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RESUMO

LIMA MA. Circulacio de anticorpos contra o virus amarilico em populacio
simiana da regiio da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera, Sio Paulo.

[Dissertacio de Mestrado — Faculdade de Saude Piiblica — USP]. 2006

Introducao — A febre amarela (FA) ¢ uma doenga infecciosa de origem viral
transmitida por mosquitos. O virus da FA mantém-se em dois ciclos bésicos: um
ciclo urbano do tipo homem-mosquito € um ciclo silvestre onde o virus ¢ mantido
por meio da infec¢do de macacos e da transmissdo transovariana nos mosquitos.
Assim, € necessdria uma vigilancia ativa sobre as populagdes de primatas nao
humanos, a fim de detectar a circulagdo do virus amarilico, quando ainda esta restrito
a uma epizootia, bem como determinar, pela presenga de anticorpos, uma possivel
circulagdo de virus em regides consideradas indenes ou de transi¢do para a doenga.
Objetivo — padronizar o teste imunoenzimético ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) para verificar a prevaléncia de anticorpos da classe 1gG para
o virus da FA em soros de bugios (Alouatta caraya) que habitam a regido do
reservatério da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera, SP. Resultados ~ O teste
ELISA foi padronizado utilizando-se conjugado comercial anti-macacos e foi
utilizado para testar amostras de 570 macacos. Nenhuma amostra testada foi reativa
para a presenga de anticorpos contra o virus da FA. Conclusées - Os resultados sdo
coerentes com a epidemiologia da FA na regido. Mesmo sendo considerada 4rea de

transi¢do ndo se conhece, até 0 momento, ocorréncia de epizootia ou surto de FA na



populacdo humana da 4rea e investigagcdes entomolégicas ndo tem apontado a
presencga de vetores de FA. O teste mostrou-se sensivel, rapido e ttil para a vigilancia
epidemioldgica da doenca. Além da observagdo da circulagdo viral nos macacos €
necessdria a vigilancia entomolégica de vetores da doenga para a tomada de medidas

de preven¢do, como vacinagdo.

Descritores: Febre amarela; Arbovirus; ELISA; Macacos; Reservatérios; Vigilancia

epidemioldgica.



ABSTRACT

LIMA MA. Circulation of yellow fever virus antibodies in a simian population
in the Porto Primavera Hydroelectric Plant region, in Sao Paulo. [Master’s

Degree Dissertation — College of Public Health — USP]. 2006

Introduction — Yellow fever (YF) is an infectious viral disease transmitted by
mosquitoes. The YF virus maintains itself in two basic cycles: an urban, man-
mosquito-type cycle and a wild cycle, in which the virus is maintained through the
infection of monkeys and transovarian transmission in mosquitoes. Thus, active
surveillance of non-human primate populations is required to detect yellow fever
virus circulation while it is still epizootic and to determine, through the presence of
antibodies, possible virus circulation in regions that are considered either exempt of
or transitional for the disease. Objective — standardize the ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) to check the prevalence of IgG-class antibodies against the
YF virus in the sera of monkeys (Alouatta caraya) that inhabit the Porto Primavera
Hydroelectric Plant reservoir region, in Sdo Paulo. Results — The ELISA test was
standardized using a commercial anti-monkey conjugate to test samples collected
from 570 monkeys. None of the tested samples were reactive to the presence of YF
virus antibodies. Conclusions — The results are coherent with the YF epidemiology
in the region. Even though it is considered a transition area, thus far no YF epizootic

occurrence or outbreak among the human population has been reported in the area



and entomological investigations have not pointed to the presence of YF vectors
there. The test revealed to be very sensitive, fast, and useful for the disease’s
epidemiological surveillance. Besides the viral circulation in the reservoirs, it is
necessary an entomological surveillance on the vectors to take measures of

prevention, as vaccination.

Key words: Yellow fever; Arbovirus; ELISA; Monkeys; Reservoirs;

Epidemiological surveillance.
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ANEXOS
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febre amarela no Brasil, 2003.
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Anexo 11 — Reagentes utilizados na reacdo de ELISA



Anexo 12 — Materiais utilizados na reacido de ELISA

Anexo 13 - Resultados da sorologia de macacos



1 INTRODUCAO

A febre amarela € uma doenca infecciosa ndo contagiosa, de origem viral, que
se mantém endémica ou enzodtica nas florestas tropicais da América do Sul e da
Africa causando periodicamente surtos isolados ou epidemias de grande impacto em
Satide Piblica. E transmitida ao homem por picada de insetos hematéfagos da
familia Culicidae, pelos géneros Aedes e Haemagogus (MONATH, 2001; TESH,
2001).

O virus da febre amarela faz parte grupo dos arbovirus (do inglés arthropod
borne virus) e pertence ao género Flavivirus (Flaviviridae) (WESTAWAY, 1985).

Este género € o mesmo de outros virus responsdveis por causar doencas no
homem, entre os quais os virus do Nilo Ocidental, Dengue, Rocio e da Encefalite de
Sao Luis (VASCONCELOS, 2003).

Nio se sabe se a Febre Amarela j4 existia no Novo Mundo antes das viagens
de Cristévao Colombo. Algumas evidéncias levam a crer que tenha sido introduzida
na América Tropical através dos navios que faziam trafico de escravos. Presume-se
que a epidemia febril que atacou os conquistadores espanhéis na Peninsula de
Yucatan, em 1648, tenha sido febre amarela (FUNASA, 1999).

As tripulagbes dos barcos que navegavam pelas rotas transatlanticas e
costeiras em 4guas equatoriais constituiam uma fonte permanente de vitimas com o
vetor se adaptando a vida de bordo, utilizando os recipientes de dgua doce como
local de proliferagdo. Dessa maneira, a febre amarela se transformou na "praga dos
mares"”, fazendo vitimas em praticamente todos os portos que recebiam essas

embarcagdes (FUNASA, 1999).



Durante os séculos XVIII e XIX, “a febre amarela foi o maior flagelo das
regides tropicais, fazendo inimeras incursGes pelas zonas temperadas dos
hemisférios boreal e austral, de tal modo que ndo h4 regido no continente americano
que ndo tenha sido invadida, desde o sul, da Argentina ao Chile, até o norte, no
Canada ” (SOPER, 1942).

Por muitos anos acreditou-se que a febre amarela era transmitida através de
miasmas, do desenvolvimento espontineo da doenga nos navios negreiros e outras
teorias. A descoberta de que um mosquito estava associado a transmissdo da doenga
ocorreu quando experiéncias realizadas com voluntérios pelo médico cubano Carlos
Juan Finlay, verificaram a inter-relagio homem-vetor, trazendo a luz ao
conhecimento da comunidade cientifica internacional em Washington, EUA
(MENDEZ, 1983).

A doenga apresenta-se sob duas formas epidemioldgicas distintas: a Febre
Amarela Urbana ¢ Febre Amarela Silvestre, semelhante do ponto de vista
etiolégico, fisiopatoldgico, imunolégico e clinico. As diferengas estdo relacionadas
ao vetor envolvido no ciclo de transmissdo, tipo de hospedeiro vertebrado e do local
de ocorréncia (MONATH, 1988, 2001).

No ciclo urbano da febre amarela a transmissao do virus € feita diretamente
ao homem pelo vetor Aedes aegypti. O préprio homem infectado e em fase virémica
atua como amplificador e disseminador do virus na populagdo. Uma vez introduzido
o virus no ambiente urbano, a pessoa infectada desenvolverd viremia, podendo
expressar a doengca e servir de fonte de infec¢gdo a novos mosquitos

(VASCONCELOS, 2000).



Assim o ciclo se perpetua, até que se esgotem os suscetiveis ou se realize
vacinagdao da populagdo. No Brasil, este ciclo ndo ocorre desde 1942

(VASCONCELOS, 2000).

Figura 1 — Ciclo da Febre Amarela.

Fonte: adaptado da BENCHIMOL 2001 p. 149.

O ciclo silvestre da doenga € complexo. Foi reconhecido desde a década de
1930, porém pouco compreendido e varia de acordo com a regidao em que ocorre
(VASCONCELOS, 2000, 2003).

Na Africa, os mosquitos responsaveis pela transmissio desse ciclo sdo do
geénero Aedes e na América do Sul, algumas espécies de Haemagogus e Sabethes. Os
mosquitos sdo transmissores do virus e, uma vez infectados, permanecem assim

durante sua longevidade (VASCONCELOS, 2000, 2003).



Os casos de febre amarela silvestre em humanos ocorrem de forma acidental,
quando uma pessoa ndo vacinada entra em regides onde ha circulagdo do agente
(VASCONCELOS, 2000, 2003).

Os macacos sdao hospedeiros amplificadores do virus entre as populagdes de
mosquitos € podem desenvolver uma viremia de duragdo entre dois a seis dias
(BUGHER, 1951). Tanto os macacos quanto o homem ao se infectarem podem
morrer ou se curar, adquirindo imunidade (SOPER, 1936; TAYLOR, 1951; WHO,
1985).

A vacina de febre amarela vem sendo utilizada no Brasil desde 1937, no
entanto, ocorrem registros de casos esporddicos em popula¢des rurais nao imunes,
em decorréncia do ciclo silvestre de transmissdo da doenga (FE et al., 2003).

