicados como hospedeiros nos ciclos de
transmissdo do YFV. O ciclo silvestre de transmissdo envolve PNH que, quando
infectados, morrem ou desenvolvem imunidade protetora ao longo da vida (BARRETT,;
MONATH, 2003).

No continente africano, embora os PNH sejam suscetiveis ao YFV e se tornem
virémicos, parecem ser mais resistentes a infeccéo, e raramente sdo ameacados pela
doenca. Isso pode permitir a manutencéo da populacao de PNH e a circulacdo de YFV
na area, encurtando os periodos entre epidemias (BARRETT; MONATH, 2003; BRES,
1986). Colobus abyssinicus é a principal espécie de PNH hospedeira para o YFV na
Africa Oriental e Central, enquanto Cercopithecus spp. sdo hospedeiros em vérias
areas de floresta e savana em toda a Africa (BARRETT; MONATH, 2003).
Distintivamente, os PNH neotropicais (macacos do Novo mundo) sdo amplamente
suscetiveis a infeccdo pelo YFV. De fato, todos o0s géneros testados
experimentalmente tornaram-se infectados apds a inoculacéo do virus (BRASIL, 2005;
STRODE, 1951).

No Brasil, os géneros Ateles (macacos-aranha), Saimiri (macacos-de-cheiro), Cebus
e Sapajus (macacos-pregos) e Callicebus (sauas ou guigos) séo tidos como mais
resistentes (BRASIL, 2005; LAEMMERT; KUMM, 1950). Os géneros considerados
mais sensiveis ao YFV sdo os Aotus (macacos-da-noite) que, devido aos seus habitos
noturnos, tém exposicao limitada ao virus, os Saguinus e os Callithrix (micos e saguis)

e os Alouatta (bugios ou barbados) (Figura 6). Nas populacfes de Alouatta, a infeccao,
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mesmo inéculos minimos do virus, torna-se fulminante, com grandes semelhancas
com os casos humanos fatais (STRODE, 1951; VASCONCELOQOS, 2003). Na regido
Amazonica, onde a febre amarela é considerada endémica, a doenca apresenta uma
dindmica ciclica, causando surtos, com casos humanos e em PNH, em intervalos que
variam entre sete e quatorze anos, tempo necessario para a renovacao das
populacées susceptiveis de simios (CAMARA et al., 2011; HERVE; TRAVASSOS-DA
-ROSA, 1983).

Figura 6 - Fotografias de espécimes de Primatas Ndo Humanos (PNH) hospedeiros
amplificadores do YFV no Brasil.

(A) Allouata sp. (B) Calithrix sp. Fonte: BRASIL (2017c).

A ocorréncia da febre amarela silvestre no Brasil, até 1999, estava restrita as regides
Norte e Centro-Oeste do Brasil e ao estado do Maranhdo (BRASIL, 2005, 2009b;
POSSAS et al., 2018). A partir do ano 2000, devido a ondas de expanséo do YFV em
areas antes livres de sua circulacdo, as areas de risco e a vigilancia de epizootias
foram redefinidas pelas autoridades sanitarias, exigindo-se notificacdo imediata
(BRASIL, 2006).
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2.9 Hospedeiros invertebrados no Brasil

Os mosquitos, além de serem transmissores do YFV, sdo os reservatoérios, pois, uma
vez infectados, assim permanecem por toda a sua vida, ao contrario dos macacos e
do homem que, ao se infectarem, morrem ou se curam e ficam imunes
(VASCONCELOS, 2003). Desde a década de 1930, mosquitos dos géneros
Haemagogus e Sabethes foram reconhecidos como o0s principais hospedeiros
invertebrados silvestres do YFV no Brasil (SHANNON; WHITMAN; FRANCA, 1938)
(Figura 7).

Percebia-se também que nem todo mosquito era capaz de ser infectado pelo YFV, e
gue nem todos os infectados eram capazes de transmiti-lo (DAVIS; SHANNON, 1929,
1930; KUMM; CERQUEIRA, 1951; WHITMAN; ANTUNES, 1937). Estudos com
espécies de Haemagogus revelaram sua alta competéncia vetorial para o YFV.
Mesmo quando infectados com linhagens diferentes, apés um repasto sanguineo
infectante, as fémeas susceptiveis do mosquito permanecem infectadas pelo resto da
vida (COUTO-LIMA et al., 2017).

Os mosquitos desse género pertencente a tribo Aedini da subfamilia Culicinae,
possuem habitos diurnos, sendo mais ativos durante as horas mais quentes do dia.
Seus criadouros preferenciais sdo buracos ou ocos de arvores. Seus 0vV0oS Sao
colocados isoladamente e o ciclo reprodutivo de suas espécies é fortemente
influenciado pelas chuvas e pela temperatura. Sdo encontrados principalmente na
copa das arvores das florestas tropicais embora possam apresentar tendéncias
comportamentais variaveis de acordo com as regides e as estacbes do ano
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; MARCONDES; ALENCAR, 2010).

Espécies pertencentes ao género Haemagogus sao neotropicais, ou seja,
encontradas na América do Sul e Central, distribuidas desde as Antilhas até o norte
da Argentina. No Brasil, as espécies Hg. janthinomys e Hg. leucocelaenus séo
distribuidas desde a Amazonia até o sul do pais, sendo que Hg. janthinomys tem sido
encontrado com menos frequéncia na regido Sul do que Hg. leucocelaenus (ARNELL,
1973; BRASIL, 2005; FORATTINI, 2002; VIRGENS et al., 2018).



37

Figura 7 - Fotografias de mosquitos de importancia para a febre amarela no Brasil.

Hg. leucocelaenus? Hg. janthinomys?

Sa. albiprivus?

Mesonoto com faixa longitudinal
de escamas brancas

Todos os tarsos com
anéis de escamas
brancas

Ae. aegypti® Ae. albopictus®

IHaemagogus leucocelaenus e 2Hg. janthinomys séo considerados vetores silvestres primarios do
YFV. 3Sabethes chloropterus e #Sa. albiprivus sdo considerados vetores silvestres secundarios.
5Aedes aegypti é vetor urbano e ®Ae. albopictus é considerado potencial vetor ponte entre o ambiente
silvestre e o urbano. Fonte: SEGURA; CASTRO (2007); Créditos das fotografias de Hg.
leucocelaenus e de Sa. chloropterus, registradas em llha Grande, Angra dos Reis - RJ, 2019, ao Dr.
Lawrence Reeves, Florida Medical Entomology Laboratory (EUA).
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Os habitos preferencialmente acrodendrofilos e primatofilicos (MARCONDES;
ALENCAR, 2010), a longevidade, a ampla distribuicdo no Brasil e a capacidade
vetorial desses mosquitos, aumentam as suas chances de entrar em contato com o
YFV e transmiti-lo a outro hospedeiro durante os repastos sanguineos, posto que os
PNH séo os principais amplificadores vertebrados do virus (LAEMMERT; FERREIRA,;
TAYLOR, 1946).

Espécies de Haemagogus, como Hg. leucocelaenus, Hg. capricornii, Hg. equinus, Hg.
janthinomys, Hg. lucifer, Hg. mesodentatus e Hg. spegazzinii, sdo importantes vetores
do YFV nas Américas. Em areas endémicas de YFV, na Amazonia, esse virus ja foi
isolado em diversas espécies tais como Hg. albomaculatus, Hg. equinus e Hg.
janthinomys, este ultimo, considerado vetor primario (WILKERSON; LINTON;
STRICKMAN, 2021).

Existem diversos registros de Hg. janthinomys infectados com YFV no Brasil e em
outros paises americanos. Essa espécie é considerada o principal vetor de YFV nos
biomas brasileiros nas ultimas décadas, ou seja, na regido endémica da Amazonia,
nas zonas de emergéncia na transi¢cao entre a Amazonia e o Cerrado, e no Cerrado
(VASCONCELOS et al., 1997, 2001a). Ele também havia sido reconhecido como vetor
primario nas epidemias de 1930 a 1940 que ocorreram na Mata Atlantica (SHANNON;
WHITMAN; FRANCA, 1938).

Desde 1938, ja havia indicacdes da importancia da espécie Hg. leucocelaenus na
transmissao silvestre do YFV (SHANNON; WHITMAN; FRANCA, 1938). Kumm e
Cerqueira também discutiram a importancia dessa espécie na década de 1950
(KUMM; CERQUEIRA, 1951). Durante investigacdes de epidemias de YFV no interior
do sul do Brasil, em 2001 e 2008, ndo sendo encontrado Hg. janthinomys, Hg.
leucocelaenus foi considerado como tendo importante papel na transmisséo, embora
tenha sido apontado como vetor secundario (CARDOSO et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2003). No surto recente de YFV (2016/2018), na regido
Sudeste do Brasil, Abreu et al (2019) concluiram que Hg. leucocelaenus juntamente
com Hg. janthinomys foram os principais vetores nas localidades estudadas, devido a
sua distribuicdo e abundancia nos municipios pesquisados durante o surto, bem como
as taxas notaveis de infeccao natural. A espécie também foi encontrada naturalmente

infectada em S&o Paulo durante o surto de febre amarela silvestre em 2009, quando
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Hg. janthinomys e Sa. chloropterus foram negativos na testagem (MASCHERETTI et
al., 2013).

Outras espécies silvestres de mosquitos da tribo Aedini como Ae. scapularis, Ae.
serratus, Ae. taeniorhynchus, Ae. fulvus, Ae. albopictus, Psorophora albipes e Ps.
ferox também aparecem na literatura como tendo sido encontradas naturalmente
infectadas com o YFV (ABREU et al., 2019; MORENO et al., 2011; VASCONCELOQOS,
2003).

Apesar de Ae. aegypti estar amplamente disseminado nos estados brasileiros, a forma
urbana da febre amarela permanece sem registros desde 1942, significando que seus
vetores naturais tém baixa capacidade para desloca-la das matas. Nesse sentido, Ae.
albopictus é uma espécie que merece atencao nos estudos sobre febre amarela pois
foi capaz de transmitir o virus em laboratorio e tem potencial para desempenhar papel
de vetor ponte da zoonose a partir da borda das florestas (COUTO-LIMA et al., 2017,
JOHNSON et al., 2002; PEREIRA DOS SANTOS et al., 2018).

Mosquitos do género Sabethes também tém sido encontrados naturalmente
infectados pelo YFV e sdo considerados vetores secundarios. A principal espécie do
género incriminada na transmissédo é Sa. chloropterus. Sua area de ocorréncia se
estende do México ao norte da Argentina e Sul do Brasil, incluindo Trinidad
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1965; HERVE et al.,
1984; VASCONCELOS et al., 2001b). Outras espécies, tais como Sa. albiprivus, Sa.
soperi e Sa. cyaneus, tém sido considerados mosquitos importantes na transmisséo
da febre amarela no Brasil (ABREU et al., 2019; DEGALLIER et al., 1992;
VASCONCELOS et al., 1997, 2001a; VASCONCELOQOS, 2003).

Os Sabethes pertencem a tribo Sabethini da subfamilia Culicinae. Seus habitos sao
diurnos e acrodendrofilos. As fémeas realizam a oviposicdo em phytotelmata,
lancando seus ovos em pequenos orificios contendo agua acumulada, em especial
em buracos de bambus e ocos de arvores. Podem lancar um a dois ovos por vez,
continuar a desovar no mesmo criadouro, ou procurar outros locais para disseminar a
prole (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; VIEIRA et al., 2020). Criadouros

com aberturas pequenas, proporcionam a esses mosquitos uma adaptacdo de
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resisténcia aos periodos secos do ano, visto que eles tém menor evaporacao da agua
contida em seu interior (FORATTINI, 1965).

2.10 Surto recente de febre amarela no Espirito Santo, Brasil, 2017

Soper et al. (1933) relataram os primeiros casos humanos de febre amarela silvestre
em areas “sem Ae. aegypti” no Vale do Canaa — zona de Mata Atlantica, em Santa
Teresa (SOPER et al., 1933), estado do Espirito Santo (ES) — durante um grande surto
que afetou a regido Sudeste do Brasil de 1931 a 1940 (FRANCO, 1969). Ondas
epizooticas intermitentes de YFV ocorreram subsequentemente, mas nenhuma
infeccao foi detectada no ES desde o inicio da década de 1930 (POSSAS et al., 2018).

Nas duas ultimas décadas, ciclos de expansdo do virus aumentaram sua area de
influéncia no Brasil, em direcdo ao Sul, ao Sudeste e ao Nordeste (MORENO et al.,
2013; ROMANO et al., 2014; VASCONCELOS, 2003). A ampliacdo da zona epizodtica
tem sido motivo de grande preocupa¢do para a saude publica, uma vez que, na
medida em que se ampliam essas zonas, aumentam as chances da reinstalagdo da
febre amarela urbana, particularmente em associacdo com a presenca do seu vetor
Ae. aegypti (FERREIRA et al., 2011).

Em 2015, o Brasil registrou aumento da atividade do YFV, com a deteccdo de
sucessivos casos epizodéticos e humanos nas regides Centro-Oeste e Sudeste. Essa
onda epizodtica se espalhou para areas de Mata Atlantica onde a doenca nao era
registrada ha quase oito décadas, e a vacina¢do ndo era recomendada (POSSAS et
al., 2018). Isso culminou no mais grave surto de febre amarela da histéria recente do

Brasil.

Nesse surto, duas linhagens de YFV se espalharam por diferentes rotas no Sudeste
do Brasil, a YFVMG/SP se espalhou da regido sudoeste de Minas Gerais (MG) para
o estado de Sao Paulo (SP) e a YFVMG/ES/RJ se disseminou para a por¢ao leste de
MG na area de transicdo entre o Cerrado e a Mata Atlantica em dezembro de 2016,
atingindo o oeste do ES em janeiro de 2017, pelas das bacias dos rios Itapemirim e
Doce. A partir dai, ela se moveu para leste do estado, alcangcando os municipios

centrais e litoraneos (Figura 8).
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Figura 8 - Difuséao espaco-temporal do YFV no estado do Espirito Santo (ES)
durante o surto de 2017.
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correspondente a SE em que a infeccao pelo YFV foi registrada pela primeira vez. Os primeiros casos
registrados estdo em tom mais escuro, e os tons vao clareando com o tempo. Em C, a evolucdo
espago-temporal das epizootias registradas no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN). Os circulos dentro de cada municipio representam o nimero de SEs para os quais houve
registros de epizootias de YFV. Em (D), os primeiros registros de YFV em cada municipio, tanto para
casos epizodticos (SINAN) quanto humanos (“Sistema de Gerenciador de Ambiente Laboratorial:
GAL”). Estados vizinhos: Bahia (BA), Minas Gerais (MG) e Rio de Janeiro (RJ). Fonte: autoria prépria
utilizando o programa QGIS (2020).

