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RESUMO:

Introdugdo: A reemergéncia da Febre Amarela no Brasil, marcada pela
epidemia iniciada em 2016 e que se estende até os dias atuais (2020) atingiu nUmeros
de casos historicamente elevados (2.114 casos) nos anos de 2016 a 2018,
concentrados na regido extra-amazonica (2.104 casos), mais de quatro vezes a soma
de todos os casos dos 20 anos anteriores.

A epidemia foi marcada pela persisténcia da transmisséo do virus em Primatas
N&o Humanos (PNH) inclusive nos periodos de baixa sazonalidade e atingiu areas
anteriormente consideradas sem risco, como os estados do Rio de Janeiro, Espirito
Santo e o leste do estado de Sao Paulo e sul da Bahia, ampliando a populacédo com
necessidade de vacinacao antiamarilica em mais de 20.000.000 de habitantes e
atualmente a todo o territorio nacional. Foram ainda reportados casos exportados do
Brasil na Franca, na Holanda, na Argentina e no Chile.

Objetivo: Descrever a cooperagcdo da OPAS no enfrentamento da epidemia de
Febre Amarela do Brasil dos anos 2016 a 2018.

Método: Foi realizada uma revisdo narrativa

Resultados/Discussédo: A cooperacdo técnica da OPAS se concretizou de
diversas formas: multiplas capacitacdes, oficinas para troca de experiéncia e acdes
diretas nas areas de vigilancia epidemiolégica, de epizootias, entomoldgica e
laboratorial, no manejo de pacientes, estruturacdo da rede de assisténcia e estratégias
de vacinacdo. Também houve disseminacdo do conhecimento com apoio a
construcdo de cursos EaD, edicdo de guias, contratacdo de pessoal para o0s
laboratérios e atividades de epidemiologia de campo e aquisicdo de insumos
estratégicos que foram desde gelo seco e licencas de software a vacinas.

Também figuram entre as atividades de cooperacdes realizadas pela OPAS no
Brasil, durante a epidemia de febre amarela, o apoio aos gestores na tomada de
decisdo sobre a amplificacdo da area de recomendacdo de vacina, 0 ajuste no

esquema vacinal (adocdo da dose unica) e campanha com doses fracionadas.

A OPAS apoiou diversos estudos que utilizaram vigilancia genémica em tempo real
em conjunto com abordagens epidemioldgicas e espaciais, abordando a diversidade
genética viral e a dindmica de transmissdo do virus da Febre Amarela pela geragéo

de genomas completos oriundos de primatas ndo humanos (NHPs) e casos de



infeccdo humana dos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito
Santo e Bahia. Esses estudos contribuiram para direcionar as acdes de resposta do
Brasil e responder as inquietacdes nacionais e internacionais sobre a dinamica de
transmissao, incluindo o tipo de ciclo de transmisséao (silvestre ou urbano), velocidade
de deslocamento, origem do virus, nimero de introduc¢des do virus nos estados (Unica
ou reintroducao).

Conclusao: A OPAS teve um papel central na conducéao técnica da emergéncia
de Febre Amarela, contribuindo com o Ministério da Saude (MS) e com grupos de
pesquisa parceiros do MS na resposta nacional e na preparacao dos paises da regiao,
congregando a expertise de cientistas envolvendo aspectos clinicos, epidemioldgicos,

virolégicos, laboratorial, imunizacao e politicas publicas.

Palavras-chave: Febre Amarela; Surtos de Doencas; Epidemias; prevencéo &
controle; Cooperacao Internacional; Organizagdo Pan-Americana da Saude.
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1- INTRODUCADO:

A transmissdo da Febre Amarela (FA) no Brasil atingiu niumeros de casos
historicamente elevados (2.114 casos) nos anos de 2016 a 2018, concentrados na
regido extra-amazonica (2.104 casos), mais de quatro vezes a soma de todos 0s casos
dos 20 anos anteriores. A epidemia de FA é classificada como uma epidemia
multimodal® pois apesar de se observar picos epidémicos de casos de FA em diversos
anos e um marcado periodo sazonal de dezembro de um ano a maio do ano
subsequente, as ondas epidémicas correspondem a um mesmo processo epidémico
que engloba mais de um periodo sazonal. Desta forma, consideramos 0s picos
epidémicos dos anos 2016/2017 e de 2017/2018 como as duas ondas que marcam o
pico de uma epidemia que se iniciou no Brasil em 2016, na regido Centro-Oeste e se

alastra até os dias atuais, ano 2020, na regido Sul*? (Figura 1).
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Figura 1: Casos confirmados febre amarela em humanos e primatas ndo humanos no Brasil por més
de inicio dos sintomas nos humanos e data de coleta das epizootias de 2016 a 2020.