Torna-se preocupante a possibilidade da reemergéncia do ciclo urbano da
doenca, uma vez que as condi¢Oes climdticas sdo propicias a proliferagdo do
mosquito Ae. Aegypti, acrescida da falta de medidas de combate a esse vetor em
algumas regides, a dificuldade operacional para desenvolver a¢gdes de vigilancia e ao
custo crescente dessas medidas (FUNASA, 2004).

Observa-se um crescimento demografico nas zonas enzodticas, regides com
baixa cobertura vacinal, além da reintroducdo e dispersdao do Ae. aegypti na quase
totalidade dos paises nos quais havia sido erradicado, inclusive em regides de
altitudes elevadas e zonas rurais da Colombia, onde antes nunca havia sido

encontrado (FUNASA, 2004).

No Brasil, as dreas de risco para febre amarela silvestre incluem as regides

Norte, Centro-Oeste, o estado do Maranhdo e mais a parte ocidental dos estados da



Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul

(VASCONCELOS, 2002).

Nessas areas, a doenga ocorre principalmente entre lenhadores, seringueiros,
vaqueiros, garimpeiros, cagadores, ribeirinhos dos rios amazonicos € em praticantes
do turismo ecolégico (MONATH, 1987, 1988), com maior freqiiéncia em pessoas do
sexo masculino com idade entre 14 e 35 anos, devido a maior exposi¢do

(VASCONCELOS, 2000, 2001).

A maior ocorréncia da doenga € observada no periodo de chuvas, entre os
meses de janeiro a abril, quando a densidade vetorial € elevada, coincidindo com a

época de maior atividade agricola (VASCONCELOS, 1997, 2000, 2001).

1. 2 Os Macacos e a ocorréncia de Epizootias

O género alouatta (Lacépede, 1799) € um dos cinco géneros que compdem a
Familia Atelidae (RYLANDS et al., 2000). Entre os primatas neotropicais, € o
gé€nero mais amplamente distribuido. S&o encontrados desde o México até a
Argentina (NEVILLE et al., 1988).

Esse género € representado por nove espécies (RYLANDS et al., 2000).

No Brasil, sdo encontradas apenas quatro espécies: Alouatta seniculus,
Alouatta belzebul, Alouatta caraya e Alouatta guariba (HIRSCH et al., 1991) sua

ocorréncia € registrada em regides da Floresta Amazdnica, Mata Atlantica, Cerrado,



Caatinga e Mata de Araucéria (SANTAMARIA—G()MEZ, 1999; BONVICINO,
1989, GUEDES et al., 2000; AURICCHIO, 1995).

Os alouatta sio animais grandes, podem pesar de 6 a 10 kg, possuem cauda
longa e preénsil (AURICCHIO, 1995). Possuem habito arbdreo, sua alimentagio é
composta de folhas, brotos e frutos, apresentam locomogéo lenta, vivem em grupos
sociais com um macho lider e vérias fémeas, vivem em grupos, com um nimero
médio de trés a sete individuos, mas que pode variar dependendo da espécie ou da
qualidade do ambiente (KINZEY, 1997; PINTO et al., 1993).

Os machos vocalizam para determinar a localiza¢io do grupo e para defender
seu territério (NEVILLE et al., 1988).

Na Africa e nas Américas, os primatas ndo humanos sdo os principais
hospedeiros do virus amarilico (na forma silvestre). As espécies mais freqlientemente
implicadas na transmissdo deste virus pertencem aos gé€neros Cebus, Alouatta e
Callithrix (DAVIS & SHANNON, 1929; DAVIS, 1930; BENSABATH et al., 1966;
LAEMMERT & KUMM, 1950, ANDERSON & DOWNS, 1955; LAEMMERT &
FERREIRA, 1945; LAEMMERT et al., 1946).

Enquanto que na Africa os simios apresentam uma maior resisténcia 2
infeccao pelo virus da febre amarela, raramente sucumbindo a doenga, nas Américas
0s macacos mostram-se mais sensiveis e, quando ocorre infecg¢do, esta € de alta
letalidade para as espécies de primatas neotropicais (WOLFE et al., 2001).

Como excegdo tem-se a espécie Cebus apella (macaco-prego) que € mais
resistente ao virus. Estes ao se infectarem nio morrem e desenvolvem anticorpos.
Essa espécie pode estar relacionada a manuten¢do do ciclo silvestre da doenga neste

continente (WOLFE et al., 2001).



A sensibilidade ao virus da febre amarela, apresentada pelos macacos nas
Américas, vem servindo como um importante indicador para surtos enzodticos da
doenca em ambientes de mata (WOLFE et al., 2001).

Nos casos de febre amarela silvestre em humanos ocorridos no Brasil nos
ultimos anos, freqiientemente houve ocorréncia de epizootia nos animais, anteriores a
ocorréncia dos casos humanos. As epizootias constituem um evento sentinela, para
possivel circulagio do virus da febre amarela silvestre entre a populagdo de macacos.

No Brasil, epizootias vém sendo registradas desde o ano de 2001,
inicialmente no estado do Rio Grande do Sul.

Durante os anos de 2003 e 2004, outras epizootias ocorreram no pais em
varios estados, e em regidoes fora de dreas delimitadas como endé€micas, como se
pode observar nos anexos 1,2 e 3.

O ndmero de casos de febre amarela silvestre na populagio humana, a
ocorréncia de epizootias nos macacos e a circulagcdo do virus em regides em que
anteriormente nio tinha sido registrada, motivou o Ministério da Satide a fazer uma
nova delimitacdo das dreas de ocorréncia de febre amarela no Brasil, que passou de
trés dreas para 4 4reas epidemiolégicas, inserindo uma Area de Risco Potencial para

febre amarela, como demonstrado no anexo 4.



1.3 JUSTIFICATIVA

A construcio da Usina Hidroelétrica Engenheiro Sérgio Motta e o
represamento do Rio Parand deram origem ao Reservatdrio de Porto Primavera, uma
das maiores represas brasileiras em volume armazenado e em érea (kmz), atingindo
os estados de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul.

O Reservatério de Porto Primavera € localizado préximo ao municipio de
Presidente Epit4cio, municipio paulista da regido Sudeste, que faz divisa com areas
endémicas de febre amarela silvestre dos estados das regides Centro-Oeste.

Devido as intensas comunicagOes rodovidrias, ferrovidrias e aéreas entre
essas regides a circulagdo da populagdo humana € intensa. Trata-se, na sua maioria,
de pescadores, caminhoneiros e trabalhadores rurais que se deslocam vérias vezes
durante o ano para essas regides a procura de trabalho.

Muitos desses trabalhadores mant€ém contato com dreas florestais desses
locais, onde também se registra a presenca de animais silvestres, principalmente de
macacos da espécie Alouatta caraya. Ao entrar nas matas o homem pode ser picado
por mosquitos, pode infectar-se, fazendo com que na sua volta possa estar doente e
disseminar a doenga entre a comunidade.

O impacto ambiental provocado pelo desmatamento dessa grande d&rea
préxima ao municipio de Presidente Epitécio, levanta a preocupacdo do alto risco da
doenga entre a populacdo humana que reside proxima a essas regides impactadas ou
que mantenham contato com as dreas de mata.

Durante estudos ecolégicos sobre culicideos no municipio de Bataguassu-MS

foram encontradas larvas e adultos de Aedes albopictus, pela primeira vez em &rea



enzodtica do virus da febre amarela no Brasil. Este acontecimento pode sugerir risco
potencial para transferéncia desse virus para drea urbana infestada com Ae. aegypti
(GOMES et al., 1999).

O Ae. albopictus pode ser um vetor para febre amarela, pois se adapta
facilmente aos ambientes modificados. Presume-se que o mosquito possa vir a servir
de ponte entre os ciclos silvestre e urbano da doenga, j4 que o mesmo demonstrou
capacidade de transmitir dengue, febre amarela e virus da encefalite eqiiina
venezuelana sob condic¢des laboratoriais (MILLER et al., 1988).

Um outro aspecto diz respeito a emergéncia da doenca nos estados da Bahia,
Minas Gerais ¢ Sdo Paulo, e ainda as epizootias no Rio Grande do Sul, nas quais
existem muitos aspectos desconhecidos, relacionados a dindmica da circulagdo do
virus em ambientes com alteragdes relacionadas a interferéncia antrépica.

Esses recentes acontecimentos demonstram a importdncia de uma vigilancia
ativa sobre as populacdes de primatas nio humanos. E necessdrio detectar a
circulacdo do virus amarilico durante o periodo que ele ainda esta restrito a uma
epizootia, bem como determinar, pela presenca de anticorpos, uma possivel
circulagdo de virus, que pode reaparecer em outras localidades brasileiras exigindo,

assim, desenvolvimento de pesquisas para fortalecer as medidas preventivas, controle

da doenca e principalmente intensificagdo vacinal.



10

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Verificar a ocorréncia de anticorpos contra o virus amarilico em populacio simiana

na regido da Represa de Porto Primavera, Estado de Sdao Paulo, Brasil.

2.2 Objetivo Especifico:

Verificar a prevaléncia de anticorpos para o virus da febre amarela em amostras de
soros de macacos capturados em regides distribuidas préximas as inundadas para

formagao do lago da Hidrelétrica de Porto Primavera.

Padronizar Teste Imunoenzimético (ELISA) para deteccdo de anticorpos da classe

IgG em soros de macacos da espécie Alouatta caraya.