Quatro estados do Sudeste do Brasil foram afetados no mesmo ano, MG, ES, SP e
Rio de Janeiro (CUNHA et al., 2019; ABREU et al., 2019; DELATORRE et al., 2019;
FERNANDES et al., 2017). Mais de 1.600 epizootias, afetando principalmente bugios
(Alouatta guariba clamitans) e saguis (Callithrix spp.), 1.900 casos humanos e 593
mortes humanas foram relatados até abril de 2018 (BRASIL, 2017b, 2018; REZENDE
et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2020).

Seguidamente aos surtos de Sao Paulo (2018/2019), o YFV alcancou estados do Sul
do pais (2019/2020) com menor magnitude, porém, incidiu em areas que também nao
registravam a circulacé@o do virus ha décadas e onde a recomendac¢do de vacinagado
para as populagbes havia sido recentemente adotada (BRASIL, 2019, 2020;
DELATORRE et al., 2019).

A maior incidéncia de febre amarela ocorreu no ES (4,85 casos humanos por 100.000
habitantes), com a maioria dos casos registrados em individuos com ocupacdes
florestais. Dos 78 municipios do ES, 34 foram afetados, com 196 epizootias, 179
infeccbes humanas confirmadas laboratorialmente e 58 mortes humanas registradas
entre janeiro e maio de 2017. Nenhuma circulacao de YFV foi detectada desde entédo
(SIQUEIRA et al., 2021).

A ma compreensdo da dindmica da transmissdo silvestre nessas areas afetadas,
consideradas por décadas como zona livre de YFV no ES, dificulta a avaliacdo da
distribuicdo viral e a determinacdo oportuna de areas de alto risco. As agéncias
brasileiras de vigilancia epidemioldgica recomendam a investigacdo entomoldgica
como uma estratégia eficaz para complementar a vigilancia e a profilaxia contra o YFV
(BRASIL, 2017D).
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Especificamente, no caso do ES, onde o YFV ressurgiu apos oito décadas sem
transmissao, havia absoluta falta de informacao se a espécie de vetor seria a mesma
implicada na transmiss@o na Amazoénia, no Cerrado, ou em outros paises e territorios
atingidos pelos recentes surtos. Além disso, ndo se sabia se haveria uma combinacao
sinérgica local de espécies de vetores, incluindo vetores ponte, que poderiam

promover um transbordamento para uma transmisséao periurbana ou urbana.
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3 JUSTIFICATIVA

O inicio do surto de febre amarela na porcao oriental do estado de Minas Gerais, em
dezembro de 2016, anunciava a disseminacdo do YFV por bacias hidrograficas até o
estado do Espirito Santo. Nessa ocasido, nosso grupo de pesquisa reconhecia a
necessidade de acdes rapidas para investigar esse momento epidemioldgico inédito,
a fim de analisar o ciclo completo da transmissao silvestre da doenca no estado, visto
que em &reas endémicas, a circulacédo viral perene impossibilita esse tipo de estudo.

Para o delineamento do estudo e o planejamento dos objetivos e métodos, tracamos
um mapa com a previsao de rotas que potencialmente seriam percorridas pelo virus
em sua passagem pelo territorio capixaba (Figura 9), o qual foi divulgado aos 6rgéos
competentes em tempo de apoiar as agoes preventivas. Em nossa previsdo, que veio
a se confirmar com as notificacfes dos primeiros casos suspeitos (MOUSSALLEM et
al., 2019), a passagem do virus do estado de Minas Gerais para 0 Espirito Santo se
daria pelas bacias do rio Doce (passando do municipio de Conselheiro Pena-MG para
0 municipio de Pancas-ES) e do rio Itapemirim (passando do municipio de Manhuacgu-
MG para o municipio de lrupi-ES). Consideramos, como era de se esperar, que 0 Virus
chegaria pelas cabeceiras das bacias hidrogréficas, que apresentam relevo
acidentado e contém as maiores glebas de matas e a maior concentracdo de PNH e

de vetores.

Vislumbrava-se, naquela ocasido, a perspectiva de se aproveitar aguele momento
epidemioldgico, de um surto de febre amarela em uma regido onde néo se registrava
a ocorréncia da doenca ha quase oitenta anos, para tentar responder importantes

indagacoes cientificas sobre a transmisséo do YFV:

= Como seria a dindmica de transmissao do YFV, os locais de passagem do virus, 0
tempo de circulagdo viral e extingdo natural do ciclo de transmissao silvestre no
ES?

» Quais as especies transmissoras do YFV na Mata Atlantica do Sudeste brasileiro?

» Quais as caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas das espécies transmissoras tais
como transmissdo vertical, distribuicdo, riqueza, abundancia e forca de

transmissao?
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Figura 9 - Mapa do Espirito Santo mostrando as rotas previstas de disseminacao da

20°0'0"S

febre amarela em corredores de Mata Atlantica, nas principais bacias hidrograficas
do estado.
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Fonte: Geobases (ESPIRITO SANTO, 2020), adaptado pelos autores utilizando o programa
QGIS (2020).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar o papel das espécies de mosquitos e compreender a dinamica de
transmissao silvestre do YFV durante a epidemia ocorrida no estado do Espirito Santo
em 2017, visando a contribuir com ac¢fes das vigilancias entomovirologica e

entomoepidemiologica.

4.2 Objetivos especificos

I. Determinar a riqueza, a diversidade, a abundancia e a distribuicdo de espécies de

mosquitos e identificar vetores locais nas areas de estudo;
II. Caracterizar a distribuicdo vertical dos mosquitos nas florestas das areas de estudo;

lll. Comparar a diversidade, a abundancia e as taxas de infeccdo de importantes
vetores durante e apés o periodo de apice da epidemia, nas areas estudadas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Declaracéo de ética

Esse estudo foi amparado pela licenca cientifica numero 32449-1 fornecida pelo
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), Ministério do Meio Ambiente
(MMA) (Anexo A).

5.2 Area de estudo

Este estudo foi realizado em seis pontos (areas) localizados em quatro municipios do
Espirito Santo: Santa Teresa (ST), Venda Nova do Imigrante (VN), Pancas (PA) e
Cariacica (CA) (Figura 10). Os critérios para selecionar as areas de estudo foram: (1)
epizootia (evento em que um ou mais PNH sdo encontrados morrendo ou mortos) ou
infeccbes humanas por YFV confirmadas durante o surto de 2017; (2) localizagcdo em
bacias hidrograficas distintas (Figura 8); (3) localizacdo em microrregides com
diferentes altitudes e condi¢cdes ambientais; (4) o Vale do Canad em ST, onde a febre
amarela silvestre foi descrita pela primeira vez no inicio da década de 1930, para a

reavaliacdo da transmisséo vetorial local.

Dois pontos localizados em diferentes altitudes foram selecionados em VN e ST:
Lavrinhas (VNa, 930 m acima do nivel do mar) e Alto Bananeiras (VNb, 1140 m) em
VN, e Alto Caldeirdo (STa, 870 m) e Sdo Joao de Petropolis (STh, 175 m) em ST. Os
locais em PA e CA foram Lajinha (170 m) e S&do Paulo de Viana (610 m),

respectivamente (Figura 10 e Quadro 1).

VNa e VNb estdo associados a grandes fragmentos florestais na regiao serrana do
sudoeste da Bacia do Rio Itapemirim. Apresentam relevo inclinado, clima frio,
temperatura média anual (TMA) de 18,6 °C e precipitacdo meédia anual (PMA) de 1364
mm. STa e STb estdo na regido serrana central do canal sul da Bacia do Rio Doce,
em areas fortemente exploradas para agricultura, com pequenos fragmentos florestais
(Figura 11). STa é caracterizada por relevo montanhoso, temperaturas amenas (TMA
de 19,5 °C) e PMA de 1.492 mm (Figura 12). STb esta localizada em baixa altitude,

em um amplo vale ondulado, com clima quente (TMA de 24,4 °C) e seco (PMA de
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1.045 mm) (Figura 13). O ponto PA estéa localizado na regido centro-oeste do canal
norte da Bacia do Rio Doce. Seu relevo acidentado é marcado por uma grande area
rochosa de elevada altitude com matas restritas aos vales. Seu clima é quente (TMA
de 24,5 °C) e seco (PMA de 1.192 mm) (Figura 14). CA fica na regiao metropolitana
de Vitéria (capital do estado), ao leste, conectando a planicie costeira com a area
serrana. E a area de floresta mais bem conservada em comparagio com o0s outros
locais e tem relevo inclinado e clima quente (TMA de 22,4 °C) e imido (PMA de 1.539
mm) (INCAPER, 2020) (Figura 15).

Figura 10 - Microrregides do Espirito Santo destacando 0os municipios e pontos de
amostragem do estudo.
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geograficas / Datum SIRGAS 2000). Estados vizinhos: Bahia (BA), Minas Gerais (MG) e Rio de
Janeiro (RJ). Fonte: autoria prépria, utilizando o programa QGIS (2020).
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Quadro 1 — Caracteristicas de paisagem e de clima das areas onde estéao

localizados os pontos de amostragem do estudo.

Ponto Municipio Localidade Altitude Localizacdo Caracteristicas  Caracteristicas
da Paisagem climaticas

STa Santa Alto 870 m Regido serrana  Areas fortemente  Temperaturas

Teresa Caldeirédo central do canal exploradas para amenas;
sul da Baciado agricultura, com  TMA de 19,5 °C;
Rio Doce pequenos PMA de 1.492
fragmentos mm.
florestais; relevo
montanhoso.
STh Santa SadoJodo 175m Regido serrana Areas fortemente  Clima quente e
Teresa de central do canal exploradas para Seco;
Petropolis sul da Bacia do  agricultura, com  TMA de 24,4 °C;
Rio Doce pequenos PMA de 1.045
fragmentos mm.
florestais; amplo
vale ondulado.

VNa Venda Lavrinhas 930 m Regido serrana Grandes Clima frio;
Nova do do sudoeste da fragmentos TMA de 18,6 °C;
Imigrante Bacia do Rio florestais; relevo PMA de 1364

Itapemirim inclinado. mm.

VNb Venda Alto 1140 m Regido serrana Grandes Clima frio;
Novado Bananeiras do sudoeste da fragmentos TMA de 18,6 °C;
Imigrante Bacia do Rio florestais; relevo PMA de 1364

Itapemirim inclinado. mm.

PA Pancas Lajinha 170 m  Regiado centro- Grande area Clima quente e
oeste do canal rochosa de seco;
norte da Bacia elevada altitude  TMA de 24,5 °C;

do Rio Doce. com matas PMA de 1.192
restritas aos vales; mm.
relevo acidentado.

CA Cariacica Séo Paulo 610 m Regiado Area de floresta Clima quente e

de Viana metropolitana mais bem umido;
de Vitoria, ao conservadado  TMA de 22,4 °C;
leste, estudo; relevo PMA de 1.539
conectando a acidentado. mm.

planicie costeira

com a area
serrana.

Fonte: INCAPER, 2020
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Figura 11 — Imagem de satélite da regido onde estéo localizados os pontos de
coleta VNa e VNb, em Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo, Brasil.

Data das, \ﬁé’g'e'n

Coordenadas geogréficas de VNa: -41.111229 W, -20.302705 S; coordenadas geograficas de VNb:
-41.167397 W, -20.321149 S (Datum SIRGAS 2000). Fonte: GOOGLE (2022).

Figura 12 — Imagem de satélite da regido onde esté localizado o ponto de coleta
STa, em Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil.
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GOOGLE (2022).
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Figura 13 — Imagem de satélite da regido onde esta localizado o ponto de coleta
STb, em Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil.
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Coordenadas geograficas de STh: —40,673782 W, —19,804625 S (Datum SIRGAS 2000). Fonte:
GOOGLE (2022).

Figura 14 — Imagem de satélite da regido onde esta localizado o ponto de coleta PA,
em Pancas, Espirito Santo, Brasil.
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Coordenadas geogréaficas de PA: —40,789924 W, -19,208688 S (Datum SIRGAS 2000). Fonte:
GOOGLE (2022).
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Figura 15 — Imagem de satélite da regido onde esté localizado o ponto de coleta CA,
em Cariacica, Espirito Santo, Brasil.
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Coordenadas geograficas de CA: —40,556154 W, —20,289890 S (Datum SIRGAS 2000). Fonte:
GOOGLE (2022).

5.3 Cronologia do levantamento entomologico

De acordo com os dados epidemioldgicos, o pico de registros de infec¢des por YFV
em humanos e PNH no estado do Espirito Santo, ocorreu entre os meses de janeiro
e fevereiro de 2017 (22 a 92 SE), com declinio do nimero de casos a partir do més de
marco de 2017 (BRASIL, 2017a; MOUSSALEM et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2020)
(Figura 16).

Dentro desse cenario epidemiologico, uma investigacéo entomologica foi realizada em
trés grupos de amostragem de mosquitos (amostragem de adultos 1, amostragem de
adultos 2 e amostragem de imaturos), durante e apds, o apice da epidemia de febre

amarela, conforme apresentado na Figura 17.
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Figura 16 - Distribuicdo dos casos de febre amarela em humanos e de epizootias,
por semana epidemioldgica (SE), Espirito Santo, Brasil, de janeiro a junho de 2017.
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Figura 17 — Esquema da cronologia de amostragens do levantamento entomolégico
desse estudo, por semana epidemioldgica (SE), Espirito Santo, 2017.
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registros casos humanos e de epizootias. Al: amostragem de adultos 1, realizada durante o 4pice da
epidemia de febre amarela, entre a 62 e a 92 SE. A2: amostragem de adultos 2, realizada ap6s o
apice da epidemia, mensalmente, de marc¢o a junho de 2017 (a partir da 112 SE). Im: amostragem de
imaturos, realizada apds o apice da epidemia, entre a 192 e a 222 SE. Fonte: autoria propria segundo
os dados de Brasil (2017a) e Moussalem et al. (2019).
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5.4 Levantamento Entomoldgico

Uma investigacdo entomoldgica foi realizada durante e apds o pico da epidemia de
2017 (MOUSSALLEM et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2020). A coleta de mosquitos
adultos e imaturos foi planejada de acordo com o comportamento das espécies
vetoras tradicionais do YFV (ou seja, Haemagogus e Sabethes), que possuem habitos
diurnos e locais de reproducéo preferenciais. Os mosquitos adultos foram coletados
com atracdo humana protegida e esclarecida (AHPE) usando redes (puca
entomoldgico) e tubos de aspiracéo (capturador de Castro) (Figura 18) (ABREU et al.,
2019; CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). O esforco amostral de todas as

coletas foi registrado para assegurar a padronizacao durante a analise dos resultados.