Fonte: Ministério da Sautde!:2

A figura 1 mostra que a epidemia foi marcada pela persisténcia da transmissao
do virus em Primatas Ndo Humanos (PNH) inclusive nos periodos de baixa

sazonalidade
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1.1 Febre Amarela

1.1.1 Doenca:

A Febre Amarela é uma doenca infecciosa aguda ndo contagiosa causada
pelo virus da Febre amarela (VFA). A Febre Amarela é transmitida ao homem
mediante a picada de insetos hematofagos da familia Culicidae, em especial dos
géneros Haemagogus e Aedes, consequentemente o seu agente etiolégico pertence
ao grupo das arbovirus (do inglés arthropod borne virus) e apresenta-se em sua
forma classica com febre hemorragica de elevada letalidade. A febre amarela é a
primeira febre hemorragica viral descrita no mundo e a que provoca grande temor na

sociedade moderna3.

1.1.2 Etiologia:

O VFA é o protétipo da familia Flaviviridae, do género Flavivirus. E um virus de
acido ribonucleico (RNA) de fita simples e polaridade positiva. Possui 10.862
nucleotideos, que como em todo Flavivirus, se distribuem em dez proteinas, sendo
trés estruturais (C, PrM e E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A e NS5), se destacando pela importancia a proteina estrutural E (envelope) que
induz a resposta imune e a proteina glicosilada NS1 que esta presente namembrana
das células infectadas, podendo os anticorpos contra NS1 mediar a lise destas

celulas*®. A tabela 1, resume as proteinas do VFA e suas possiveis funcdes.
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Tabela 1: Proteinas do VFA e suas possiveis fungﬁ)es3

Proteina Descri¢ao da proteina Possiveis fungoes
C Proteina do nucleocapsideo viral Formagao do precursor do nucleocapsideo, ligagéo do
RNA, induz a formagao de anticorpos
protetores (neutralizantes)
prM Proteina transmembrana viral associada a célula Morfogénese viral transporte?
de origem; precursor da proteina M
M Proteina de membrana de particulas Componente associado a ligagao
virais maduras e introdugao do virus na célula
E Maior proteina do envelope. Muito conservada. Montagem viral. Receptor de ligagao
E o antigeno inibidor da hemaglutinagao Fusao com membrana celular. Maior antigeno
viral (aglutinina). Induz formagao de anticorpos |H
NS1 Associada a membrana. Forma dimeros Maturagéo da particula viral
Corresponde ao antigeno fixador do complemento Participa na indugao de anticorpos protetores
NS2a Hidrofdbica. Pouco conservada Provavelmente associada a maturacao de NS1
NS2b Hidrofobica. Pouco conservada Possivel componente da protease/replicase
Forma componentes do capsideo durante a replicacao viral
NS3 Altamente conservada Multifuncional. Processa a poliproteina
Participa da replicagao do RNA. Possivel helicase
NS4a Hidrofébica. Pouco conservada Possivel componente da replicase
Associada a membrana
NS4b Hidrofébica. Pouco conservada Possivel componente da replicase
Associada & membrana
NS5 Altamente conservada Polimerase viral. Associada ao

RNA viral. Participa da replicagao viral

Fonte: Vasconcelos, 20033

1.1.3 Vetores

1.1.3.1 Vetores Urbanos

O vetor urbano da febre amarela € o mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti, que
tem habitos domésticos, caracterizado por ser antropofilico (preferéncia por se
alimentar de seres humanos), endofagia (preferéncia de por se alimentar dentro dos
domicilios), endofilia (preferéncia de permanecer dentro dos domicilios), bem como
preferéncia de ovopor em recipientes artificiais. O Aedes aegypti tem seu pico de
atividade hematofagica nos horarios crepusculares (Amanhecer e anoitecer). Como
potencial vetor urbano temos o Aedes albopictus, que se procria tanto em ambientes
urbanos como silvestres. A competéncia vetorial do Aedes albopictus para a
transmissao da febre amarela ja foi comprovada laboratorialmente, constatando seu
potencial para fazer a conexdo entre os ciclos de transmissdo silvestre com o
urbano®?®,

Os mosquitos podem se infectar por transmissao transovariana, menos comum,

ou a partir de casos virémicos. Em média, duas semanas ap0s repasto



sanguineo (periodo de incubacéo extrinseco) a fémea torna-se vetor com capacidade

de transmissao.