11

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de Estudo

A drea de estudo situa-se a margem esquerda do lago formado pelo
represamento do Rio Parand, na regido do Reservatério da Usina Hidrelétrica (UHE)
Engenheira Sergio Mota, conhecida popularmente como UHE de Porto Primavera,
localizada no Municipio de Presidente Epiticio, Regido Oeste do Estado de Sao
Paulo (52°06'12"W/21°45'34"S) (MUCCI, 1999).

A édrea faz limite ao Norte pelo Rio do Peixe, ao Sul pelo Cérrego do Veado,
ao Leste pelo Cérrego Agua Sumida e ao Oeste pelo Rio Parana. O reservatério estd
distante aproximadamente 100 km da barragem, que se localiza no Municipio de
Porto Primavera (Figura 2) (MUCCI, 1999).

A vegetacdo da regido anterior ao enchimento caracterizava-se como
fragmento de Floresta Estacional Semidecidual (Fundacdo IBGE, 1998) e apresenta
clima do tipo Aw-Tropical de inverno seco, segundo o sistema de classificagdo de
Koeppen, atingindo temperaturas médias entre 19° e 26°C, nos meses frio e quente,
respectivamente. A precipitagdo média anual oscila entre 1000 e 1400 mm, com a
média do més mais seco ndo excedendo os 30 mm de chuva. (ALENCAR et al,
1976).

A drea de interesse compreende as varzeas da margem esquerda do
reservatorio que, no passado, corresponderam a planicie de inundagdo do Rio Paran4

e apresentavam, em periodos anteriores ao represamento de agua, extensas matas

BIBLIOTECA Cilt 'é
$ACULDADE DE SAUD PUBLICA
GSNERNOADE pE SAOPALLO
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ciliares com uma grande diversidade de fauna, destacando-se as populacdes de
mMacacos.

As populacdes humanas estabeleceram-se nos ambientes terrestres mais altos
e adjacentes, fora da zona de influéncia fluvial direta. Estes ambientes compunham
uma area de preservagdo que, em época anterior ao enchimento, era denominada
Reserva Bioldgica da Lagoa Sdo Paulo (52°05'W/21°47'S). Iniciava-se ao Sul nas
proximidades da cidade de Presidente Epiticio e ao Norte, expandindo-se além da
desembocadura do Rio do Peixe, cuja via de acesso € a estrada asfaltada que liga a
sede do Municipio ao Distrito Rural do Campinal (NATAL, 2001).

As inundagOes do reservatério, ocorridas em dois periodos: Janeiro de 1999 e
Marco de 2001, ndo atingiram diretamente esta drea, entretanto, alguns pontos do
Bairro do Campinal distam apenas alguns metros das novas margens que se
formaram ap6s o ultimo enchimento (DUARTE, 2003).

O Reassentamento Lagoa Sado Paulo, vizinho do Bairro do Campinal, foi
construido em 1980 sendo formado por 5 agrovilas, inicialmente com 516 familias
que habitavam as dreas de vérzea da antiga Reserva Bioldgica da Lagoa Sao Paulo e
Ilhas do Rio Parand, areas que atualmente se encontram submersas (DUARTE,
2003).

Entretanto, com o atraso na constru¢@o da represa e a conseqiiente inundacao,
indmeros posseiros e grupos de “sem-terra” invadiram, ao longo do tempo, as dreas
desocupadas, e em fun¢do desta situagdo, a populagdo da drea, no momento, €
bastante heterogénea no que se refere & procedéncia dos individuos e tempo de

permanéncia dos mesmos na area (DUARTE, 2003).
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Figura 1 — Localizagdo da UHE Porto Primavera e da area de estudo (retingulo), em
relagdo ao Estado de Sdo Paulo, sobre croqui cedido pela Companhia Energética de
Sao Paulo (CESP).

Fonte: PAULA, 2001.
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Os macacos desse estudo foram capturados pela equipe técnica da Divis@o de
Resgate de Fauna da CESP (Companhia Energética de Sdo Paulo), composta por
veterindrios, bidlogos e técnicos de Meio Ambiente, com autorizagdo do Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente IBAMA), cuja cépia estd no anexo 5.

As 4reas envolvidas nesta atividade corresponderam as regides alagadas das

margens do Rio Paran4, adjacentes aos estados de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul.

3. 2 Periodo do Estudo

Os trabalhos de resgate dos animais ocorreram em dois periodos: Maio de
2000 e entre Marco e Maio de 2001. Foram resgatados aproximadamente 2000
macacos, além de inimeros exemplares de mamiferos, aves, répteis e anfibios.

A grande maioria dos animais foi realocada em grandes fazendas e dreas de
preservacao no Estado do Mato Grosso do Sul.

Foram obtidas 570 amostras de material bioldgico de bugios (Alouatta
caraya), sendo alguns espécimes capturados nas matas ciliares que existiam ao longo
do Rio Parand e Rio do Peixe, no territorio paulista, € outras em dreas préximas ao
Bairro do Campinal e do Reassentamento Lagoa Sdo Paulo. As amostras haviam

sido testadas para maléria em trabalho anterior (DUARTE, 2003).
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3.3 Coleta de sangue de Macacos

As amostras de sangue dos macacos foram coletadas, pela veia femural, em
tubos tipo "Vacutainer" com anticoagulante (EDTA), em macacos previamente
anestesiados com Ketamina, de acordo com a recomendagdo ética do Canadian
Council On Animal Care (1980/1984).

As amostras de sangue foram separadas no Laboratério da Divisdo de Meio
Ambiente da CESP, em Presidente Epitdcio, e conservadas em freezer - 20°C. O
material biolégico obtido foi transportado em gelo seco até o Laboratério de Doengas
Tropicais da Faculdade de Sadde Piblica da Universidade de Sdo Paulo, onde as
amostras foram processadas.

Todos os procedimentos foram realizados por veterindrios das equipes de
resgate da CESP, empresa responsdvel pelo captura e relocagdo dos animais

resgatados.
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Figura 3 — Composi¢ao de Imagens LANDSAT TM345 de 09/03/97.

Area de Estudo: Municipio de Presidente Epiticio: Campinal e Reassentamento Lagoa Sdo
Paulo (RLSP).

Pontos Vermelhos: locais de captura dos bugios (Alouatta caraya).
Fonte: MUCCI, 1999.
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3. 4 Teste Imunoenzimatico - ELISA

O teste imunoenzimdtico, ELISA, € uma técnica sorolégica que utiliza
antigenos ou anticorpos adsorvidos a uma fase sélida insoldvel. A proteina adsorvida
€ usada para "capturar” o anticorpo que se pretende identificar na solugdo teste.

O complexo antigeno-anticorpo € detectado por um conjugado, um antigeno
ou anticorpo ligado a uma enzima, que tem preservadas as suas atividades
imunoldgica e enzimdtica.

Essa técnica foi desenvolvida por ENGVALL & PERLMANN no inicio da
década de 70 (ENGVALL et al, 1971; ENGVALL & PERLMANN 1972;
ENGVALL & PERLMANN; 1971). Esses autores, além de AVRAMEAS &
GUILBERT (1971), empregaram a técnica para quantificar proteinas séricas, em
especial IgG, observando que sua sensibilidade era préxima a do teste de
radioimunoensaio, podendo ser aumentada de acordo com a pureza do antigeno
empregado no teste.

A técnica foi empregada pela primeira vez em estudo de arbovirus por
DITTMAR et al (1979) na pesquisa de anticorpos para o virus da dengue e por
FRANZIER & SHOPE (1979) na identificacdo de anticorpos para virus do género
Alphavirus. Ambos os estudos foram publicados nos EUA, em 1979.

No Brasil, o uso do teste imunoenzimatico em estudos de arbovirus foi
introduzido em 1984 por IVERSSON et al para diagndstico de infec¢cdes humanas
pelo virus Rocio (IVERSSON, 1985; IVERSSON, 1987) e, posteriormente, para
diagndstico de Febre Amarela e Dengue (COIMBRA et al. 1987; IVERSSON et al.

1986).
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Entre os métodos laboratoriais para pesquisa de anticorpos € antigenos virais
em popula¢do humana, reservatérios e artrépodes vetores. O Teste Imunoenzimatico,
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbente Assay), tem se destacado como um
método rapido e sensivel, o desempenho do teste € comparado ao de técnicas
tradicionalmente empregadas para pesquisa de arbovirus como os testes de
Neutralizagdo (N), Inibicdo de Hemaglutinacdo (IH), Imunofluorescéncia (IF) e
Fixagdo de Complemento (FC) (ROMANO, 1990).

Atualmente, a técnica mais utilizada na vigilancia epidemiolégica de Dengue
e Febre Amarela tem sido o Mac ELISA, que € um ensaio de captura de anticorpos
da classe IgM no soro a ser pesquisado, através de uma anti-IgM humana ligada a
placa do teste. ApGs as diversas etapas do ensaio, a presenga do anticorpo €
demonstrada pela mudanca de cor no substrato ao sofrer ag¢do enzimética do
conjugado.

Os diagndsticos de infecgdes recentes pelos virus Dengue, Febre Amarela e
Rocio sdo realizados segundo o método descrito por KUNO et al (1987)
(TRAVASSOS DA ROSA et al, 1995). A técnica também tem sido usada em
inquéritos soroldgicos para flavivirus uma vez que € considerada rdpida simples e
confidvel para diagndstico sorolégico de infecgbes primdrias e secunddrias para

aqueles agentes (FIGUEIREDO e SHOPE, 1987).