Figura 18- Fotografia de Puca entomoldgico e capturador de succao oral (capturador
de Castro) utilizados na coleta de mosquitos adultos. Fonte: (BRASIL, 2017c).

5.4.1 Amostragem de adultos 1

Um levantamento entomoldgico foi realizado durante o pico de registros de infeccbes

por YFV em humanos e PNH. Foram investigadas a diversidade e a distribuicdo de
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espécies de mosquitos e os vetores locais foram caracterizados. As coletas de
mosquitos foram realizadas no nivel do solo, nas seis areas do estudo (CA, PA, VNa,
VNb, STa e STb), de 8 de fevereiro a 2 de marco de 2017, entre a 62 e a 92 semanas
epidemiologicas (SE). Nossa hipotese € de que durante esse pico na transmissao do
YFV, uma propor¢cao maior de vetores competentes teria picado previamente os PNH

virémicos.

Em cada local de amostragem, dois a quatro coletores deslocaram-se do mesmo
ponto de partida em dire¢cdes opostas por 50 a 100 m, coletando mosquitos por 30
minutos. O procedimento foi repetido por trés a oito horas por dia de amostragem
durante dois a cinco dias em cada area de estudo, cobrindo uma area total de

aproximadamente quatro hectares.

5.4.2 Amostragem de adultos 2

A distribuic&o vertical dos mosquitos na floresta, bem como a diversidade de espécies
de mosquitos e as taxas de infeccdo dos vetores foram investigadas. Uma pesquisa
mensal foi realizada durante os quatro meses seguintes ao pico epidémico, de margo
(112 SE) a junho (262 SE) de 2017, para investigar um cenario epidemioldgico distinto.
As coletas de mosquitos foram realizadas simultaneamente nos niveis de solo e copa
das arvores, uma vez por més, em VNa e PA. A partir dessa amostragem, o nimero
de pontos de coleta foi reduzido, devido as limitacdes de tempo, de recursos humanos
e financeiras. Dois coletores trabalharam de trés a oito horas por dia durante dois dias
em cada local de estudo. As coletas do dossel foram realizadas em uma plataforma a
15 m (Figura 19) e as coletas em nivel do solo foram realizadas conforme descrito
para a amostragem de adultos 1, com cada coletor amostrando uma area total de

aproximadamente dois hectares ao redor da plataforma.

A frequéncia de picadas de espécies de mosquitos encontradas naturalmente
infectadas com YFV foi estimada durante os dois periodos de amostragem de adultos
dividindo o namero total de individuos pertencentes a mesma espécie que tentava
fazer o repasto em um coletor pelo numero total de horas gastas na coleta por uma

pessoa, em cada local.
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Figura 19 - Fotografia de plataforma fixa instalada na copa de uma arvore, no ponto
de coleta VNa.

Altura aproximada da plataforma: 15m acima do solo. Notar o coletor posicionado sobre a plataforma,
para a realizagao das coletas de mosquitos silvestres. Fonte: autoria propria.
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5.4.3 Amostragem de imaturos

A abundancia das principais espécies de vetores e a transmissao vertical do YFV
foram investigadas. Apés o pico epidémico, de 30 de abril a 3 de junho de 2017 (entre
as 192 e 222 SE), foram instaladas armadilhas para coleta de mosquitos imaturos em
VNa e CA. Foram utilizadas ovitrampas tradicionais, consideradas adequadas para
coleta de Haemagogus spp. (COUTO-LIMA et al., 2020), e armadilhas de bambu
(secdes de entrends de bambu) com pequenos orificios laterais (SERVICE, 1993),
simulando os habitats larvais naturais de varios Sabethes spp. (Figura 20). As
ovitrampas consistiam em potes de plastico preto contendo cerca de 300 mL de agua
de nascente e uma pa de compensado (Eucatex, Brasil) como suporte para a
oviposicao (FAY; ELIASON, 1966).

Foram instaladas 40 armadilhas por local. Dez conjuntos de armadilhas foram
instalados a aproximadamente 20 m de distancia entre si. Cada conjunto foi composto
por quatro armadilhas fixadas na mesma arvore, sendo uma ovitrampa e uma

armadilha de bambu suspensas a 6 m e outro par de armadilhas a 1,2 m.

Apoés a instalacdo, as armadilhas foram inspecionadas a cada sete a dez dias e
operadas por um periodo semelhante a cada més. A 4gua nelas contida era coletada
e conduzida ao laboratério. As armadilhas eram em seguida, recarregadas com agua
doce, sem que se trocasse a paleta. As paletas foram imersas em agua para estimular
a eclosdo dos ovos em laboratério. As formas imaturas foram criadas até a
emergéncia dos adultos, conforme Consoli e Lourenc¢o-de-Oliveira (1994) (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Os mosquitos adultos coletados durante o trabalho de campo ou criados em
laboratorio foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido para investigacao

de infecgéao viral.
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Figura 20 - Fotografia de armadilhas utilizadas para coleta de formas imaturas de
mosquitos.

(A) Armadilha de bambu, simulando o criadouro natural de mosquitos dos géneros Sabethes spp.

Foram feitos orificios na taquara por onde as fémeas de mosquitos silvestres pudessem lancar os

seus ovos na agua acumulada no interior. (B) Ovitrampa, comumente empregada para a coleta de

Aedes aegypti em ambientes urbanos e, nesse estudo, empregada para a coleta de Haemagogus
spp. em ambiente silvestre. Fonte: autoria propria.
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5.5 Caracterizacdo Taxondmica

A identificacdo das espécies foi realizada em uma mesa fria acoplada a um
estereoscopio, usando chaves taxondmicas (Figura 21) (CONSOLI; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994; CORREA; RAMALHO, 1956; FORATTINI, 2002; LANE, 1953;
NEVES, 2019; SALLUM et al., 2020). Exemplares testemunhas foram depositados nha
Colecao de Culicidae (CCULI) do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.

Figura 21 - Fotografia de estereoscopio (lupa) acoplado a mesa fria utilizado para a
identificacdo de mosquitos criopreservados.

Laboratorio de Mosquitos Transmissores de Hematozoarios (LATHEMA) da Fundagdo Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro (FIOCRUZ-RJ). Fonte: autoria prépria.
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Os mosquitos foram agrupados por espécie, local e data de amostragem em um meio
de cultura L15, complementado com antibiético e antifangico e com 20% de soro
bovino fetal. Um pool continha no maximo cinco individuos se pertencessem as
espécies dos géneros Haemagogus e Sabethes, que incluem aqueles considerados
vetores primarios ou secundarios do YFV, ou dez individuos para as demais espécies.
Assim, ap0s todos os mosquitos de uma dada espécie, local e tempo de amostragem
terem sido agrupados de acordo com esse critério, aqueles remanescentes
compuseram pools coespecificos com menor nimero de individuos. Espécimes
machos e fémeas alimentados com sangue foram armazenados em criotubos

separados. As amostras foram armazenadas a -80 °C para detec¢do do genoma viral.

5.6 Deteccao de YFV

Os pools de mosquitos foram triturados em homogeneizador de tecidos Precellys 24
(Bertin Corp, Rockville, MA, EUA) e centrifugados a 9600 x g por 10 minutos a 4 °C.
O RNA foi extraido de 140 pyL do sobrenadante usando QIAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Germantown, MA, EUA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A
deteccdo do YFV foi realizada por RT-gPCR utilizando Kit Febre Amarela IBMP
(reacdo one step, multiplex, com controle positivo interno-Cl e, com perfil qualitativo
de andlise), produzido pelo Instituto de Biologia Molecular do Parana e QuantStudio 6
Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A
configuracéo dos alvos de corrida (Quadro 2), os parametros de ciclagem da reacao
de PCR (Quadro 3), a configuracdo dos parametros de analise para os alvos febre
amarela e controle interno (Quadro 4) e os critérios de classificacdo para amostras
avaliadas (Quadro 5) foram definidos de acordo com as recomendacdes do fabricante
do Kit Febre Amarela IBMP. As amostras foram examinadas em duplicata e utilizou-

se controle negativo e controle positivo externo.
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Quadro 2 - Configuracfes dos alvos da corrida.

Target Name Reporter Quencher Colour
FA FAM NFQ-MGB Red
Cl VIC NFQ-MGB Blue

FA: Febre amarela; Cl: Controle interno. Fonte: IBMP (2020).

Quadro 3 - Parametros de ciclagem da reacdo de PCR na programacéao da corrida

Etapa Temperatura (°C) Duracédo (mm:ss)
Holding Stage 50 15:00
Holding Stage 95 10:00
Cycling Stage (45x) 95 00:15
60* 00:45

*Captura de fluorescéncia (Data Collection On). Fonte: IBMP (2020).

Quadro 4 - Configuracéo dos parametros de analise para os alvos febre amarela
controle interno.

Target Threshold Baseline Start Baseline End
FA 100.000 6 15
Cl 10.000 6 15

FA: Febre amarela; Cl: Controle interno. Fonte: IBMP (2020).

Quadro 5 - Critérios de classificacdo para amostras avaliadas.

Resultado CT de FA CT de CI
Positivo <45 <30
Negativo Auséncia de amplificacdo <30

CT: Cycle Threshold; FA: Febre amarela; Cl: Controle interno. Fonte: IBMP (2020).



62

5.7 Andlise de dados

Os dados foram analisados usando o software R (R CORE TEAM, 2020). A
composicado da comunidade de mosquitos em cada local de amostragem e o tempo
de amostragem foram determinados com o indice de Diversidade de Shannon-Weaver
(H) (SHANNON, 1948). A frequéncia de cada espécie de mosquito nos extratos
verticais da floresta (niveis de solo e dossel) com base nos dados de amostragem de
adultos 2 foi comparada usando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U com a <
0,05. As taxas de infeccdo foram calculadas usando o pacote R PooledInfRate. A taxa
minima de infec¢cdo (MIR) foi obtida dividindo-se o niumero de pools positivos para
YFV pelo nimero total de adultos para a espécie e multiplicando-se o resultado por
1.000. A estimativa de probabilidade maxima por 1.000 mosquitos (MLE) foi calculada
como=1-(1-Y/X)” (1/m), onde Y € o numero de pools positivos, X € o niumero
total de pools e m é o tamanho de cada pool testado. Os graficos foram produzidos
usando o pacote R ggplot2 (WICKHAM, 2009). Os mapas foram criados usando o
programa QGIS (QGIS, 2020).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discusséo desse trabalho estdo contidos no artigo publicado na
revista Viruses, em 14 de dezembro de 2022, intitulado “Back to Where it Was first
Described: Vectors of Sylvatic Yellow Fever Transmission in the 2017 Outbreak in
Espirito Santo, Brazil” o qual é apresentado nas paginas seguintes e cuja referéncia
é:

STANZANI, L. M. A. et al. Back to Where It Was First Described: Vectors of Sylvatic
Yellow Fever Transmission in the 2017 Outbreak in Espirito Santo, Brazil. Viruses, s.1.
v.14, n. 12, p. 1-18, 2022. doi: https://doi.org/10.3390/v14122805. Disponivel em:

file:///C:/Users/lUSUARIO/Downloads/viruses-14-02805-v3%20(1).pdf. Acesso em: 28
fev 2023.

Por meio de levantamentos entomoldgicos e deteccdo molecular viral, esse estudo
investigou a transmissao silvestre do YFV logo apo6s os primeiros casos confirmados
de sua circulacdo em janeiro de 2017, fornecendo contribuicfes inéditas para uma
melhor compreensédo da dindmica da transmissdo silvestre e da avaliacdo da

distribuicdo viral e para a determinacao oportuna de areas de alto risco.

Os objetivos propostos foram alcancados e estdo apresentados nesse artigo que
entrega os resultados do mais abrangente estudo sobre a fauna de mosquitos e
vetores da febre amarela no estado do Espirito Santo, incluindo o local onde o ciclo

silvestre do YFV foi descrito pela primeira vez no mundo.

Os resultados trazem uma contribuicdo significativa para a literatura porque a area do
Espirito Santo teve as maiores taxas de incidéncia de febre amarela neste surto sul-
americano de 2017, o que a torna uma importante regido focal no manejo da febre
amarela no Brasil. Além disso, o estudo avaliou a transmisséo silvestre do YFV, 80
anos apos a ultima grande epidemia e pode, portanto, discutir os esquemas nacionais
de vacinacdo e os procedimentos de saude publica necesséarios. Foram analisados
mais de 10 mil mosquitos de 78 espécies e, adicionalmente, foi feita uma retrospectiva
historica desde a década de 1930, quando a febre amarela silvestre foi descrita pela

primeira vez nesta area.
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CIE I

Abstract: Evidence of sylvatic yellow fever was first reported in Atlantic Forest areas in Espirito Santo,
Brazil, during a yellow fever virus (YFV) outbreak in 1931. An entomological survey was conducted
in six forest sites during and after an outbreak reported ~80 years after the last case in the area.
Among 10,658 mosquitoes of 78 species, Haemagogus leucocelaenus, and Hg. janthinomys / capricornii
were considered the main vectors as they had a relatively high abundance, co-occurred in essentially
all areas, and showed high YFV infection rates. Sabethes chloropterus, Sa. soperi, Sa. identicus, Aedes
aureolineatus, and Shannoniana fluviatilis may have a secondary role in transmission. This is the first
report of Sa. identicus, Ae. aureolineatus, and Sh. fluviatilis infected with YFV. Our study emphasizes the
importance of entomological monitoring and maintenance of high vaccination coverage in receptive
areas to YFV transmission.