19

3.5 Preparo dos Reagentes

3.5.1 Fluido Ascitico Imune de Febre Amarela.
O Fluido ascitico imune utilizado, foi preparado no Laboratério de Virologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, no campus de Ribeirdo

Preto, segundo o protocolo de BRANDT et al (1967).

3.5.2 Antigeno de Febre Amarela.

O virus amarilico foi inoculado pela via intracerebral em camundongos
recém-nascidos. Os animais foram observados por 2 semanas quanto ao
desenvolvimento de encefalite. Os animais inoculados adoecem entre o0 4° e o 6° dia
apds a inoculacao, desenvolvendo sinais de encefalite.

Os animais moribundos eram sacrificados e congelados em freezer a -70° C.
Posteriormente, os cérebros dos animais eram coletados por aspiracdo. Apds
descongelamento, os mesmos foram misturados e triturados em gral e pistilo e
diluidos 1/20 (p/v) em meio de cultivo celular RPMI, sendo armazenados a -70° C
como sementes virais.

Para determinacdo dos titulos do virus (LDsp) contidos nas sementes virais
estas ficaram diluidas em meio de cultivo celular RPMI de forma decimal a 10 ™ 10
- s 10°® s 107 R 10% e 10°. Sementes virais de cada virus e em cada uma destas
dilui¢gdes foram inoculadas em ninhadas de 6 camundongos recém-nascido (2 dias).
Ap6s 2 semanas da inoculagdo os animais mortos eram registrados e os titulos virais

(LDsp) determinados pelo método de Reed-Muench (REED-MUENCH, 1983).
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O antigeno também foi preparado no Laboratério de Virologia da Faculdade

de Medicina da Universidade de Sao Paulo, no campus de Ribeirdo Preto.

3.6 Padronizacao do Teste Imunoenzimatico.

3. 6.1 Padronizacoes da Reaciao de ELISA com soros humanos.

Inicialmente, foram realizadas testes de padronizagdo utilizando o protocolo
do Centro de Controle de Doengas (CDC) de Atlanta, EUA, com algumas
modificagdes, para testar soros humanos. Optou-se por este trabalho inicial porque
foram observadas dificuldades para obten¢do do soro controle positivo de macaco e,
uma vez obtido este material, a aliquota ndo era suficiente para padronizar todos os
reagentes utilizados no ensaio.

Os soros humanos utilizados no teste de padronizacido referiam-se a 8
amostras de soros positivos (vacinados nos dltimos dez anos) e 4 amostras de soros
negativos para febre amarela. Os soros foram coletados de funcionérios e alunos do
Laboratério de Doencgas Tropicais da Faculdade de Satde Publica — USP, os quais
referiram ndo ter contraido dengue ou outra arbovirose.

O objetivo dos testes iniciais era conhecer as melhores diluigdes dos
reagentes que poderiam ser utilizadas na triagem das amostras dos macacos.

Embora a densidade 6tica verificada com diferentes titulagdes de fluido
ascitico, soro e antigeno tivessem valores muito préximos, optou-se por utilizar as

concentracgdes de 1:200 para o primeiro, 1:40 para os soros e 1: 320 para o antigeno.
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Apés a determinagdo das concentragdes consideradas ideais para o teste, foi
testada uma amostra de soro humano positivo € uma de soro negativo. Os resultados
destes testes estdao expressos nas Tabelas 6, 7, 8, 9 em anexo.

As leituras das densidades Oticas do teste mostram a diferenga entre os oito
soros positivos testados e os 4 soros negativos, indicando que as concentragdes
escolhidas eram adequadas. Os resultados desta reacdo estdo expressos na Tabela 11,

€m ancxo.

3.6.2 Padronizacio da Reacio de ELISA com soros de Macacos.

Tomando por base a reagdo de ELISA padronizada com soros humanos,
foram testados 19 soros de macacos para determinacdo de controle negativo.

As amostras utilizadas como controles negativo foram coletados de animais
do Niucleo de Procriagdo de Macaco-Prego (Cebus apella) da Faculdade de
Odontologia da UNESP, campos de Aragatuba (SP).

Esses animais vivem soltos em uma reserva florestal localizada dentro do
Campus da Universidade. Apds serem testados, os soros obtidos desses animais
foram utilizados como controles negativos na padronizacdo da reacao.

O soro controle positivo utilizado neste trabalho foi fornecido pelo
Laboratério de Flavivirus da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Para a padronizacdo dos testes foram realizadas titulacdes em bloco para
conhecer a melhor concentragdo do fluido ascitico, do antigeno e dos soros que

seriam usados como controles negativos.
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Inicialmente, foi feita a titulagdo em bloco do fluido ascitico usando dilui¢Ses
crescentes partindo de 1:200, 1:400, 1:800 até 1:1600. Apds a titulacdo do fluido
ascitico, foi realizada a titulagdo em bloco dos soros e do antigeno comegando por
uma diluicdo crescente partindo de 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 até 1:640.

Depois das titulagoes do fluido ascitico, antigeno e soros, foram realizados
testes para se conhecer a melhor diluicdo do conjugado utilizado neste trabalho:

conjugado anti-IgG de macaco Rhesus com peroxidase (Sigma- A-2054).

3.6.3 Técnica final, utilizada ap6s as padronizacoes:

A descricao dos reagentes e materiais utilizados € apresentada no 12.

1 - Fase de Sensibilizacdo: Microplacas de Poliestireno Maxisorp/NUNC com 96
cavidades foram previamente sensibilizadas com 100ul de solucdo para

sensibilizagdo, por cavidade. As placas foram incubadas a 4° C durante a noite.

2 — Fase Bloqueio: Terminado o periodo de sensibilizacdo, as placas foram lavadas
por cinco vezes. Em seguida foi realizado o bloqueio utilizando leite desnatado,
dissolvido em PBS. Foram pipetados 250 pl da solugdo de bloqueio, em cada
cavidade. Foi realizada uma nova incubag@o por 1 hora em estufa a 37° C. Nesta fase

da rea¢do ndo ocorreu o ciclo de lavagens.

3 - Antigeno: O antigeno foi diluido na solugdo de bloqueio, foram dispensados
100ul por cavidade. A placa foi novamente submetida a uma incubacio por 1 hora
em estufa a 37° C. Terminado esse periodo, as placas foram lavadas com solugado de

lavagem PBS.
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4 - Diluicao dos Soros: Os soros foram diluidos em 1:40 em solugdo de diluigdo e
foram pipetados 100u] por cavidade. As placas foram novamente submetidas a uma
incubagdo por 1 hora em estufa a 37° C. Terminado esse periodo, as placas sofreram
um novo ciclo de 5 lavagens.
5 - Conjugado: O conjugado de macaco Rhesus (Sigma A-2054) com peroxidase foi
diluido na propor¢do de 1:300, em solugdo de leite desnatado (Molico, Nestlé a
2,5%) e colocados 100pl por cavidade. As placas foram novamente submetidas a
uma incubacgio por 1 hora em estufa a 37° C. Apés essa incubagdo, as placas foram
novamente submetidas ao ciclo de 5 lavagens.
6 — Substratos ABTS (Peroxidase substrate e Peroxidase (H202) foram utilizados),
100ul do substrato por cavidade. As placas foram deixadas a temperatura ambiente e
colocadas em recipiente sem presenga de luz, para desenvolvimento de cor. Passado
15 minutos, foi realizada a leitura no aparelho Labsystems Multiskan (Finlandia) em

comprimento de onda de 405 nm.

3.6.4 Estabelecimento do ponto de corte (cut-off).

Apés a padronizagdo dos testes foram calculados os limiares de reatividade
utilizando 19 amostras de soros de macacos confinados provenientes do zooldgico de
Aracatuba. Para uma maior especificidade dos resultados das reagdes de ELISA, o
limiar de reatividade foi determinado acrescentando as médias aritméticas das
absorbancias dos soros negativos, 3 desvios-padrio, obtendo-se assim os resultados

dos céalculos com os soros de macacos.
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Cut-off = Média das absorbancias das amostras negativas + 3 Desvio padrao
(CURADO, 1995; CURADO, 2003; DUARTE, 1998; DUARTE, 2003; MARASSA,
2003).

As amostras com valores acima do “cut-off’ foram consideradas positivas e
as amostras com valores abaixo do mesmo, foram consideradas negativas para a
presenca de anticorpos para febre amarela.

Em todas as reacSes foram testados soros controle positivo, negativo e
“blank”. As amostras foram testadas em duplicata. Os resultados mais satisfatérios
foram os que apresentaram maiores densidades Opticas para os soros controles

positivos e menores densidades 6pticas para os soros controles negativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizacao da reacio enzimitica para pesquisa de anticorpos da

classe IgG em soros de macacos

A partir dos resultados com os soros humanos, positivos e negativos, foram
determinadas as dilui¢bes para o teste com os soros de macacos. Considerou-se o
soro como reativo quando ele apresentou leitura superior a trés desvios padrdo
adicionados 4 média doS controles negativos, conforme FIGUEIREDO et al., (1987,
1989), que trabalharam com o teste imunoenzimdtico diretamente em cultura de
células de Aedes albopictus.

Ap6s as padronizagdes, optou-se por utilizar as seguintes dilui¢cdes de reagentes:
soros a 1:40, fluido ascitico a 1:400, antigeno a 1:320 e conjugado anti-macaco a
1:3000.

A Tabela 1 mostra os valores expressos em absorbéncia obtidos com soros
negativos para a determinagdo do limiar de reatividade do (“cut-off”’). A média das
absorbincias foi 0,060 e o Desvio Padrao (DP) foi de 0,030. Assim, o limiar de
reatividade (média + 3 DP) foi de 0,150. Os soros foram considerados positivos para
a presenga de anticorpos para febre amarela quando apresentaram valor de
absorbéncia superior a este e negativos quando o valor foi inferior.

As Tabelas 2 e 3, que apresentam os resultados da titulagdo do antigeno e do
fluido ascitico imune, mostram que as leituras das densidades 6ticas foram muito
préximas para as diferentes dilui¢des testadas. Assim, optou-se por utilizar as

maiores diluighes que expressassem a diferenga entre amostras positivas e negativas
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e que fossem féaceis de manusear para facilitar o preparo das dilui¢des, sem perda da
exatiddo no momento da pipetagem.  Os resultados das padroniza¢Ges dos soros
controles positivos e negativos e da titulacdo do conjugado anti-macaco sdo

apresentados a seguir nas Tabelas de 4 € 5.

Tabela 1 — Valores expressos em absorbincia (405nm) para reacdo de ELISA
utilizanpara célculo do Limiar reatividade (“cut-off”). Reagdo com antigeno de febre
amarela de soros de macacos de cativeiro (N=19) para cdlculo do Limiar reatividade
(“cut-off”). Dilui¢do dos soros: 1:40, conjugado anti-IgG de macaco: 1:3000 (Sigma

— A-2054). Substrato ABTS. Valores expressos em absorbancia (405nm).

Amostras Soros Absorbancias
01 0,080
02 0,039
03 0,059
04 0,105
05 0,058
06 0,047
07 0,028
08 0,105
09 0,055
10 0,057
11 0,029
12 0,076
13 0,082
14 0,043
15 0,004
16 0,131
17 0,035
18 0,057
19 0,048

Meédia 0,060
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Tabela 2 — Padronizagao da diluigdo de fluido ascitico anti-febre amarela utilizando

soro controle positivo de macaco na dilui¢do de 1:40.

Diluigdo
Antigeno
Fluido Ascitico 1:20 1:40 1:80 1:160 | 1:320 1:640
1:200 1,533 1,444 1,344 1,313 | 1,108 0,964
1:400 1,002 0,987 0,886 0,765 | 0,605 0,505
1:300 0,601 0,503 0,440 0313 | 0277 0,231
1: 1640 0,235 0,189 0,156 0,127 | 0,099 0,075

Conjugado Anti- Monkey (IgG) Sigma A:2054 com peroxidase , utilizado na concentracio de 1:3000.

Substrato: ABTS. Leitura das Densidades 6ticas em 405 nm. Aparelho Multiscan

Tabela 3 - Padronizacdo da diluicdo de fluido ascitico imune anti-febre amarela

utilizando soro controle negativo de macaco na diluigcdo de 1:40.

Diluicdo
Antigeno
Fluido Ascitico 1:20 1:40 1:80 1:160 | 1:320 1:640
1:200 0,083 0,080 | 0,071 0,049 | 0,035 0,016
1:400 0,071 0,054 0,052 0,044 | 0,039 0,010
1:800 0,052 0,046 0,040 | 0016 | 0022 0,005
1: 1640 0,037 0,035 0,022 0,008 | 0,002 0,001

Conjugado Anti- Monkey (IgG) Sigma A:2054 com peroxidase , utilizado na concentragio de 1:3000.

Substrato: ABTS. Leitura das Densidades 6ticas em 405 nm. Aparelho Multiscan
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Tabela 4 - Titulagcdo de Conjugado Anti- Monkey (IgG) com soro de macaco

positivo.
Diluicdo Conjugado
Soros (1:1000) (1:2000) (1:3000)
1:20 2,662 1,444 1,254
1:40 1,298 1,210 0,987
1:80 1,185 1,139 0,803
1:160 1,177 1,106 0,589
1:320 1,150 1,005 0,497
1:640 1,028 0,934 0,391

Conjugado Anti- Monkey (IgG) Sigma A:2054 com peroxidase 1:3000; fluido ascitico: 1:200;
antigeno 1:320. Substrato: ABTS. Leitura das Densidades 6ticas em 405 nm. Aparelho Multiscan

Tabela 5 - Titulagcdo de Conjugado Anti- Monkey (IgG) com soro de macaco

negativo.
Diluigdo Conjugado
Soros (1:1000) (1:2000) (1:3000)
1:20 0,087 0,070 0,055
1:40 0,078 0,062 0,043
1:80 0,064 0,050 0,037
1:160 0,051 0,045 0,028
1:320 0,039 0,031 0,019
1:640 0,023 0,014 0,001

Conjugado Anti- Monkey (IgG) Sigma A:2054 com peroxidase 1:3000; fluido ascitico: 1:200; antigeno 1:320.

Substrato: ABTS. Leitura das Densidades 6ticas em 405 nm. Aparelho Multiscan
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4.2 Pesquisa de anticorpos para febre amarela em soros de macacos.

Nao foram encontrados anticorpos da classe IgG para febre amarela em
nenhum dos 570 soros de macacos que foram testados com reagdo soroldgica
imunoenzimatica de ELISA.

Os resultados do teste ELISA estdo expressos em tabela apresentada no anexo

13.
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5 DISCUSSAO

5.1 Sobre a padronizacao da reacao imunoenzimatica (ELISA).

A técnica imunoenzimdtica (ELISA), € um instrumento adequado para
emprego na vigilancia epidemiolégica de arboviroses, especialmente para
identificacdo de anticorpos em humanos € n3o humanos e na pesquisa de fonte
alimentar de mosquito vetores (MARASSA, 2003).

A padronizacdo da técnica para pesquisa de anticorpos do tipo IgG para febre
amarela, realizada neste trabalho, tanto em soros humanos como em soros nao
humanos, mostrou-se eficaz para diferenciar soros positivos e soros negativos.
Tradicionalmente, a técnica tem sido utilizada para estudar a circulagdo de anticorpos
do tipo IgM para arbovirus (VASCONCELOS, 2002, VASCONCELOS 2003).

A sorologia € importante no diagnostico das infecgdes por Flavivirus € na
diferenciacdo entre infec¢es primdrias e secunddrias. De maneira geral, a Inibi¢ao
de Hemaglutinagcdo (IH) tem sido usada para classificar as respostas imunoldgicas
em primarias (aumento gradual de anticorpos a um titulo moderado) ou secundarias
(aumento rapido a titulos elevados), visto que detecta imunoglobulinas totais,
principalmente IgG (que perduram por um longo periodo de tempo), constituindo um
teste util para estudos soroepidemiolégicos.

Por outro lado, o teste de ELISA-IgM (Mac-ELISA) é muito importante no
diagnostico rapido das infecgbes correntes € ou recorrentes, pois IgM surge na

primeira semana apds o inicio dos sintomas, alcanga um pico na segunda semana e
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perdura por 2 a 3 meses (MANCINI et al.,1965; WHO, 1986, 1988 a,b, 1999, 2001;
ARAUIJO, et al., 2002, VASCONCELOS, 2002, 2003).

No Brasil, os laboratérios oficiais utilizam os testes de IH e o MaC-ELISA
para diagnostico sorolégico da dengue e da febre amarela (WHO, 1998;
VASCONCELOS, 2002, 2003). O teste IH, apesar de ser uma das provas indicadas
para o diagndstico destes agravos pela Organizacdo Mundial de Saude, apresenta
problemas que foram observados no trabalho de FELIPPE (2005). Neste, a extragdo
pela acetona (necessdria para a retirada de outros hemaglutinantes do soro) estaria
desnaturando de forma definitiva uma grande quantidade de anticorpos passiveis de
serem detectados em outros testes imunoldgicos como a ELISA.

A prova de Fixagdo de Complemento, por sua vez, também tem sido pouco
utilizada devido a necessidade de um pessoal treinado (quando se considera a sua
utilizagdo fora de laboratdrios de referéncia) para sua execugdo € também pelo alto
indice de reagdes cruzadas observadas, que muitas vezes sdo iguais ou até mesmo
maiores do que as para o flavivirus realmente infectante (FELIPPE, 2005).

Devido as dificuldades encontradas pode-se observar na literatura um esforgo
no sentido de buscar um método rapido, eficaz e suficiente para detectar a infecgdo
primdria através da revelagdo de IgM reativa aos antigenos virais. Assim, existe hoje
no mercado uma grande quantidade de testes comerciais direcionados a detec¢do de
antigenos virais de Flavivirus destinados a soros humanos e baseados no ELISA
(WHO, 1998 a, b; GROEN et al., 2000; SATISH, 2003).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a técnica de ELISA
adaptada para pesquisa de anticorpos do tipo IgG em animais silvestres, apresentou

essas caracteristicas de rapidez e eficicia. Ainda, o teste em macacos pbde ser



realizado utilizando conjugado comercial anti-macacos, independente da espécie
testada facilitando o trabalho de investigagdo. Outra vantagem € que a técnica
possibilita o processamento e a andlise de um grande niimero de amostras, o que
representa aspecto importante numa investigacdo epidemiolégica. Desta forma, a
técnica de ELISA adaptada para estudos de identificacio de anticorpos IgG pode ser
utilizada como mais uma opg¢do para a vigilancia epidemiolégica de febre amarela

em animais reservatério, por laboratérios de referéncia ou centros de primatas.