Keywords: yellow fever; Culicidae; arbovirus; vector-borne-diseases; Atlantic Forest; Haemagogus;
Sabethes; Aedes; Shannoniana

1. Introduction

Yellow fever is an acute infectious disease of humans and non-human primates (NHPs).
It is endemic to tropical and sub-tropical Africa and Latin America and has recently emerged
in non-endemic areas of these continents. Its etiologic agent is yellow fever virus (YFV), a
positive-sense single-stranded RNA arbovirus of the genus Flavivirus (Flaviviridae), which
is transmitted between vertebrates by competent female mosquito vectors [1,2].

The transmission of YFV can occur through two main epidemiological cycles: urban
and sylvatic. In the urban cycle, humans are the only vertebrate hosts, and the domestic
mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti is the vector. In Brazil, this cycle has not occurred since
1942 [3,4]. In the sylvatic cycle, arboreal mosquitoes of the genera Haemagogus and Sabethes

Viruses 2023, 14, 2805. https:/ /doi.org/10.3390/v14122805

https:/ /www.mdpi.com/journal /viruses



Viruses 2023, 14, 2805

65

20f18

are the most important vectors of YFV in the Americas. The amplifier vertebrate hosts are
NHPs, and humans are infected when they approach or enter an enzootic forest [5-7].

Soper et al. (1933) reported the first human cases of sylvatic yellow fever in areas
“without Aedes aegypti” in the Canaan Valley—an Atlantic Forest zone in Santa Teresa
(ST) [8], state of Espirito Santo (ES)—during a large YFV epidemic that affected southeastern
Brazil from 1931 to 1940 [3]. Intermittent epizootic waves of YFV have subsequently
occurred, but no YFV infections have been detected in ES since the early 1930s [2].

In 2015, Brazil recorded increased YFV activity, with the detection of successive
epizootic and human cases in the midwestern and southeastern regions. This YFV epizootic
wave spread into Atlantic Forest areas where the disease had not been recorded for almost
eight decades, and vaccination was not recommended [2]. This culminated in the most
severe outbreak of yellow fever in the recent history of Brazil.

In this outbreak, two YFV lineages spread by different routes in southeastern Brazil:
the YFVyg/sp spread from the southwestern area of Minas Gerais (MG) to Sao Paulo (SP)
state and the YFV\;/gs/gry that moved to the eastern portion of MG in the transition area
between the Cerrado (a savannah-like bioregion) and Atlantic Forest in December 2016
and reached the west of ES in January 2017 via the Itapemirim and Doce River basins and
moved eastward to the central and coastal municipalities (Figure 1). Four states in southeast
Brazil were affected in the same year, including MG, ES, SP, and Rio de Janeiro [7,9-11].
More than 1600 epizootics, affecting mainly howler monkeys (Alouatta guariba clamitans)
and marmosets (Callithrix spp.), 1900 human cases, and 593 human deaths were reported
up to April 2018 [12-15].

The highest incidence of yellow fever occurred in ES (4.85 human cases per 100,000 in-
habitants), with most cases recorded in individuals with forest-related occupations. Of the
78 ES municipalities, 34 were affected, with 196 epizootics, 179 laboratory-confirmed human
infections, and 58 human deaths recorded between January and May 2017. No circulation of
YFV has been detected since then [16].

A poor understanding of sylvatic transmission dynamics in these affected areas, con-
sidered the YFV-free zone for decades in ES, hinders the evaluation of the viral distribution
and timely determination of high-risk areas. Brazilian epidemiological surveillance agen-
cies recommend entomological investigation as an effective strategy to supplement YFV
surveillance and prophylaxis [12]. Specifically, in the case of ES, where YFV re-emerged
after eight decades without transmission, there was an absolute lack of information on
whether the vector species would be the same as that implicated in transmission in the
Amazon, Cerrado, or other countries or territories touched in the recent outbreaks. Also, it
was unknown if there would be a local synergistic combination of vector species, including
bridge vectors, that could promote a spill-over to a peri-urban or urban transmission.
Accordingly, using entomological surveys, this study investigated the sylvatic YFV trans-
mission in ES shortly after the first confirmed cases of viral circulation in January 2017. We
aimed to (1) determine the richness, diversity, abundance, and distribution of mosquito
species and identify local vectors; (2) characterize the vertical distribution of mosquitoes in
forests; and (3) compare the diversity, abundance, and infection rates of important vectors
during and after the epidemic peak. Sampling was conducted in six distinct forest areas to
represent the different microregions affected by the YFV outbreak. The ST municipality,
where transmission of sylvatic yellow fever was first described [8], was also included.
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Figure 1. Spatiotemporal spread of YFV in the state of Espirito Santo (ES) during the 2017 outbreak.
(A) Relief of ES. (B) Main river basins through which the virus entered the state in January 2017, includ-
ing the Doce River Basin (to the North) and Itapemirim River Basin (to the South). (C,D) spatiotemporal
spread of YFV by epidemiological week (EW). Each municipality is highlighted with the colour corre-
sponding to the EW in which the YFV infection was first registered. The first recorded cases are in a
darker tone, and the tones lighten over time. In C, the spatiotemporal evolution of epizootics registered
in the Notifiable Diseases Information System (“Sistema de Informacao de Agravos de Notificagao:
SINAN”). The circles within each municipality represent the number of EWs for which there were YFV
epizootic records. In (D), the first records of YFV in each municipality for both epizootic (SINAN) and
human cases (“Sistema de Gerenciador de Ambiente Laboratorial: GAL”). Neighboring states: Bahia
(BA), Minas Gerais (MG), and Rio de Janeiro (R]).
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2. Materials and Methods

This study was conducted at six sites located in four municipalities of ES: ST, Venda
Nova do Imigrante (VN), Pancas (PA), and Cariacica (CA) (Figure 2). The criteria for
selecting the study sites were as follows: (1) confirmed YFV epizootic (event in which one
or more NHPs are found dying or dead) or human infections during the 2017 outbreak;
localization (2) in distinct river basins (Figure 1); (3) microregions with different altitudes
and environmental conditions (Figure 2); and (4) the Canaan Valley in ST, where sylvatic
yellow fever was first described early in the 1930's, for the reassessment of local vector
transmission. Two sites located at different altitudes were selected in VN and ST: Lavrinhas
(VNa, 930 m above sea level) and Alto Bananeiras (VNb, 1140 m) in VN, and Alto Caldeirao
(STa, 870 m) and Sao Joao de Petropolis (STb, 175 m) in ST. The sites in PA and CA were
Lajinha (170 m) and Sao Paulo de Viana (610 m), respectively (Figure 2).

439171

Microregions

Metropolitan
Central Mountain

09LLz08

Southwest Mountain
South Coast

South Central
Caparad

Doce River

Central-western

© N bW N =

Northeast
Northwestern

-
o

Municipalities of the study

- Cariacica
[ ] Santa Teresa

j Venda Nova do Imigrante

- Pancas

50 100 km

UTM/SIRGAS 2000
FUSO 24

09TEV9L

201524

Figure 2. Microregions in Espirito Santo highlighting the municipalities and study sites: Venda
Nova do Imigrante (VNa, —41.111229 W, —20.302705 S and VNb, —41.167397 W, —20.321149 S),
Santa Teresa (STa, —40.719653 W, —19.971218 S and STb, —40.673782 W, —19.804625 S), Pancas (PA,
—40.789924 W, —19.208688 S), and Cariacica (CA, —40.556154 W, —20.289890 S). Neighboring states:
Bahia (BA), Minas Gerais (MG), and Rio de Janeiro (R]).

VNa and VND are associated with large forest fragments in the southwest mountain
region of the Itapemirim River Basin. They have a sloping relief, cold climate, mean annual
temperature (MAT) of 18.6 °C and mean annual precipitation (MAP) of 1364 mm. STa and
STb are in the central mountain region of the southern channel of the Rio Doce Basin, in
areas heavily exploited for agriculture, with small forest fragments. STa is characterized
by a mountainous relief, mild temperatures (MAT 19.5 °C), and a MAP of 1492 mm.
STb is located at a low altitude in a wide undulating valley with a warm (MAT 24.4 °C)
and dry (MAP 1045 mm) climate. PA is in the central-western region of the northern
channel of the Rio Doce Basin. Its rugged relief is marked by a large rocky area of high
elevation with forests restricted to the valleys. Its climate is warm (MAT 24.5 °C) and dry
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(MAP 1192 mm). CA is in the metropolitan region of Vitdria (the state capital) in the east,
connecting the coastal plain and mountainous area of the state. It is the best-conserved
forest area compared to the other sites, has a sloping relief, and a warm (MAT 22.4 °C) and
wet (MAP 1539 mm) climate [17].

2.1. Entomological Surveys

Entomological surveys were conducted during and after the peak of the 2017
epidemic [16-18]. The collection of adult and immature mosquitoes was planned ac-
cording to the behavior of traditional YFV vector species (i.e., Haemagogus and Sabethes),
which have daytime habits and preferred breeding sites. Adult mosquitoes were captured
with protected human attraction using nets and aspiration tubes [7-19].

Adult sampling 1: An exploratory survey was conducted during the peak of records
of YFV infections in humans and NHPs. We investigated the diversity and distribution of
mosquito species and characterized the local vectors. Mosquito collections were conducted
at ground level from 8 February to 2 March 2017, between the 6th and 9th epidemiological
weeks (EWs). We hypothesized that during this peak in YFV transmission, a higher
proportion of competent vectors would have previously bitten viremic NHPs. At each
sampling site, two to four collectors moved from the same departure point in opposite
directions for 50-100 m, capturing mosquitoes for 30 min. The procedure was repeated
for 3 to 8 h per sampling day and 2 to 5 d in each study area, covering a total area of
approximately 4 ha.

Adult sampling 2: We investigated the vertical distribution of mosquitoes in the forest,
as well as mosquito species diversity and infection rates of vectors. A monthly survey was
conducted during the four months following the epidemic peak, from March (11th EW) to
June (26th EWs) 2017, to investigate a distinct epidemiological scenario. Mosquito captures
were conducted simultaneously at the ground and tree canopy levels once a month at VNa
and PA. Two collectors worked for 3-8 h daily for two days at each study site. Canopy
captures were performed on a platform at 15 m; ground-level captures were performed as
described for adult sampling 1, with each collector sampling a total area of ~2 ha around
the platform.

We estimated the biting frequency of mosquito species found naturally infected with
YFV during both adult sampling times by dividing the total number of individuals belong-
ing to the same species attempting to feed on one person by the total number of hours
spent on capture by one person at each site.

Immature sampling: We investigated the abundance of the main vector species and
the vertical transmission of YFV. After the epidemic peak, from 30 April to 3 June 2017
(between the 19th and 22nd EWs), traps for the collection of immature mosquitoes were
installed in VNa and CA. We used traditional ovitraps, considered appropriate for collecting
Haemagogus spp. [20], and bamboo traps (sections of bamboo internodes) with small lateral
holes [21] simulating the natural larval habitats of several Sabethes spp. The ovitraps
consisted of black plastic jars containing nearly 300 mL of spring water and one plywood
paddle (Eucatex, Sao Paulo, Brazil) as support for oviposition [22]. We installed 40 traps
per site; ten sets of traps were installed approximately 20 m apart. Each set was composed
of four traps set in the same tree, with one ovitrap and one bamboo trap suspended at 6 m
and another couple of traps at 1.2 m. The traps were collected 7 to 10 d after installation
and refilled with fresh water without changing the paddle; the traps were operated for a
similar period each month. The paddles were immersed in water to stimulate egg hatching
in the laboratory. The immature forms were reared until adult emergence, according to
Consoli and Lourenco-de-Oliveira (1994) [19].

Adult mosquitoes captured during fieldwork or reared in the laboratory were imme-
diately frozen in liquid nitrogen for investigation of viral infection.
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2.2. Taxonomic Characterization

Species identification was performed on a cold table using the taxonomic keys [19,23-26].
Voucher specimens were deposited in the Culicidae Collection, Instituto Oswaldo Cruz.
Mosquitoes were pooled by species, location, and sampling date in an L15 culture medium
with 20% fetal bovine serum. A pool contained a maximum of five individuals if they belong
to species of tribe Aedini (genera Haemagogus, Aedes, and Psorophora) and genus Sabethes,
that include those considered primary or secondary vector, or ten individuals if the genus
was not yet recognized as a YFV vector. So, after all mosquitoes of a given species, site, and
sampling time were grouped according to this criterion, the remaining mosquitoes composed
conspecific pools with a smaller number of individuals. Blood-fed female and male specimens
were stored in separate cryotubes. Samples were stored at —80 °C for viral genome detection.

2.3. YFV Detection

Mosquito pools were ground in a Precellys 24 tissue homogenizer (Bertin Corp,
Rockville, MA, USA) and centrifuged at 9600x g for 10 min at 4 °C. RNA was extracted
from 140 uL of the supernatant using a QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, German-
town, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. YFV detection was per-
formed by RT-qPCR using a “Yellow Fever IBMP Kit” (1-step and multiplex with internal
control)—produced by the Institute of Molecular Biology of Parana—and QuantStudio
6 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The samples
were examined in duplicate; negative and positive controls were used for each reaction as
previously described [7].

2.4. Statistical Analysis

Data were analyzed using R software [27]. Mosquito community composition at each
sampling site and sampling time was determined with the Shannon-Weaver Diversity
Index (H') [28]. The frequency of each mosquito species in the vertical extracts of the forest
(ground and canopy levels) based on the adult sampling 2 data were compared using a
non-parametric Mann—Whitney U test with o« < 0.05. Infection rates were calculated using
the R package PooledInfRate. The minimum infection rate (MIR) was obtained by dividing
the number of YFV-positive pools by the total number of adults for the species multiplied
by 1000. The maximum likelihood estimate per 1000 mosquitoes (MLE) was calculated
as=1—(1—-Y/X)"(1/m), where Y is the number of positive pools, X is the total number
of pools, and m is the size of each tested pool. Graphs were produced using the R package
ggplot2 [29]. Maps were created using QGIS 3.12.2 [30].