5.2 Sobre a pesquisa de anticorpos para febre amarela em soros de macacos

Todos os soros testados ndo foram reativos para a presenca de anticorpos
contra o virus da febre amarela. Os resultados do teste sorolégico sdo coerentes com
a epidemiologia da febre amarela silvestre na regido. Mesmo sendo considerada drea
de transi¢do para febre amarela pelo Ministério da Satde, ndo se conhece, até o
momento, ocorréncia de epizootia ou surto de febre amarela na populagdo humana na
area.

InvestigacGes entomoldgicas realizadas naquela regido também ndo t€m
apontado a presenga de vetores de febre amarela. Assim, levantamento da fauna de
culicideos na regido de Presidente Epitacio, drea pr6xima a UHE de Porto Primavera,
realizado por PAULA (2001) nd3o encontrou a presenga de mosquitos dos géneros
Sabethes e Haemagogus.

Da mesma forma, CAMARGO-NEVES et al. (2005) realizaram
investigacdes entomoldgicas com o objetivo de verificar a ocorréncia das espécies

vetoras nas regides Oeste e Noroeste do Estado de Sao Paulo. Foram realizadas
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coletas em 39 localidades distribuidas por quatro regides do Estado. As espécies mais
abundantes foram Haemagogus leucocelaenus e Ae. albopictus. Hg.leucocelaenus
foi a espécie mais abundante nos Municipios de Santa Albertina e Ouroeste, onde
ocorreram casos de febre amarela silvestre no ano de 2000. Na regido de Presidente
Epitécio, drea na qual foram capturados os macacos objeto deste trabalho foi relatado
o encontro de 16 mosquitos do género Sabethes. Entretanto, ndo foram encontrados
mosquitos do género Haemagogus ou Ae. albopictus.

Primatas ndo-humanos podem servir, em certos casos, cOmoO animais-
sentinela de determinados ciclos zoondticos silvestres. Estes ciclos podem ser
detectados quando constatada a ocorréncia de epizootias, tais como as causadas por
arbovirus e, particularmente, pela febre amarela.

Animais do género Allouata, como os avaliados neste estudo, embora
extremamente suscetiveis ao virus da febre amarela, tém sido investigados com
vistas a vigilancia de febre amarela (ABRAVAS, 2005).

Assim, VALLE et al. (2002) realizaram um trabalho de sorologia, utilizando
as técnicas de Inibicdo de Hemaglutinacio (IH) e Teste de Neutralizagio (N) para 19
arbovirus, com 2 animais da espécie Alouatta caraya com o objetivo de pesquisar a
presenca de anticorpos para arbovirus. Os animais foram encontrados no municipio
de Porto Rico (PR) cidade em que ocorreram casos de epizootia em fevereiro de
2001, e com ultimo registro de FAS em 1966. Como resultado da pesquisa, foi
encontrado anticorpos contra o virus Oropouche. Pela primeira vez, demonstraram-se
anticorpos para o virus Oropouche em macacos de vida livre procedentes do Sul do

Brasil.
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SALLIS et al. (2003), apds epizootia ocorrida no Rio Grande do Sul, em
2001, realizaram necropsia € exame de imuno-histoquimica, em um animal da
espécie Alouatta ifusca encontrado morto em Santo Antonio das Missdes. A
necropsia foi realizada no Laboratério de Patologia Veterindria do Hospital
Veterindrio da Universidade de Santa Maria e o exame de imuno-histoquimica no
Instituto Evandro Chagas em Belém (PA). Foi detectada a presenca de virus de febre
amarela, confirmando o diagnéstico da morte do animal por aquele agente.

Este fato determinou a reavaliagdo da situagcdo do Rio Grande do Sul em
relacdo a febre amarela. A regido noroeste do estado passou de drea indene para drea
de transi¢do e foi instituida vacinagdo de toda a populagdo dos municipios proximos
e na populagio que viaja para a regido (ABRAVAS, 2005).

Outras espécies de macacos t€m sido pesquisadas com vistas a vigilincia
epidemiolégica de febre amarela no Brasil. MALANSKI et al. (2002) utilizaram a
técnica de Inibicdo de Hemaglutinagdo (IH) para avaliar e quantificar a presenga de
anticorpos especificos para 19 arbovirus em amostras de 101 macacos do género
Cebus da colb6nia do Centro Nacional de Primatas de Ananindeua (PA). Foram
encontrados ahticorpos contra o virus da encefalite de Sdo Luis em apenas um
animal. Nas demais amostras ndo foram detectados anticorpos para nenhum dos
arbovirus pesquisados.

Em outubro de 2004, foi realizada uma investigacao de epizootias em sagiiis
do Parque das Dunas, no Rio Grande do Norte, envolvendo varias institui¢des de
pesquisa. Relata-se que, no periodo de fevereiro a agosto de 2004, foram registrados

cerca de 50 animais doentes e mortos, dos quais foram coletadas amostras de soro,
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sangue e tecidos para sorologia e isolamento viral. Em 11 amostras, ndo foram
encontrados anticorpos para arbovirus.

Devido a sensibilidade de macacos da espécie Alouatta caraya ao virus da
febre amarela eles sdao bons indicadores da circulacdo viral. Entretanto, essa
caracteristica ndo serve como alerta para a tomada de medidas de prevengdo, como
vacinagdo. Assim, para a efetiva vigilincia da febre amarela silvestre € adequado
que haja a combinagdo da vigildncia nos reservatérios aliada a vigilancia

entomolégica das espécies vetores para aquela arbovirose.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os objetivos propostos, € possivel concluir que:

1.

A reacdo imunoenzimadtica para pesquisa de anticorpos anti IgG para febre
amarela, em soros de macacos, mostrou-se rapida, capaz de ser realizada com
conjugado comercial anti-macacos e, portanto, com utilidade para a vigilancia
epidemiolégica da doenga.

Nio foram encontrados anticorpos da classe IgG para febre amarela em soros
de macacos capturados na regido da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera.

A vigilancia epidemiolégica da febre amarela silvestre depende, além da
observacdo da circulagdo viral nos reservatérios, de vigildncia entomolégica
para que seja possivel desencadear medidas de prevengdo antes mesmo do

surgimento de epizootias.
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Anexos



Anexo 1 - Municipios com casos de Febre Amarela Silvestre e Epizootias, Brasil,

2003.
N° UF Municipios Situacio do Municipio Meés de
ocorréncia
1 MG Serro Epizootia e caso de FAS Janeiro
2 MG Alvorada de Minas Caso de FAS Janeiro
3 MG Sabinopdlis Caso de FAS Janeiro
4 MG Senhora do Porto Caso de FAS Janeiro e fevereiro
5 MG Guanhaes Caso de FAS Janeiro
6 RR Canta Epizootia Janeiro
RR Mujacai Epizootia Janeiro
8 RS Santiago Epizootia Janeiro
9 SP Miguelopolis Epizootia Jan/ Fev/ Mar
10 Sp Limeira do Oeste Epizootia Fevereiro
11 MT Nova Guarita Epizootia Fevereiro
12 MT Sto Antonio do Leverger Epizootia Fevereiro
13 SP Restinga Epizootia Margo
14 SP Pedranopolis Epizootia Marco
15 MT Céceres Epizootia e caso de FAS Marco/ Abril
16 MT Vila Bela da Santissima Epizootia Margo
Trindade
17 MG Materlandia Caso de FAS Margo
18 MT Tapurah Caso de FAS Abril
19 RS Séo Nicolau Epizootia Junho
20 RS Bossoroca Epizootia Junho
21 AC Sena Madureira Caso de FAS Maio
22 MT Guaranta do Norte Epizootia Julho

Fonte: CIVES - Centro de Informagfio em Sadde para Viajantes — UFRJ

http:// www.cives.ufrj.br/informacao/fam/fam-br.html.




Anexo 2 - Municipios com casos de Febre Amarela Silvestre e Epizootias, Brasil,

2004.

N° UF Municipios Situacio do Municipio Més de
ocorréncia
1 AM Irandubao Caso de FAS Margo
2 PA Parauapebas Caso de FAS e vetor Abril
silvestre positivo
3 RR Amajari Epizootia Fevereiro
4 PA Vitoria do Xingu Epizootia Maio
5 PA Anapi Epizootia Maio
6 AM Itacoatiara Caso de FAS Junho
GO Sao Miguel do Passa Quatro Epizootia Julho
8 GO Goianépolis Epizootia Julho
9 GO Terezépolis de Goids Epizootia Julho
10 GO Minagu Epizootia Agosto
11 GO Santa Cruz de Goids Epizootia Agosto
12 TO Ponte Alta do Tocantis Epizootia Setembro
13 TO Parana Epizootia Setembro
14 TO Divinépolis Epizootia Setembro
15 TO Jaid do Tocantins Epizootia Setembro
16 TO Formoso do Araguaia Epizootia Outubro

Fonte: CIVES - Centro de Informacgio em Saide para Viajantes — UFRJ
http:// www.cives.ufrj.br/informacao/fam/fam-br.html.




Anexo 3 - Mapa dos municipios com casos confirmados e epizootias de febre

amarela no Brasil, 2004.

Febre Amarela no Brasil
com casos confirmados e epizootias - Brasil 2004 *
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Anexo 4 - Mapa das areas de Risco para Febre Amarela Silvestre no Brasil.