3. Results
3.1. Entomological Survey Results

A total of 10,658 mosquitoes from 14 genera and 78 species were collected (Tables 1
and S1), of which 99.87% and 0.13% were Culicinae and Anophelinae, respectively. Most
samples were adult mosquitoes (95.17%), and 515 immature individuals (4.83%) were
collected in ovitraps (Table 1).

The Sabethini tribe was the most abundant (80.67%) and had the highest species
richness (51 taxa), followed by the Aedini tribe (16.62% with 14 species, Table 1).

The ten most common species were, in decreasing order of abundance, Wyeomyia pal-
mata/ galvaoi (10.69%), Wy. aff. davisi (9.90%), Limatus durhamii (9.49%), Wy. incaudata (5.11%),
Li. pseudomethysticus (4.64%), Haemagogus leucocelaenus (4.45%), Wy. edwardsi (3.90%), Ae. scapu-
laris (3.81%), Trichoprosopon castroi/similis (3.64%), and Shannoniana fluviatilis (3.13%).

Mosquito species diversity (Shannon-Weaver index) varied among sampling sites
and sampling time, with STb displaying the lowest H’ values and CA and PA the high-
est (Tables 1 and S2). Hg. leucocelaenus, Psorophora ferox, Onirion personatum, Wy. lutzi,
Wy. sabethea, Wy. bourrouli/forcipenis and species of the Serratus group of Aedes [19,31] were
found in all six sites.
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Table 1. Mosquito species identified at the six study sites located in four municipalities of Espirito
Santo, including Cariacica (CA), Pancas (PA), Venda Nova do Imigrante (VNa and VNb), and Santa
Teresa (STa and STb), from February to June 2017.

Adults Immature

Taxon Total Ab(%)!

CA PA STa STb VNa VNb CA VNA
Subfamily Anophelinae 2 4 8 14 0.1
Tribe Anophelini 2 4 8 14 0.1
Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyar & Knab, 1908 3 4 7 0.07
Anopheles (Kerteszia) laneanus? (Corréa & Cerqueira, 1944) 2 2 0.02
Anopheles (Kerteszia) sp. 2 2 0.02
Anopheles (Nyssorhynchus) triannulatus (Neiva & Pinto, 1922) 1 1 0.01
Anopheles (Stethomyia) nimbus (Theobald, 1902)/thomasi Shannon, 2 2 0.02
1933/acanthotorynus Komp 1937 :
Subfamily Culicinae 2005 3170 886 310 2677 1081 258 257 10,644 99.9
Tribe Aedini 181 749 439 184 181 37 1771 16.6
Aedes (Howardina) aureolineatus Berlin, 1969 35 17 1 29 82 0.77
Aedes (Howardina) fulvithorax (Lutz, 1904) 2 2 4 0.04
Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848) 2 183 187 31 3 406 3.81
Aedes (Ochlerotatus) serratus (Theobald, 1901) / hastatus Dyar, 1922 /oligopistus Dyar,
1918/ eucephalaeus Dyar, 1918 2 52 38 1 2 1 96 090
Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus (Wiedemann, 1821) 1 1 0.01
Aedes (Protomacleaya) terrens (Walker, 1856) 3 3 16 43 3 68 0.64
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus,1762) 1 1 0.01
Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) 7 95 4 106 1 213 2.00
Aedes sp. 1 1 2 0.02
Haemagogus (Haemagogus) janthinomys Dyar, 1921/ Hg. capricornii Lutz, 1904 10 21 7 17 15 70 0.66
Haemagogus (Conopostegus) leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924) 112 171 74 24 86 7 474 445
Psorophora (Janthinosoma) albigenu (Peryassti, 1908) 1 1 0.01
Psorophora (Janthinosoma) albipes (Theobald, 1907) 74 74 0.69
Psorophora (Janthinosoma) albipes (Theobald, 1907) /albigenu (Peryasst, 3 0.03
1908) /varipes (Coquillett, 1904) i
Psorophora (Janthinosoma) ferox (von Humboldt, 1819) 8 141 91 4 1 2 267 2.51
Psorophora (Janthinosoma) lanei Shannon and Cerqueira, 1943 1 1 2 4 0.04
Psorophora (Janthinosoma) sp. 4 1 5 0.05
Tribe Culicini 8 26 20 22 12 72 101 261 24
Culex (Carrollia) sp. 72 101 173 1.62
Culex (Culex) Declarator Group 2 2 0.02
Culex (Culex) declarator Dyar and Knab, 1906 1 1 0.01
Culex (Culex) nigripalpus Theobald, 1901 3 6 9 2 20 0.19
Culex (Culex) sp. 2 6 7 2 17 0.16
Culex (Melanoconion) sp. 9 7 16 0.15
Culex (Microculex) neglectus Lutz, 1904 1 1 2 0.02
Culex (Microculex) imitator Theobald, 1903 1 1 0.01
Culex (Microculex) sp. 2 2 0.02
Culex sp. 3 1 9 3 1 27 0.25
Tribe Mansoninii 1 6 1 6 14 0.1
Coquillettidia (Rhynchotaenia) albicosta (Peryassu, 1908) 1 1 0.01
Coquillettidia (Rhynchotaenia) chrysonotum (Peryassi, 1922) 1 1 0.01
Mansonia (Mansonia) titillans (Walker, 1848) 5 6 11 0.10
Mansonia (Mansonia) sp. 1 1 0.01
Tribe Sabethini 1815 2389 426 120 2474 1032 186 156 8598 80.7
Limatus durhamii Theobald, 1901 264 646 31 7 14 49 1011 9.49
Limatus flavisetosus Oliveira Castro, 1935 18 1 1 5 15 8 48 045
Limatus pseudomethysticus (Bonne-Wepster & Bonne, 1920) 329 134 4 28 495 464
Limatus flavisetosus? Oliveira Castro, 1935 1 1 0.01
Limatus sp. 1 1 0.01
Omnirion personatum (Lutz, 1904) 34 93 17 60 31 36 7 278 261
Runchomyia (Runchonyia) cerqueirai (Stone, 1944) 25 1 3 29 027
Runchomyia (Runchomyia) frontosa (Theobald, 1903) 26 7 47 93 1 174 1.63
Runchomyia (Runchomyia) humboldti (Lane & Cerqueira, 1942) 28 5 3 36 0.34
Runchomyia (Runchomyia) reversa (Lane & Cerqueira, 1942) 1 1 0.01
Runchomyia (Runchomyia) theobaldi 2 2 0.02
Runchomyia (Runchomyia) sp. 1 1 2 0.02
Sabethes (Davisnyia) petrocchiae (Shannon & Del Ponte, 1928) 10 22 4 36 0.34
Sabethes (Peytonulus) aurescens (Lutz, 1905) 21 6 27 0.25
Sabethes (Peytonulus) fabricii Lane & Cerqueira, 1942 19 1 20 0.19
Sabethes (Peytonulus) undosus (Coquillett, 1906)/fabricii Lane & Cerqueira 1942 90 3 1 6 100 0.94
Sabethes (Peytonulus) hadrognathus Harbach, 1995 1 1 0.01
Sabethes (Peytonulus) identicus Dyar & Knab, 1907 19 1 3 5 28 0.26
Sabethes (Peytonulus) aff. Ignotus 7 1 8 0.08
Sabethes (Peytonulus) soperi Lane & Cerqueira, 1942 166 1 6 173 1.62
Sabethes (Peytonulus) whitmani Lane and Cerqueira, 1942 3 3 0.03
Sabethes (Peytonulus) sp. 1 1 0.01
Sabethes (Sabethes) albiprivus Theobald, 1903 3 7 11 30 51 0.48
Sabethes (Sabethes) batesi Lane & Cerqueira, 1942 1 1 2 0.02
Sabethes (Sabethes) forattinii Cerqueira, 1961 10 10 0.09
Sabethes (Sabethes) purpureus (Theobald, 1907) 3 32 3 38 0.36
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Table 1. Cont.

Adults Immature

Taxon Total Ab (%)!
CA PA STa STb VNa VNb CA VNA
Sabethes (Sabethinus) intermedius (Lutz, 1904) 2 1 3 0.03
Sabethes (Sabethinus) melanonymphe Dyar, 1924 3 1 4 0.04
Sabethes (Sabethinus) xhyphydes Harbach, 1994 1 1 1 3 0.03
Sabethes (Sabethoides) chloropterus (von Humboldt, 1819) 33 4 37 0.35
Sabethes sp. 18 18 017
Shannoniana (Shannoniana) fluviatilis (Theobald, 1903) 46 11 114 36 7 120 334 3.13
Trichoprosopon castroi Lane & Cerqueira, 1942 /similis Lane & Cerqueira, 1942 226 19 6 123 13 1 388 3.64
Trichoprosopon compressum Lutz, 1905 6 1 2 5 14 0.13
Trichoprosopon digitatum Rondani, 1848 6 64 27 97 0.91
Trichoprosopon pallidiventer (Lutz,1905) 35 1 35 52 40 12 175 1.64
Trichoprosopon soaresi Lane & Cerqueira, 1942 6 2 8 0.08
Trichoprosopon sp. 1 1 2 0.02
Wyeomyia (Cruzmyia) dyari Lane & Cerqueira, 1942 36 4 40 0.38
Wyeomyia (Miamyia) codiocampa Dyar & Knab, 1907 1 1 5 7 0.07
Wyeomyia (Miamyia) limai 2 1 3 0.03
Wyeomyia (Miamyia) lutzi (Costa Lima, 1930) 8 1 12 3 48 15 87 0.82
Wyeomyia (Miamyia) oblita (Lutz, 1904) 15 15 0.14
Wyeomyia (Miamyia) sabethea Lane & cerqueira, 1942 10 11 5 1 2 4 33 0.31
Wyeomyia (Phoniomyia) antunesi (Lane & Guimaraes, 1937) 6 6 0.06
Wyeomyia (Phoniomyia) bonnei (Lane and Cerqueira, 1942) /deanei
(Lourengo-de-Oliveira, 1983) 6 s 10 s 134 126
Wyeomyia (Phoniomyia) aff. davisi 33 212 17 391 402 1055 9.90
Wi ia (Phoniomyia) edwardsi (Lane & Cerqueira, 1942) 8 64 19 306 19 416 3.90
Wyeomyia (Phoniomyia) incaudata (Root, 1928) 78 117 16 301 33 545 511
Wyeomyia (Phoniomyia) pilicauda Root, 1928 20 131 10 10 171 1.60
Wyeomyia (Phoniomyia) incaudata (Root, 1928)/pilicauda Root, 1928 154 1 155 145
W ia (Phoni ia) i Petrocchi, 1927 2 39 24 19 84 0.79
Wyeomyia (Phoniomyia) palmata (Lane & Cerqueira, 1942) 53 53 0.50
W (P ) palmata (Lane & Cerqueira, 1942) /galvaoi (Correa & 20 454 12 408 245 1139 1069
Ramalho, 1956)
Wyeomyia (Phoni theobaldi (Lane & Cerqueira, 1942) 2 3 9 4 18 0.17
Wyeomyia (Phoniomyia) sp. 8 34 8 52 48 150 141
Wyeomyia (Prosopolepis) confusa (Lutz, 1905) 1 1 108 40 150 141
;\fﬂyfs’n%igs(s;ﬂlanympha) bourrouli (Lutz, 1905) /forcipenis Lourengo-de-Oliveira & % 212 7 15 8 1 289 271
Wyeomyia (Spilonympha) mystes Dyar, 1924 73 135 3 2 84 297 279
Wyeomyia (Triamyia) aporonoma Dyar and Knab 1906 38 38 0.36
Wyeomyia (Triamyia) aporonoma Dyar and Knab 1906/staminifera 12 12 011
Lourengo-de-Oliveira, Motta & Castro,1992 .
Wyeomyia shannoni Lane & Cerqueira, 1942 8 8 0.08
Wyeomyia (Wyeomyia) sp. 1 1 0.01
Wyeomyia sp. 7 18 1 6 1 33 0.31
2007 3170 890 310 2685 1081 258 257
Total 10,658 -
10,143 515
N. Taxa 2 57 44 42 17 47 29 11 5

1 Ab (%) = Relative abundance calculated by dividing the number of mosquitoes of one species by the number of
mosquitoes of all species x 100. 2 Number of taxa sampled at each site.

At least one of the primary YFV vectors in southeast Brazil—Hg. leucocelaenus or
Hg. janthinomys/capricornii (0.66% abundance)—were detected at all six sites. Hg. janthi-
nomys/capricornii was not captured at VNDb but was present in all four municipalities included
in the study (Supplementary Table S2). Species of Sabethini, which are considered to play a
role in YFV transmission, were heterogeneously distributed: Sabethes chloropterus was found
in PA and STa (abundance of 0.35%); Sa. soperi was captured at CA and STa (1.62%); and
Sa. albiprivus (0.48%) was found in all municipalities but was absent at two sites: STb and VNb.
Species of the tribe Aedini—potential vectors or naturally infected by YFV—were captured at
all six study sites, including Ae. serratus (group) (0.90%), Ps. ferox (2.51%), Ae. scapularis (3.81%,
absent only in VINb), and Ps. albipes (0.69%, found only in PA). Ae. albopictus (2.00%) was found
at all sites except VNa. One larva of Ae. aegypti was collected at STa (Supplementary Table S2).

The YFV vectors Hg. leucocelaenus, Hg. janthinomys/capricornii, and Sa. chloropterus—were
found in both adult sampling procedures but not in immature sampling (Tables 1 and S2).
Among them, Hg. leucocelaenus was the most abundant in the adult samplings. The average
bite frequencies by YFV vectors were 3.33 and 1.42 bites per person/h in adult sampling 1
and 2, respectively (Table 2). The highest bite frequencies were recorded in CA (6.47), STb
(3.23), and PA (2.81), all during adult sampling 1.
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Table 2. Biting frequency of YFV vector species in Cariacica (CA), Pancas (PA), Venda Nova do
Imigrante (VNa and VNb), and Santa Teresa (STa and STb), Espirito Santo, from February to June 2017.