AREAS DE RISCO PARA FEBRE AMARELA SILVESTRE
BRASIL, 2003

. Area Endémica

Estados: 12

Populagdo: 29.327.171 hab.
Area de Tiansigio

Estados: parcialmente 7
_Ponulagéo: 22.347 837 hab.
Alea Indene

Estados: 8 e parcialmente 7

Populagdo: 109.660.162 hab.
Area de Risco Potencial

Estados: parcialmente 3
Populagdo: 4.777.348 hab.

. Area Endémica
. Area de Transigéo

. Area Indene

Area de Risco Potencial

Fonte: Secietatia de Vigilancia em Satde Ministério da Satde

1) Area Enzoética ou endémica corresponde a 4rea onde o virus amarilico circula entre os
hospedeiros naturais (principalmente macacos) e estd presente a populagdo de vetor. Os casos de
febre amarela silvestre sdo quase sempre esporddicos e, as vezes, podem se manifestar em forma de
pequenos surtos, como conseqiiéncia da presenca de pessoas ndo imunes. Abrange os Estados das
regides Norte, Centro-Oeste e o Estado do Maranhao (FUNASA, 2004).

2) Area Epizoética ou de Transicio, corresponde a drea onde, no inicio do século XX, havia intensa
circulagdo do virus entre os hospedeiros naturais. No entanto, com o crescente processo de
desmatamento na regido, acredita-se que o nicho ecolégico tenha sido alterado e nos dltimos 30 anos a
circulagao do virus tem sido evidenciada de forma esporadica no Estado de Minas Gerais, Sao Paulo e
Paran4, Oeste de Santa Catarina e Noroeste do Rio Grande do Sul (FUNASA, 2004).

3) Area Indene corresponde a 4rea onde ndo ha circulagdo do virus amarilico. Abrange os Estados
das Regides Nordeste, Sudeste e Sul. Compreende 14 Estados, sendo que 7 deles estdo parcialmente
inseridos em 4rea de Risco para Circulagdo do Virus (FUNASA, 2004).

4) Area de Risco Potencial corresponde a zonas contiguas as dreas de transi¢ao onde houve
identificac@o recente da presenca do virus, tem ecossistemas semelhantes e apresenta maior risco para
circulagao do virus. Fazem parte dessa nova drea: Centro-Norte do Estado do Espirito Santo, a partir
do Vale do Canaa, em diregdo Norte, drea de influéncia da Bacia do Rio Doce; Sul da Bahia, abaixo
do Rio Jequitinhonha e o Sul de Minas Gerais (FUNASA, 2004).



Anexo 5 — Carta de Autoriza¢ao do IBAMA

==, Companhia
== Energética ¢
= Sao Paulo

Trés Lagoas, 26 de novembro de 2003.

DECLARAMOS, para os devidos fins, que as amostras de sangue de animais
silvestres utilizadas para realizagdo do projeto de doutorado da pesquisadora Ana
Maria Ribeiro de Castro Duarte, sob orientagdo do Prof. Dr. Aimério de Castro
Gomes, do Departamento de Epidemiologia da Faculdade de Saude Publica da
Universidade de S3o Paulo, foram cedidas pela CESP a partir de material coletado
pelo Programa de Resgate e Relocagdo de Fauna Silvestre, durante a formagéo
do reservatorio da UHE Eng. Sérgio Motta.

Foram utilizadas pela pesquisadora amostras de sangue de 590 exemplares do
bugio Alouatta caraya, 22 exemplares de macaco prego Cebus apella, seis
exemplares de cateto Tayassu tajacu, dois exemplares de ourigo Coendou sp., um
exemplar de capivara Hydrochaeris hydrochaeris, um exemplar de jacaré Caiman
latirostris e um exemplar de tatu Dasypus novemcinctus. A captura dos animais e
as coletas de amostras foram devidamente autorizadas pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA.

Na pesquisa sobre malaria foram realizados exames parasitologicos para
identificacdo de infecgdes por plasmoides (exames de gota espessa, esfregago
sangiineo e PCR) e testes sorolégicos para detecgdo de anticorpos contra
malaria (teste de ELISA para verificagao de anticorpos contra formas infectantes

de imunofluorescéncia indireta para verificagdo de anticorpos

contrg formas sangiingas).

—

N\

Milton Wo Estrata—

Divisdo de Implantagdo e Manutengdo de Programas Ambientais

Gerente

754000.722/6



Anexo 6 — Valores expressos em absorbancia (405nm) para reagio de ELISA
utilizando para célculo do Limiar reatividade (“cut-off”’). Reacdo com antigeno de
febre amarela de soros humanos (N=12) para célculo do Limiar reatividade (“cut-
off”). Dilui¢do dos soros: 1:40, conjugado anti-IgG humano: 1:3000 (Sigma — A-

8419). Substrato ABTS. Valores expressos em absorbancia (405nm).

Amostras de Soros Absorbancias
01 0,637
02 0,588
03 0,424
04 0,453
05 0,529
06 0,612
07 0,770
08 0,701
09 0,048
10 0,051
11 0,061
12 0,059
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Anexo 7 — Padronizacio da diluigdo de fluido ascitico anti-febre amarela utilizando
soro controle positivo Humano.

Diluigio
Antigeno

Fluido Ascitico 1:20 1:40 1:80 | 1:160 | 1:320 1:640

1:200 0,638 | 0,633 | 0,535 | 0,510 | 0,507 | 0,503

1:400 0,596 | 0,588 | 0,886 | 0,490 | 0,485 | 0,472

1:800 0,579 | 0,526 | 0,468 | 0,460 | 0444 | 0,379

1: 1640 0,500 | 0,495 | 0458 | 0,456 | 0,420 | 0,345

Dilui¢do dos soros humanos: 1:40, conjugado Anti- IgG-humano (Sigma A: 8419) utilizado na
concentragdo de 1:3000. Substrato: ABTS. Leitura das Densidades dticas em 405 nm. Aparelho

Multiscan.



Anexo 8 — Padronizagdo da dilui¢do de fluido ascitico anti-febre amarela utilizando

soro controle negativo Humano.

Dilui¢ao
Antigeno
Fluido Ascitico 1:20 1:40 1:80 | 1:160 | 1:320 1:640
1:200 0,090 | 0,085 | 0,072 | 0,065 | 0,050 | 0,043
1:400 0,070 | 0,065 | 0,062 | 0,053 | 0,048 | 0,037
1:800 0,037 | 0,030 | 0,029 | 0,025 | 0,018 | 0,015
1: 1640 0,022 | 0,016 | 0,012 | 0,009 | 0,004 | 0,001

Dilui¢do dos soros humanos: 1:40, conjugado Anti- IgG-humano (Sigma A: 8419) utilizado na
concentragdo de 1:3000. Substrato: ABTS. Leitura das Densidades 6ticas em 405 nm. Aparelho

Multiscan.



Anexo 9 - Titulagido de Conjugado Anti- Humano (IgG) com soro humano positivo.

Diluigéo Conjugado
Soros (1:1000) (1:2000)  (1:3000)
1:20 0,938 0,907 0,797
1:40 0,881 0,879 0,791
1:80 0,863 0,789 0,553
1:160 0,831 0,752 0,505
1:320 0,806 0,659 0,481
1:640 0,773 0,538 0,410

Conjugado Anti- Monkey (IgG) Sigma A:2054 com peroxidase 1:3000; fluido ascitico: 1:200; antigeno 1:320.
Substrato: ABTS. Leitura das Densidades 6ticas em 405 nm. Apareltho Multiscan.



Anexo 10 - Titulagdo de Conjugado Anti- Humano (IgG) com soro humano
negativo.

Diluigao Conjugado

Soros (1:1000) (1:2000)  (1:3000)
1:20 0,080 0,078 0,069
1:40 0,076 0,070 0,065
1:80 0,053 0,049 0,038
1:160 0,045 0,040 0,027
1:320 0,038 0,030 0,018
1:640 0,029 0,019 0,010

Conjugado Anti- Monkey (IgG) Sigma A:2054 com peroxidase 1:3000; fluido ascitico: 1:200; antigeno 1:320.
Substrato: ABTS. Leitura das Densidades 6ticas em 405 nm. Aparelho Multiscan.



Anexo 11 - Solugdes Utilizadas para realiza¢Ges do teste de ELISA.

1. PBS (soluc¢iio mae — concentrada em 10 X)

Na;HPO412 HyO......oooiiiiiiiiiiiiiiiccnnee 26,5 gramas.
NaHPO; HoO.eeeeet e, 3,6 gramas.
NaCL.....ooviie 81,7 gramas.

Diluir em 1000 ml de 4gua destilada, utilizar para fazer o tampao de lavagem.

2. Tampao PBS - Tween 20 (solucao de lavagem).

Tween20.....coiviiiiiiiiiiin 0,5 ml
Diluir em 900 ml de dgua destilada, utilizar para lavagem das placas com os testes.

3. Solucéio para Diluicao dos soros.

Leite em p6 desnatado Molico (Nestlé) ............... 2,5 gramas.
Tampdo PBS — Tween 20...................c.ooninin 300 ml.
4. Solucio de Bloqueio.

Leite em p6 desnatado Molico (Nestlé) ................ 5,0 gramas.
Tampdo PBS —Tween 20................ccooiiiiiinnnn. 300 ml.

5. Tampao Carbonato Bicarbonato.

2 comprimidos diluidos em 100 ml de 4gua bidestilada, utilizado para sensibilizar a
placa com fluido ascitico.



Anexo 12 - Reagentes e Materiais Utilizados

* Cloreto de Sédio

* Fosfato Dibasico de S6dio (Na2HPO4 H,0) Merck.

* Fosfato Monobdsico de S6dio (Na2HPO4 12 H,0) Merck.

* Leite em p6 desnatado Molico (Nestl€).

* Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan monolaurate) lote: 33HO250 Merck.
* Microplacas de 96 cavidades (NUNC ®).

* Ponteiras descartaveis.

* Pipetas de varias dilui¢des.

* Conjugado anti-humano IgG Sigma (A-8419).

* Conjugado antimacaco Rhesus IgG (Sigma A-2054).

* Peroxidase substrate (solucdo A) e Peroxidase (H202) (solu¢do B). Kirkegaard &

Perry Laboratories Inc.



Anexo 13 — Resultado da sorologia com 570 amostras de macacos da espécie Alouatta

caraya

Amostras de Soros Densidade Optica
01 0,056
02 0,074
03 0,094
04 0,041
05 0,045
06 0,055
07 0,065
08 0,044
09 0,070
10 0,031
11 0,090
12 0,036
13 0,037
14 0,033
15 0,070
16 0,048
17 0,042
18 0,047
19 0,097
20 0,069
21 0,035
22 0,062
23 0,034
24 0,047
25 0,070
26 0,070
27 0,048
28 0,011
29 0,032
30 0,040
31 0,061
32 0,020
33 0,027
34 0,003
35 0,046
36 0,007
37 0,078
38 0,021
39 0,061
40 0,088
41 0,104
42 0,029
43 0,108
44 0,091
45 0,102
46 0,079
47 0,066
48 0,027
49 0,034
50 0,036
S1 0,067
52 0,056
53 0,081
54 0,094
55 0,034




56 0,048
57 0,059
58 0,095
59 0,073
60 0,082
61 0,042
62 0,082
63 0,074
64 0,076
65 0,073
66 0,056
67 0,081
68 0,074
69 0,076
70 0,048
71 0,093
72 0,054
73 0,034
74 0,022
75 0,023
76 0,034
77 0,049
78 0,062
79 0,073
80 0,033
81 0,034
82 0,095
83 0,072
84 0,059
85 0,084
86 0,078
87 0,079
88 0,067
89 0,083
50 0,082
91 0,045
92 0,056
93 0,067
%4 0,072
95 0,063
% 0,051
97 0,052
98 0,083
99 0,063
100 0,077
101 0,041
102 0,057
103 0,099
104 0,073
105 0,089
106 0,085
107 0,033
108 0,009
109 0,020
110 0,016
111 0,039
112 0,097
113 0,069
114 0,035
115 0,062
116 0,034
117 0,047
118 0,023
119 0,090
120 0,071
121 0,059




122 0,072
123 0,072
124 0.076
125 0,067
126 0,078
127 0,063
128 0,055
129 0,065
130 0,045
131 0,014
132 0,070
133 0,095
134 0,071
135 0,076
136 0,034
136 0,065
137 0,070
138 0.032
139 0,017
140 0,087
141 0,014
142 0,024
143 0,068
144 0,091
145 0,067
146 0,078
147 0,086
148 0,034
149 0,035
150 0,037
151 0,021
152 0,066
153 0,045
154 0,083
155 0,095
156 0,026
157 0,049
158 0,017
159 0,063
160 0,056
161 0,080
162 0,018
163 0,027
164 0,046
165 0,048
166 0,022
167 0,038
168 0,075
169 0,046
i70 0,024
171 0,088
172 0,026
173 0,049
174 0,055
175 0,053
176 0,020
177 0,033
178 0,070
179 0,077
180 0,065
181 0,063
182 0,074
183 0,080
184 0,065
185 0,068
186 0,073




188 0,080
188 0,080
189 0,071
190 0,066
191 0,072
192 0,077
193 0,079
194 0,072
195 0,072
196 0,076
197 0,067
198 0,070
199 0,073
200 0,069
201 0,065
202 0,072
203 0,074
204 0,070
205 0,064
206 0,071
207 0,076
208 0,071
209 0,065
210 0,072
211 0,071
212 0,068
213 0,071
214 0,072
215 0,069
216 0,068
217 0,066
218 0,073
219 0,074
220 0,067
221 0,008
222 0,013
223 0,022
224 0,030
225 0,014
226 0,007
227 0,025
228 0,088
229 0,023
230 0,019
231 0,025
232 0,023
233 0,020
234 0,017
235 0,019
236 0,019
237 0,015
238 0,018
239 0,010
240 0,029
241 0,022
242 0,015
243 0,015
244 0,018
245 0,016
246 0,020
247 0,013
248 0,020
249 0,022
250 0,017
251 0,087
252 0,018




253 0,029
254 0,068
255 0,095
256 0,066
257 0,036
258 0,095
259 0,049
260 0,041
261 0,027
262 0,036
263 0,020
264 0,040
265 0,034
266 0,069
267 0,074
268 0,099
269 0,106
270 0,085
271 0,034
272 0,049
273 0,071
274 0,025
275 0,036
276 0,019
277 0,079
278 0,084
279 0,071
280 0,079
281 0,025
282 0,092
283 0,042
284 0,096
285 0,027
286 0,071
287 0,026
288 0,069
289 0,065
290 0,022
291 0,074
292 0,070
293 0,024
294 0,067
295 0,089
296 0,093
297 0,049
298 0,045
299 0,043
300 0,049
301 0,022
302 0,016
303 0,039
304 0,082
305 0,035
306 0,048
307 0,062
308 0,071
309 0,053
310 0,076
311 0,062
312 0,076
313 0,097
314 0,018
315 0,033
316 0,045
317 0,057
318 0,068




319 0,064
320 0,034
321 0,024
322 0,030
323 0,019
324 0,088
325 0,027
326 0,059
327 0,033
328 0,067
329 0,039
330 0,047
331 0,040
332 0,063
333 0,060
334 0,065
335 0,075
336 0,040
337 0,049
338 0,024
339 0,034
340 0,075
341 0,079
342 0,063
343 0,089
344 0,034
345 0,068
346 0,070
347 0,030
348 0,057
349 0,062
350 0,066
351 0,045
352 0,088
353 0,067
354 0,008
355 0,013
356 0,022
357 0,030
359 0,070
360 0,025
361 0,088
362 0,026
363 0,019
364 0,025
365 0,023
366 0,020
367 0,017
368 0,059
369 0,029
370 0,014
371 0,016
372 0,070
373 0,027
374 0,072
375 0,095
377 0,014
378 0,036
379 0,048
380 0,043
381 0,039
382 0,065
383 0,031
384 0,040
385 0,029
386 0,106




387 0,090
388 0,093
389 0,015
390 0,037
391 0,084
392 0,052
393 0,055
394 0,063
395 0,052
396 0,034
397 0,024
398 0,029
399 0,039
400 0,049
401 0,058
402 0,068
403 0,071
404 0,094
405 0,089
406 0,084
407 0,029
408 0,036
409 0,048
410 0,056
411 0,078
412 0,068
413 0,072
414 0,038
415 0,048
416 0,045
418 0,037
419 0,071
420 0,013
421 0,024
422 0,045
423 0,017
424 0,027
425 0,034
426 0,019
427 0,029
428 0,015
429 0,026
430 0,028
431 0,023
432 0,030
433 0,038
434 0,049
436 0,014
437 0,029
438 0,016
439 0,018
440 0,038
441 0,090
442 0,101
443 0,039
444 0,056
445 0,036
446 0,067
447 0,047
448 0,037
449 0,019
450 0,038
451 0,038
452 0,049
453 0,040
454 0,045




455 0,039
456 0,036
457 0,048
458 0,049
459 0,059
460 0,047
461 0,058
462 0,067
463 0,077
464 0,028
465 0,038
466 0,067
467 0,037
468 0,013
469 0,038
470 0,074
471 0,080
472 0,064
473 0,012
474 0,017
475 0,076
476 0,077
477 0,074
478 0,034
479 0,045
480 0,027
481 0,068
482 0,066
483 0,049
484 0,068
485 0,053
486 0,037
487 0,043
488 0,011
489 0,016
490 0,014
491 0,045
492 0,047
493 0,085
494 0,069
495 0,012
496 0,023
497 0,034
498 0,056
499 0,090
500 0,036
501 0,037
502 0,033
503 0,070
504 0,068
505 0,046
506 0,047
507 0,097
508 0,019
509 0,022
510 0,092
511 0,036
512 0,045
513 0,028
514 0,063
515 0,055
516 0,065
517 0,030
518 0,095
519 0,049
520 0,041




521 0,027
522 0,036
523 0,020
524 0,020
525 0,040
526 0,069
527 0,034
528 0,099
529 0,029
530 0,026
531 0,037
532 0,046
533 0,032
534 0,017
535 0,087
536 0,037
537 0,040
538 0,029
539 0,052
540 0,080
541 0,045
542 0,030
543 0,025
544 0,080
545 0,014
546 0,057
547 0,066
548 0,018
549 0,032
550 0,058
551 0,083
552 0,048
553 0,044
554 0,081
555 0,066
556 0,083
557 0,064
558 0,021
559 0,068
560 0,071
561 0,063
562 0,027
563 0,036
564 0,056
565 0,075
566 0,032
567 0,059
568 0,068
569 0,045
570 0,028