Adults Sampling ! Adults Sampling ?
CA PA STa STb VNa VNb  Total PA VNa  Total
Sampling Effort 1 (h) 60 42 50.5 13 52 33 250.5 97 66 163

Species

N2 BF} N BF N BFN BFN BF N BFN BF N BF N BF N BF

Hg. leucocelaenus

112 1.87 104 24874 14724 18518 0357 021339 13567 0.6968 1.03135 0.83

Hg. janthinomys / capricornii 10 017 2 0057 01417 1311 0.2 37 01519 02014 0.2133 0.20
Sa. chloropterus 12 0294 0.08 16 00621 0.22 0.0021 0.13

Ae. aureolineatus 35 0.58 17 0341 0.0823 044 76 0.30 6 0096 004

Sa. identicus 19 0.32 2 0045 01526 0101 0011 0.022 0.01

Sa. soperi 166 2.77 1 0.02 167 0.67 0 0.00

Sh. fluviatilis 46 0.77 11 022 80 15436 1.09173 0.69 34 05234 021
TOTAL 388 6.47 118 2.81114 22642 3.23124 23848 145834 333108 1.11 123 1.86 231 1.42

! Sampling effort = total number of sampling hours; 2 N = number of captured adults; * BF = Biting frequency, the
number of mosquitoes attempting to feed on one person per hour.

The most abundant mosquito species at each study site during adult sampling 1
are shown in Figure 3. Unlike at the other study sites where Sabethini mosquitoes pre-
vailed, Aedini mosquitoes were among the most abundant in ST (STa and STb), and also
where the traditional primary YFV vectors were most abundant, totaling 13.23% of the
mosquitoes collected.

Although the species richness and diversity (Shannon-Weaver diversity index) at PA
and VNa changed only slightly between adult sampling 1 and 2, the dominant species
varied markedly (Supplementary Table S2). Wy. palmata/galvaoi was the most abundant
species at both sites during adult sampling 2 (Figure 4): 21.01% in PA and 19.77% in
VNa. Other species of the subgenus Phoniomyia, including Wy. aff. davisi, Wy. pilicauda,
Wy. incaudata, and Wy. edwardsi were also comparatively abundant at both sites. In PA,
Hg. leucocelaenus, Sa. chloropterus, and Hg. janthinomys/capricornii comprised 3.46%, 1.08%,
and 0.98% of the species, respectively. In VNa, Hg. leucocelaenus accounted for 3.66% of the
species (Figure 4), whereas Hg. janthinomys/capricornii accounted for only 0.75%.

Li. durhamii, Wy. mystes, Wy. bourrouli/forcipenis, and Ae. scapularis were significantly
more abundant at ground level (Supplementary Table S3). In contrast, Hg. janthino-
mys/capricornii and Wy. edwardsi prevailed in forest canopies. There was no significant
difference in abundance between canopy and ground collections for the other species
whose total collected allowed the analysis.

In immature samples, Culex (Car.) spp. (27.91%), Tr. digitatum (24.81%), and Li. durhamii
(18.99%) were the most abundant in CA, whereas Sh. fluviatilis (46.69%), Culex (Car.) spp.
(39.30%), and Tr. digitatum (10.51%) were the most abundant in VNa (Figure 5).
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Figure 3. Most common mosquito species in adult sampling 1 in Cariacica (CA), Pancas (PA), Venda

Nova do Imigrante (VNa and VNb), and Santa Teresa (STa and STb), Espirito Santo, February 2017.
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Figure 5. Mosquito species (in decreasing order of abundance) found in immature sampling in
Cariacica (CA) and Venda Nova do Imigrante (VNa), Espirito Santo, from April to June 2017.

3.2. Detection of Natural Infection by YFV

We tested a total of 963 pools comprising 6712 mosquitoes. All Aedini and Sabethes
were tested, as well as the most abundant species belonging to other genera of Sabethini
were collected during the peak transmission (Supplementary Table S54).

Infections were detected at all study sites during adult sampling 1. In contrast, no
positive sample was detected in adult sampling 2 and immature sampling.

We detected 19 YFV-positive pools of seven species. Considering the total collected in
the six sampling sites, their MIR in descending order were: Sa. chloropterus (MIR = 62.5,
MLE = 43.6), Hg. janthinomys/capricornii (MIR = 54.1, MLE = 35.8), Sa. identicus (MIR = 38.5,
MLE = 26.4), Hg. leucocelaenus (MIR = 32.5, MLE = 32.1), Ae. aureolineatus (MIR = 14.3,
MLE = 8.7), Sa. soperi (MIR = 12.3, MLE = 12.1), and Sh. fluviatilis (MIR = 5.9, MLE = 5.4)
(Supplementary Table 54).

Infections in Hg. leucocelaenus were recorded at all study sites except for PA, regardless
of its high abundance. Moreover, Hg. leucocelaenus was the only species found to carry YFV
in STb and VNa. In contrast, four species were found naturally infected with YFV in CA:
Hg. leucocelaenus, Hg. janthinomys/capricornii, Sa. identicus, and Sa. soperi. Coincidently, this
was where mosquito sampling started with the shortest time elapsed from the first YFV
record in humans or NHPs (2 weeks, Supplementary Table S5). The two YFV-positive pools
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detected in PA comprised Hg. janthinomys/capricornii and Sa. chloropterus. Ae. aureolineatus
was found to be positive for YFV only in STa (Supplementary Table S4). Aedes aegypti
captured at STa tested negative, similar to potential or secondary YFV vectors, such as
Ae. albopictus, Psorophora spp., and Sa. albiprious.

The MIR and MLE values varied considerably according to mosquito species and site.
The highest infection rates were observed in PA for Hg. janthinomys/capricornii (MIR and
MLE = 500.00). This species displayed high MLE (129.45) in CA. The lowest infection rates
for Hg. leucocelaenus were detected in STa (MIR = 13.51, MLE = 13.89), where one positive
sample of Ae. aureolineatus (MIR = 71.43, MLE = 117.75) was recorded (Table 3). In contrast,
the highest MIR and MLE values were observed for Hg. leicocelaenus at the two sites of VN
(VNa and VNb). There was no linear correlation (Pearson correlation coefficient; p = —0.04)
between MIRs of Haemagogus species and the Shannon-Weaver index (H’). The sample
size and study design prevented any statistical analysis from comparing mosquito species
diversity and MIRs with human or monkey YFV infections in municipalities surveyed
during and after the peak of transmission.

Table 3. Rates of YFV natural infection in mosquitoes collected in adult sampling 1 at Cariacica (CA),
Pancas (PA), Venda Nova do Imigrante (VNa and VINb), and Santa Teresa (STa and STb), Espirito
Santo, 2017.

Adults Sampling !
Local CA PA STa STb VNa VNb
Species MIR ! MLE 2 MIR MLE MIR MLE MIR MLE MIR MLE MIR MLE
Ae. aureolineatus 0.00 0.00 7143 11775  0.00 0.00 0.00 0.00

Hg. janthinomys/capricornii
Hg. leucocelaenus

Sa. chloropterus

Sa. identicus

Sa. soperi

Sh. fluviatilis

100.00 12945  500.00 500.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
36.04 38.96 0.00 0.00 13.51 13.89 8333 10219 166.67 33845 14286 276.98
83.33 9144 0.00 0.00

52.63 59.25 0.00 0.00 0.00 0.00
12.35 12.66 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 27.78 3202

1 Minimum infection rate = the number of YFV-positive pools/number of adults tested for this species x 1000;
2 Maximum likelihood estimate per 1000 mosquitoes =1 — (1 — Y/X) " (1/m), where Y is the number of positive
pools, X is the total number of pools, and m is the size of each tested pool.

4. Discussion

This study presents the most comprehensive investigation of sylvatic mosquito fauna
in terms of the number of study sites and sampling efforts in ES. Mosquito surveys were
carried out during the 2017-2019 YFV outbreak in southeast Brazil [7,10,32-34]; however,
to the best of our knowledge, this is the only study of a systematic vector collection from
the beginning to the end of the transmission period in the same areas. Moreover, our results
and previous data [7,35] demonstrate a great diversity of Culicidae species in ES, including
several YFV vectors. Notably, our study included the same zone in ES where the first report
of YFV transmission without Ae. aeqypti was described [8].

When the sylvatic YFV outbreak was discovered in Canaan Valley, ST, in March
1932, the peak period of transmission had already passed. The investigations reported
83 suspected cases, with nine deaths from January to March 1932 [3,8]. Curiously, the peak
of cases occurred during the same period (January and February) in the 2017 outbreak. A
serological investigation made in the early 1930s revealed that 12% of people living near
forests had antibodies against YFV and that undiagnosed YFV epizootic waves had crossed
those rural areas via the forests in ES before. Canaan Valley was affected again in 1939, with
198 cases recorded in ES [2,3]. These findings indicate that forest areas were considerably
receptive to the transmission of YFV. Nevertheless, inexplicably, approximately 80 years
passed before the 2017 outbreak. It is likely that unknown ecological changes that occurred
during the recent decades facilitated the spread of the virus from the Cerrado biome in MG
to this portion of the Atlantic Forest in ES.
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In the 1930s, the most common mosquito species found in ST was Ae. scapularis,
followed by other Aedini species, such as Psorophora spp., Ae. serratus, and Ae. terrens.
In the present study, Ae. scapularis was the most abundant mosquito found in STa and
the third-most abundant in STb. Psorophora spp., Ae. serratus, and Ae. terrens maintained
high abundances in 2017 (Figure 3). Intriguingly, Haemagogus spp., which was common
and widespread in the 2017 samples, was not even recorded in the 1930s. Entomological
surveys carried out during the 1932 outbreak could not determine the vectors, and other
hematophagous insects besides mosquitoes, such as sand flies, were also suspected [3,8].
The role of Ae. scapularis as a secondary YFV vector was much later suggested in other
Brazilian areas [5,7,36]. The primary role of Hg. leucocelaenus and Hg. capricornii as
vectors and the potential of undetermined Sabethini species in YFV transmission were
first described in the Paraiba do Sul River basin in R] [3,37]. Thus, the YFV vectors in ES,
particularly where sylvatic yellow fever was first described, remain to be elucidated.

Mosquito species composition is affected by climate, environmental conditions, and
landscape topography [20,33,38,39]. Therefore, we surveyed six YFV foci located at altitudes
ranging from 170 m to 1140 m in three river basins (Itapemirim, Doce, and Coastal),
representing distinct vegetation structures, rainfall, and temperature.

When data on biting frequency, abundance, and YFV infection rates in 2017 are
considered, the role of Hg. leucocelaenus and Hg. janthinomys/capricornii as primary vectors
becomes evident. Although they presented distinct biting frequencies, Hg. leucocelaenus
was detected in all study sites and was the most abundant vector species in four of them.
One person was exposed to approximately two bites of Hg. leucocelaenus per hour during
the daytime in all areas except for the two high-altitude VN sites. However, low biting
frequencies in the VN sites were compensated for by high infection rates, that is, half
or more of Hg. leucocelaenus pools were positive for the YFV (Table 3 and Table S4).
These features reinforce its role as a primary vector, as vectorial capacity is influenced by
abundance, biting frequencies, and infection rates.

Hg. leucocelaenus is distributed throughout Brazil and has been recorded in several
municipalities of ES [7,19,35,40]. In this study, it was detected at all study sites at both the
tree canopy and ground levels, consistent with previous results [41,42]. The vertical move-
ment of Hg. leucocelaenus inside and near the epizootic forest would favor the transmission
of YFV from infected NHPs to humans.

Hg. janthinomys/capricornii was significantly more abundant in the tree canopy, as
expected [43,44]. This species has been recognized for decades as the primary vector of YFV
in South America, especially in the Amazon, where it is much more abundant than Hg. lewco-
celaenus [37,44-47]. Outside of the Amazon, such as in Rio Grande do Sul (where important
YFV outbreaks occurred in 2003, 2008-2009, and 2020-2021), Hg. janthinomys/capricornii
does not occur, and Hg. leucocelaenus has been s considered to be the primary vector [6,48].
Hg. janthinomys/capricornii exhibited high infection rates in two sites. Hg. leucocelaenus had
high abundance and biting rates and was detected in five of the six study sites. For instance,
in PA Hg. leucocelaenus was quite frequent but was not found infected, whereas one of the
two captured Hg. janthinomys/capricornii were detected infected during the transmission
peak. Therefore, the co-occurrence of Hy. janthinomys/capricornii and Hg. leucocelaenus was
certainly a key factor promoting YFV transmission in the 2017 outbreak in ES, as well as
elsewhere in Southeast Brazil in 2017-2019 [7,10,32].

YFV infections were detected in five other mosquito species, including Sa. identicus,
Ae. aureolineatus, Sh. fluviatilis, Sa. soperi, and Sa. chloropterus. However, all of these species
were detected at sites where the primary vectors (Hrzemagogus) were also found to harbor
the virus. In contrast to Hg. leucocelaenus and Hg. janthinomys/capricornii, these five species
had a more limited distribution, exhibited lower abundance and bite frequency, and natural
infection was recorded in only one of the six sites with usually low MIR and MLE. These
features suggest a secondary, local, or momentary role in transmission for these species.
This was the case with Sa. identicus, Ae. aureolineatus, and Sh. fluviatilis. Their natural
infection with YFV was detected for the first time in this study. Sa. soperi was once detected
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infected in the Cerrado [46,49], and Sa. chloropterus was recorded as infected several
times across the Americas, including the Atlantic Forest [7,45,46,50]. Sh. fluviatilis and any
other Shannoniana species have never been associated with any arbovirus transmission
cycle [46,49]. Although Ae. aureolineatus and Sa. identicus belong to genera commonly
involved in YFV transmission, the vector competence for YFV of these two species and
Sh. fluviatilis has never been accessed. From our analysis, we do not know whether these
species are capable of transmitting the virus or if the infection is restricted to the primary
tissue of viral replication (the stomach) because the pools include the entire mosquito
body. In any case, ecological and environmental conditions may explain the detection
of YFV infections in a greater diversity of mosquito species. The YFV epizootic wave of
2017 quickly infected thousands of naive NHPs. Dying or very sick viremic NHPs usually
tend to descend to low forest strata or lie lethargic on the ground, where they provide
mosquitoes of several species with an ideal opportunity for infection [51]. This scenario
could likely occur at the CA site with the largest and most preserved fragment of the
Atlantic rain forest sampled here, which exhibited great richness (57 taxa) and high levels of
natural infection in Hg. leucocelaenus, Hg. janthinomys/capricornii, Sa. soperi, and Sa. identicus.

In January 2017, the YFV spread from Minas Gerais through the Rio Doce and Rio
Itapemirim basins and occupied a large part of the forest fragments in only a few weeks [11].
A large number of human and NHP cases [9,18], as well as the rapid spread across ES
(Figure 1), illustrated the high sensitivity of this area at the time. This was probably due to
the abundance of both competent primary vectors and susceptible NHPs under favorable
environmental and climatic conditions (during the rainy season).

The rapid spread of the epizootic wave leading to the death or immunization of NHPs
also helps explain the short period of virus circulation in ES. Records of YFV circulation,
whether in humans or NHPs, were recorded at all study sites until the first half of March
2017 (Figure 2). Due to this pattern, epizootic YFV waves in the extra-Amazon area have
been compared to “fires” that consume themselves and rarely return or remain in recently
affected areas, in which future epizootics will depend on viral reintroduction from a new
wave initiated in the Amazon, the endemic area. [2,11,51,52]. This could explain why the
YFV-positive mosquito pools were detected only at adult sampling 1 (during the 6th-9th
EWs), at the peak of YFV transmission. No YFV-positive mosquito was recorded during
adult sampling 2 (March to June 2017), even in the forest canopy—the preferred habitat of
the primatophilic primary vectors. The absence of the YFV in mosquitoes that emerged
from ovitraps (operated from April-June 2017) and in the adult sampling 2 further confirms
that virus transmission occurred at a low frequency or had apparently been interrupted. It
is important to note that none of the immature mosquitoes collected were primary vectors
of YFV, and only one secondary vector (Sa. soperi) was collected.

Phylogeographic analyses of YFV transmission in Southeast Brazil suggested an
average velocity of 0.12 km/d [53] and 0.5 km/d [11]. The arrival and peak of human
cases and NHP deaths in ES occurred in the summer of 2017 (January to early March).
Epizootics were first recorded in Ibatiba, western ES, in the 1st EW of 2017 (Figure 1).
Epizootics were first detected in CA, approximately 120 km east of the state, in the 7th
EW. This epidemiological data suggest that the speed of YFV transmission in the Atlantic
Forest of ES was ~2.9 km/d, similar to the 2.7 km/d obtained with an epidemiological
model assessing NHP deaths during the warmer months of the 2017 outbreak in SP [54]
and the 3.3 km/d obtained in a phylogeographic analysis of 2017-2018 viral samples from
southeast Brazil [55].

Our findings emphasize the need for rapid entomo-virological investigation in case of
suspected YFV infections. For example, in PA, where it took six weeks from the first sign
of YFV circulation to the beginning of mosquito collections (Supplementary Table S5), no
YFV-positive sample was detected in Hg. leucocelaenus, even though it was abundant at
this site. (Tables 2 and 3). On the other hand, several positive samples of Hg. leucocelaenus
were found at other sites between the 2nd and 5th weeks after the first suspicion of viral
circulation (Tables 3 and S5). Moreover, the highest number of positive pools and YFV-
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positive species were recorded two weeks after the first YFV case in CA. It has been
suggested that there is a greater chance of collecting infected mosquitoes up to 24 d after
the first signs of transmission [7] or 41 d after the last detected YFV case [46]. Thus,
the earlier entomological investigations are initiated following the first suspicion of YFV
(death of NHPs), the greater the chance of detecting infected mosquitoes and elucidating
transmission dynamics, especially in terms of the diversity of mosquitoes involved in
viral circulation.

By systematically sampling and screening for natural infections in geographically
distinct and topographically heterogeneous localities, we generated an annotated checklist
of mosquito species in the state of ES, which can be applied in future studies of arboviruses
and other mosquito-related parasites. It also provided an opportunity to train local stake-
holders in medical entomology, which could aid in restoring large-scale YFV surveillance in
ES and be replicated for future outbreaks. Our study showed that ES remains a highly sensi-
tive area for the circulation of YFV, as the main vector species are abundant and widespread
among small- or medium-sized forest fragments to large, well-preserved Atlantic Forest
patches at 170 to 1140 m in altitude with distinct climatic regimes. These findings reinforce
the importance of maintaining high vaccination coverage in these historically affected areas,
in line with the recent Pan American Health Organization guidelines [56]. In this way,
mosquito surveillance, combined with the use of new methodologies, such as the modeling
of risk areas and applications for monitoring epizootic diseases [51,57], can contribute to
improving the surveillance and control of the sylvatic YFV.

5. Conclusions

After extensive sampling, taxonomic identification, and molecular diagnostic efforts,
we concluded that Haemagogus leucocelaenus and Hg. janthinontys/capricornii were the main
YFV vectors during the 2017 outbreak due to their higher abundance and YFV infection
rates in ES areas. Moreover, other vectors may have a secondary role in transmission,
such as Sabethes chloropterus, Sa. soperi, Sa. identicus, Aedes aureolineatus, and Shannoniana
fluviatilis, as they were also found naturally infected. The study emphasizes the importance
of monitoring mosquito communities in the Atlantic Forest and maintenance of high
vaccination coverage in receptive areas to YFV transmission.
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Supplementary Table 51. Number of adults and immature mosquitoes collected per sampling method and time from February to June 2017 in
Cariacica (CA), Pancas (PA), Venda Nova do Imigrante (VNa and VND), and Santa Teresa (STa and 5Tb), Espirito Santo.

Sampling Sampling Cronology Level in the Site  EW!when the 1#YFV Number of mosquitoes Total Number of
Method forest was recorded collected per site collected mosquitoes
Adults 1 PHA? February/ 2017 Ground VNa 3rd 829 6350
(6 - 9™ EW) VNb 3 1081
STa 3rd 890
STb 3rd 310
CA 7th 2007
PA 2nd 1233
Adults 2 PHA March to June/2017 Ground and VNa 3rd 1856 3793
(11th - 26t EW) Canopy PA 2nd 1937
Imma- Ovitraps? April to June/2017 VNa 3rd 257 515
ture (19 - 220¢) CA 7t 258
Total 10658

'EW = Epidemiological week; 2PHA = Protected Human Attraction; *Ovitraps = Traditional ovitraps and bamboo traps.
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Supplementary Table S2. Adult mosquitoes belonging to the Aedini and Sabethini tribes with potential role in yellow fever transmission' collected
in Cariacica (CA), Pancas (PA), Venda Nova do Imigrante (VNa and VNb), and Santa Teresa (STa and STb), Espirito Santo, during and after the peak
of the epidemic (Adult samplings 1 and 2) from February to June 2017.

) Adult Sampling 1 (AS1) Adult Sampling 2 (AS2) AS1 + AS2 + Immature Sampling
pecies CA PA STa STb VNa VNb Total Ab (%)’ PA VNa Total Ab (%) CA PA STa STb VNa VNb Total Ab (%)
Hg. leucocelaenus 112 104 74 24 18 7 339 5.34 67 68 135 3.56 112 171 74 24 86 7 474 4.45
Ae. scapularis 2 132 187 31 2 354 5.57 51 1 52 1.37 2 183 187 31 3 406 3.81
Sh. fluviatilis 46 11 80 36 173 2.72 34 34 0.90 53 11 234 36 334 3.13
Ps. ferox 8 95 91 4 22 220 3.46 46 1 47 1.24 8 141 91 4 1 22 267 2.51
Ae. albopictus 7 77 4 106 1 195 3.07 18 18 0.47 7 95 4 106 1 213 2.00
Sa. soperi 166 1 167 2.63 0.00 172 1 173 1.62
Ae. Serratus Group 2 31 38 1 2 1 75 1.18 21 21 0.55 2 52 38 1 2 1 96 0.90
Ae. aureolineatus 35 17 1 23 76 1.20 6 6 0.16 35 17 1 29 82 0.77
Ps. albipes 69 69 1.09 5 5 0.13 74 74 0.69
Hg. janthinomys/capricornii 10 2 7 17 1 37 0.58 19 14 33 0.87 10 21 7 17 15 70 0.66
Sa. albiprivus 3 11 17 31 0.49 7 13 20 0.53 3 7 11 30 51 0.48
Sa. chloropterus 12 4 16 0.25 21 21 0.55 33 4 37 0.35
Sa. identicus 19 2 5 26 0.41 1 1 2 0.05 19 1 3 5 28 0.26
Ae. aegypti 1 1 0.02 0.00 1 1 0.01
Sabethes spp.* 151 2 5 22 7 3 190 2.99 21 37 58 1.53 176 23 5 22 45 3 274 2,57
Subtotal 561 524 451 206 152 75 1969  31.00 277 175 452 1191 599 801 451 206 448 75 2580 @ 24.21
Other species 1446 709 439 104 677 1006 4381  68.99 1660 1681 3341  88.08 1666 2369 439 104 2494 1006 8078 75.79
Total 2007 1233 890 310 829 1081 6350 1937 1681 3793 2265 3170 890 310 2942 1081 10658
Shannon-Weaver index 135 1.15 124 091 133 097 1.51 1.19 111 1.26 138 124 124 091 133 097 150

Mosquitoes species found naturally infected with YFV in previous studies and/or in this survey or demonstrated to be competent to transmit the
virus experimentally. ?Total of mosquitoes (adults and immatures) collected with all sampling methods and time. *Ab (%) = Relative abundance
calculated by dividing the number of mosquitoes of one species by the number of mosquitoes of all species x 100. *Other species of genus Sabethes.



Supplementary Table S3. Mosquito species found at ground and canopy levels during adult sampling 2 in Pancas (PA) and Venda Nova do Imi-
grante (VNa), Espirito Santo, from March to June 2017.

PA VNa
Species Level March April May June Subtotal March April May June Subtotal Total  pValuel
Wy. palmata/ galvaoi Canopy 45 114 83 121 363 34 17 49 9 109 472
407 367 774 0.1275
Ground 11 7 13 13 44 186 23 39 10 258 302
Wy. aff. davisi Canopy 14 50 31 63 158 61 24 42 15 142 300
) 171 319 490  0.0659
Ground 6 1 3 3 13 112 21 39 5 177 190
Wy. incaudata Canopy 16 13 18 15 62 102 55 62 219 281
89 285 374 0.0651
Ground 8 6 6 7 27 14 13 26 13 66 93
Hg. leucocelaenus Canopy 3 5 1 46 55 29 5 6 40 95
67 68 135  0.6698
Ground 5 7 12 5 14 9 28 40
On. personatum Canopy 4 11 15 4 34 2 2 36
89 15 104 0.2875
Ground 13 18 11 13 55 11 1 1 13 68
Wy. edwardsi Canopy 10 27 14 2 53 33 104 69 21 227 280
57 254 311  0.0080
Ground 2 2 4 3 22 2 27 31
Li. durhamii Canopy 1 1 0 1
333 5 338 0.0092
Ground 226 40 35 31 332 3 2 5 337
Wy. mystes Cano 1 2 3 3 5 8
v Py 109 55 164  0.0008
Ground 36 16 41 13 106 12 6 20 12 50 156
Wy. pillicauda Canopy 15 16 39 38 108 1 4 5 113
112 10 122 0.1470
Ground 1 1 1 1 4 2 5 9
Wy. incaudatafpillicauda Cano 129 129 129
Y s Py 0 129 129 03816
Ground 0 0
Wy. bourrouli/forcipenis Cano 3 4 7 0 7
s orciperie Py 91 4 9% 00433
Ground 45 13 14 12 84 1 3 4 88
Ae. scapularis Cano 0 0
P by 51 1 52 0.0325
Ground 32 8 11 51 1 1 52
Wy. bonnei/deanei Canopy 8 13 16 7 44 1 1 45
49 5 54  0.1601
Ground 4 1 5 4 4 9
Ps. ferox Canoj 0
f Py 46 1 47  0.0764
Ground 44 2 46 1 1 47




Wy. palmata Canopy 11 4 29 50 50
: 52 0 52  0.0847
Ground 2 2
Hyg. janthinomys/capricornii  Cano 4 4 11 19 9 3 2 14 33
&1 s Py 19 14 33 0.0045
Ground
Wy. muehlensi Cano
Y ’ Py 38 0 38 0.1709
Ground 31 38 38
Wyeomyia (Pho.) spp. Cano 10 3 16 1 1 1 19
yeomyia (Pho.) spp Py 25 29 54 02181
Ground 4 2 1 9 15 1 2 8 26 35
Ru. frontosa Cano 5 5 5
fr 124 5 30 35 N/A
Ground 3 2 5 11 2 6 6 25 30
Sh. fluviatilis Cano 0 0
f Py 0 34 34 N/A
Ground 26 3 2 3 34 34
Wy. confusa Cano 0 0
Y. conf 24 0 34 34 N/A
Ground 12 7 8 34 34
Ae. terrens Canopy 4 4 13 13
1 32 33 N/A
Ground 1 1 5 5 8 1 19 20
Sa. purpureus Cano 12 4 4 5 25 25
PP Py 0 29 29 N/A
Ground 1 1 2 4 4
Wy. lutzi Canopy 11 4 6 21 21
: 0 29 29 N/A
Ground 2 2 2 2 8
Ae. Serratus Group Canopy 0
21 0 21 N/A
Ground 19 2 21 0 21
Sa. chloropterus Canopy 4 7 6 1 18 0 18
21 0 21 N/A
Ground 3 0 3
Sa. albiprivus Canopy 2 1 3 3 3 9 15
7 13 20 N/A
Ground 1 1 2 1 4
Tr. castroi/similis Canopy 0
0 19 19 N/A
Ground 16 3 19 19
Ae. albopictus Cano 1 1 0 1
4 Py 18 0 18 NA
Ground 14 1 2 17 17
Li. pseudomethysticus Canopy 0 2 16 2 16 N/A
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Ground 10 14 14

Sa. petrocchiae Cano 1 3
P Py 10 3 13 N/A

Ground 10

Tr. pallidiventer Cano 0 0
P Py 0 11 11 N/A

Ground 10 11 11

Sa. forattinii Cano; 10 0 10
£ 24 10 0 10 N/A

Ground 0

Culex spp. Cano 0 0
PP Py 11 2 13 N/A

Ground 11 2 13

Culex (Cux.) spp. Cano 0 0
(Cux.) spp Py p , . N/A

Ground 6 1 7

Wyeomyia spp. Cano; 0 0
yeomyia spp Py 4 2 6 N/A

Ground 4 1 2 6

Ma. titillans Canopy 0 0
5 0 5 N/A

Ground 5 0 5

Ps. albipes Cano 0 0
4 24 5 0 5 N/A

Ground 0 5

Cx. neglectus Cano 0 1
8 24 1 1 2 N/A

Ground 1 1

Cx. nigripalpus Cano 1 1
gnpapis by 1 1 2 NA

Ground 1 0 1

Sa. identicus Canopy 1 1 1
1 1 2 N/A

Ground 1 0 1

Cx. declarator Canopy 0 0
1 0 1 N/A

Ground 0 1

Cx. imitator Canopy 0 1
1 0 1 N/A

Ground 0 0

Mansonia (Man.) sp. Cano 0 0
sonia (Man.) sp by 1 0 1 NA

Ground 0 1

Sa. batesi Canopy 1 0 1
1 0 1 N/A

Ground 0 0
Wy. sabethea Canopy 1 0 0 0 1 N/A
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Ground 1 0 1

Ae. aureolineatus Canopy 0 0
0 6 6 N/A

Ground 3 3 6 6

Li. flavisetosus Cano 0 0
ﬂ Py 0 5 5 N/A

Ground 2 3 5 5

Sa. aurescens Canopy 0 0
0 5 5 N/A

Ground 2 5 5

An. cruzii Canopy 3 1 4 4
0 4 4 N/A

Ground 0 0

Wy. dyari Cano 0 0
y- 4y Py 0 4 4 N/A

Ground 4 4 4

Ru. Cerqueirai C 0 0
queirai anopy 0 3 3 N/A

Ground 2 1 3 3

An. laneanus? Canopy 1 2 2
0 2 2 N/A

Ground 0 0

Anopheles (Ker.) spp. Cano 1 1 2 2
pneies ) spp PY 0 2 2 N/A

Ground 0 0

Ae. fulvithorax Cano 0 0
£ Py 0 1 1 N/A

Ground 1 1 1

Ru. humboldti Canopy 0 0
0 1 1 N/A

Ground 1 1 1

Trichoprosopon spp. Cano 0 0
prosopon spp Py 0 1 1 N/A

Ground 1 1 1

WYy. codiocampa Cano 1 1 1
¥ P Py 0 1 1 N/A

Ground 0 0

Wy. aff. limai Cano 1 1 1
- aff Py 0 1 1 N/A

Ground 0 0

Limatus spp. Cano 0 0
PP Py 0 1 1 N/A

Ground 1 1 1

Total 648 429 394 466 1937 810 397 437 212 1856 3,79

Ip-Value calculated using the Mann-Whitney U test with 5% significance (p < 0.05); N/A = not applicable.
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Supplementary Table S4. Mosquito species tested for natural infection by YFV in Cariacica (CA), Pancas (PA), Venda Nova do Imigrante (VNa and
VNb), and Santa Teresa (STa and STb) from February to June 2017.

Number of tested pools (Number of positive pools)

Adults Sam- Immature Total Total

Sampling/Local Adults Sampling 1 pling 2 Sampling Tested Positive
Species CA PA STa STb VNa VNb MIR! MLE? PA VNa CA  VNa Pools  Pools
Hg. leucocelaenus 23(4) 22(0) 16(1) 5@ 53 2@) 325 321 18(0) 17 (0) 108 11
Hg. janthinomys/capricornii 2(1) 21 20 50 1(0) 541 35.8 50) 7(0) 24 2
Sa. chloropterus 3(1) 200 625 43.6 7(0) 12 1
Sa. identicus 4(1) 2(00) 2() 385 264 10) 1(0) 10 1
Sa. soperi 33(2) 1(0) 123 121 1 (0) 35 2
Ae. aureolineatus 4(0) 31y 10 40 143 87 3(0) 15 1
Sh. fluviatilis 5 (0) 1(0) 9(0) 4(1) 59 54 19 1
Ae. fulvithorax 1(0) 0 0 1 0
Ae. scapularis 1(0) 16(0) 21(0) 40) 2(0) 0 0 6(0) 1(0) 51 0
Ae. Serratus Group 1(0) 4@ 70 10 10 1(0) 0 0 4(0) 19 0
Ae. taeniorhynchus 1(0) 0 0 1 0
Ae. terrens 1(0) 20 3(0) 40 10O 0 0 10) 8(0) 20 0
Ae. aegypti 1(0) 0 0 1 0
Ae. albopictus 200 100 30 12(0) 1(0) 0 0 7(0) 35 0
Ps. albipes 9 (0) 0 0 2(0) 11 0
Ps. albipes/albigenu/varipes 2(0) 0 0 2 0
Ps. ferox 1)y 110 11(0) 1(0) 2(0) 0 0 60) 1(0) 33 0
Ps. lanei 1(0) 1(0) 0 0 2 0
Sa. petrocchiae 400 10 0 0 4(0) 2(0) 11 0
Sa. aurescens 5(0) 1(0) 0 0 2(0) 0
Sa. fabricii 0 0 40  1(0) 5 0
Sa. undosus/fabricii 18 (0) 1(0) 1(0) 0 0 1 (0) 21 0
Sa. aff. ignotus 2(0) 0 0 2 0
Sa. whitmani 2(0) 2 0
Sa. albiprivus 2(0) 30 5(0) 0 0 40) 6(0) 20 0
Sa. batesi 1(0) 0 0 1(0) 2 0
Sa. forattinii 0 0 2 (0) 2 0
Sa. purpureus 2(0) 1) 1(0) 0 0 9(0) 13 0
Sa. intermedius 1(0) 1(0) 0 0 2 0



Sa. melanonymphe 20) 1 0 0 3 0
Sa. xhyphydes 10) 10 1) 0 0 3 0
Wy. shannoni 2(0) 0 0 2 0
Wy, lutzi 10) 10 30 10 40 20 0 0 12 0
Wy. bonnei/deanei 10) 3() 200 5(0) 0 0 11 0
Wy. aff. davisi 300 50 40 7(0) 42(0) 0 0 61 0
Wy. edwardsi 10) 3@ 40 6(0) 4(0) 0 0 18 0
Wy. incaudata 9(0) 40 4 3(00) 4 0 0 24 0
Wy. pillicauda 2000 3(0) 2(0) 0 0 7 0
Wy. incaudatalpilicauda 50) 1(0) 0 0 6 0
Wy. palmatal galvaoi 2000 6(0) 3( 5(0) 25(0) 0 0 41 0
Wy. confusa 10) 1(0) 9(0) 4(0) 0 0 15 0
Wy. bourrouli/forcipenis 50) 14@© 30 20 20 10 0 0 27 0
Wy. mystes 70) 50 30 10 50 0 0 21 0
Li. durhamii 2600) 32(0) 40 1(0) 3(0) 0 0 66 0
Li. pseudomethysticus 34 (0) 150) 10 4(0) 0 0 54 0
On. personatum 40 10 30 60 50 4(0) 0 0 23 0
Ru. frontosa 300 20 6(0) 8(0) 1(0) 0 0 20 0
Tr. castroifsimilis 23 (0) 3000 10 120 2(0) 0 0 41 0
Tr. pallidiventer 40) 10 5(0) 60) 5(0) 0 0 21 0
Total 241 (8) 164 (2) 139(2) 46(2) 124(3) 117 (2) 68 (0) 57(0) 6(0) 1(0) 963 19

Minimum infection rate = number of YFV-positive pools / number of adults tested for this species x 1,000; 2Maximum likelihood estimate per 1,000
mosquitoes=1-(1-Y /X) * (1 /m), where Y is the number of positive pools, X is the total number of pools, and m is the size of each tested pool.
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Supplementary Table S5. Number of YFV-positive mosquito pools correlated with the time elapsed
between the first YFV record and the date of adult sampling 1 in Cariacica (CA), Pancas (PA), Venda
Nova do Imigrante (VNa and VNDb), and Santa Teresa (STa and STb), Espirito Santo, 2017.

Local EW! EW of collec- Time elapsed between the 1+t YFV record Number of
of the tion in human or/and NHPs and the begin- positive
1t YEV record ning of mosquito collection date pools

VNa 3rd 6t 3 weeks 3
VNb 3rd 6™ and 7t 3 weeks 2

PA 2nd 8t and 9% 6 weeks 2

STa 3ud 8th 5 weeks 2

STb 3rd 8t 5 weeks 2

CA 7th 9th 2 weeks 8

1EW (Epidemiological week, corresponding to the week of the year).
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7 CONCLUSOES

Apos extenso levantamento entomologico de Culicidae, identificacdo taxondmica e
diagnostico molecular de YFV, concluimos que:

Ha uma grande diversidade de Culicidae no estado do Espirito Santo, com diferentes
composic¢des das comunidades de mosquitos entre os estratos verticais (copa e solo)

e entre 0s pontos de amostragem;

Espécies de vetores do YFV estdo distribuidas e abundantes em todas as &reas do

estudo em distintas altitudes, paisagens e condi¢des climaticas;

Apontamos Hg. leucocelaenus e Hg. janthinomys/capricornii como o0s principais
vetores do YFV durante o surto de 2017 no estado do Espirito Santo, devido a sua
maior distribuicdo, abundancia e taxas de infecgdo. A coocorréncia dessas duas
espécies foi certamente, o fator chave na promocéo da transmisséo de YFV (2017) no

ES e em outras partes da regido Sudeste;

Outros vetores podem ter papel secundario na transmissdo, como Sa. chloropterus,
Sa. soperi, Sa. identicus, Ae. aureolineatus e Sh. fluviatilis, pois também foram

encontrados naturalmente infectados;

A onda epizodtica do YFV ocorrida em 2017 no Espirito Santo, dispersou-se
rapidamente, alcancando em poucas semanas as florestas do estado. O apice da
circulagéo viral ocorreu entre os meses de janeiro e fevereiro de 2017, ndo tendo sido
encontradas amostras positivas para YFV em mosquitos coletados a partir do més de

margo de 2017 corroborando com os dados epidemioldgicos;

A epidemia recente de YFV em Santa Teresa apresentou semelhangas com aquelas
ocorridas na década de 1930, tais como, espécies de mosquitos mais encontradas,
periodo do ano em que ocorreram e do apice de registros de casos, bem como a

velocidade de passagem do virus pela regiao;

Os resultados do estudo enfatizam a importancia do monitoramento das comunidades
de mosquitos na Mata Atlantica e da manutencdo de altas coberturas vacinais em

areas receptivas a transmissao do YFV.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo apresentou limitagdes de recursos financeiros e de recursos humanos,
dada a urgéncia que o momento epidemioldgico da epidemia de YFV de 2017 exigia
e dada a escassez de profissionais da area de entomologia médica no estado do
Espirito Santo. Esforcos humanos voluntarios e recursos financeiros préprios foram
empregados para viabilizar em tempo, o levantamento entomoldgico. A formacéo de
novos profissionais capacitados em entomologia médica mostrou-se claramente
necessaria para ampliar a pesquisa cientifica nessa area e colaborar com as a¢fes

de vigilancia em saude.

O conhecimento da dindmica de transmissdo da febre amarela silvestre é premente
para subsidiar as acfes de vigilancia entomoldgica e de epizootias, assim como
direcionar procedimentos eficazes para cobertura vacinal para as populacdes
humanas que residem, principalmente, em areas consideradas de risco para essa
arbovirose. Adicionalmente, é recomendavel que as intervencdes sejam combinadas,
integrando o hospedeiro humano, artrépodes vetores e primatas ndo-humanos,
visando a manutencédo de estratégias sustentaveis no tempo e que possam reduzir a

morbidade e mortalidade da febre amarela silvestre no Brasil.
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ANEXO A - Licenca para coleta de material zoologico

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagédo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag&o e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zool6gico

Namero: 32449-1 | Data da Emisséo: 26/01/2012 18:17
Dados do titular
Nome: ALOISIO FALQUETO CPF: 421.231.607-25
Nome da Instituigao : UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO CNPJ: 32.479.123/0001-43

Observacgoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

A licenga permanente ndo é valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacgadas de extingdo; b) manutencéo de
2 espécimes de fauna silvestre em cativeiro; c) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e d) realizagéo de pesquisa em unidade de conservagédo federal
ou em caverna. A restrigdo prevista no item d n&o se aplica as categorias Reserva Particular do Patrimonio Natural, Area de Relevante Interesse Ecoldgico e Area de
Protecdo Ambiental constituidas por terras privadas.

3 O pesquisador titular da licenga permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedi¢do de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicéo, que constardo no comprovante de registro de expedicdo para eventual apresentacéo a fiscalizagéo;

Esta licenga permanente NAO exime o pesquisador titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do

4 | consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de
conservacéo estadual, distrital ou municipal.

Esta licenga permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para realizagao de atividades integrantes do processo de
licenciamento ambiental de empreendimentos.

6 Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrug&o Normativa Ibama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador fitular da licenga permanente sera responséavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 O drgéo gestor de unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenga permanente e das autorizagdes concedidas pelo ICMBio,
estabelecer outras condi¢des para a realizacdo de pesquisa nessas unidades de conservagéo.

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
9 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesse em condico in situ.

O titular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos o aniversario de
emissdo da licenga permanente.

O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacéo,

11 | omissao ou falsa descrigao de informagoes relevantes que subsidiaram a expedigéo do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagdo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

A licenga permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a institui¢do cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitagao.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na

13 | plataforma continental e na zona econdémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Taxons autorizados

# Nivel taxonémico Taxon(s)
1 | FAMILIA Culicidae, Psychodidae, Reduviidae, Simulidae, Ceratopogonidae
2

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino | Tipo Destino |
[1_| UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO [ |

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zoolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do
codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da péagina do
Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Licenca permanente para coleta de material zool6gico

Numero: 32449-1 Data da Emisséo: 26/01/2012 18:17
Dados do titular
Nome: ALOISIO FALQUETO ICF’F: 421.231.607-25
Nome da Instituiggo : UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO | CNPJ: 32.479.123/0001-43

Registro de coleta imprevista de material biOlégiCO
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material bioldégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em cole¢éo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢ées Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do
codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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