1.1.3.2 Vetores Silvestres

Nas Américas, os vetores silvestres da Febre Amarela sdo 0os mosquitos dos
géneros Haemagogus e o Sabethes, sendo o primeiro o principal responsavel pela
transmissao silvestre da doenca. As espécies de Haemagogus incriminadas como
vetores sdo: Haemagogus janthinomys, Haemagogus leucocelaenus, Haemagogus
albomaculatus, Haemagogus spegazzinii e Haemagogus capricornii. As espécies de
Sabethes incriminadas como vetores sao: Sabethes chlopterus, Sabethes
glaucodaemon, Sabethes cyaneus, Sabethes quasicyaneus e Sabethes soperi. De
todas estas espécies 0 Haemagogus janthinomys € o principal vetor da Febre Amarela
no Brasil. Os vetores silvestres habitam o dossel (copa das arvores) em éareas de
floresta densa e florestas de galeria, caracterizados por serem zoofilicos (preferéncia
de se alimentarem em animais). Os vetores silvestres tém seu pico de atividade
hematofagica nos horarios de intensidade solar, entre as 9:00 e 15:00 horas. Desta

forma para o homem adquirir a doenga precisa adentrar na mata, residir ou trabalhar

nas suas proximidades.

Na Africa Oriental, os vetores silvestres da Febre Amarela sdo os mosquitos do
género Aedes, sendo o Aedes africanus responsavel pela transmissédo no dossel e 0
Aedes simpsoni fazendo a ponte entre os Primatas N&do Humanos e o homem. Nas
areas de savana da Africa Ocidental as principais espécies vetores s&o: Aedes

furcufer, Aedes taylori e Aedes luteocephalus®.

1.1.4 Hospedeiros vertebrados

Os primatas sdo 0s principais e mais sensiveis hospedeiros. O homem é o
anico hospedeiro com importancia epidemiolégica na transmissdo urbana. Na

transmissao silvestre todos os Primatas Ndo Humanos do Novo Mundo, ja estudados,

sao suscetiveis ao virus. Os macacos do género Alouatta sdo os mais sensiveis.

Decorrente da sensibilidade dos PNH ao virus e a elevada mortandade de

algumas espécies (bugio), a vigilancia destas epizootias € uma estratégia fundamental

para a predicéo, geracao de alerta e prevencéo da transmissédo do VFA (ANEXO 2).
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1.1.5 Ciclos de Transmisséao

Existem dois ciclos de Transmissdo, o urbano e o silvestre. O ciclo de
transmissdo urbano € mantido pelo vetor Aedes aegypti e tem o homem como
hospedeiro principal. O ciclo de transmissao silvestre ocorre principalmente no nivel
das copas das arvores, tendo como principal vetor os Haemagogus janthinomus e os
macacos como hospedeiros vertebrados, sendo o homem um hospedeiro eventual e
nao amplificador da doenca (Figura 2). No entanto o homem poder fazer a ponte entre
o ciclo silvestre e o ciclo urbano, assim como os vetores, se destacando o Aedes
albopictus como principal vetor com esta capacidade’.

A epidemia de 2016/2017 e 2017/2018 se destacou por ser uma epidemia de
febre amarela silvestre e foram detectados alguns ciclos de transmisséo silvestres em

areas urbanas.

Figura 2: Dinamica de transmissao da febre amarela.

SYLVATIC ECOSYSTEMS S
bthialP URBAN ECOSYSTEMS

Fonte Cristina Possas, Ricardo Lourenco de Oliveira et all, 20188.

No Brasil, para fins de vigilancia epidemioldogica se diferencia a regido
amazobnica, onde ha endemia de FA silvestre, das outras regibes, que sé&o
denominadas de regido extra-amazoOnica. Na regido extra-amazénica os periodos
epidémicos sao registrados ocasionalmente, caracterizando a reemergéncia do virus
(Figura 3).

Nas ultimas décadas se observa uma expansao recorrente da area de
circulacao viral. Nos ultimos anos o virus alcancou a regido do bioma Mata Atlantica,
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que abriga uma ampla diversidade de PNH e de vetores silvestres, e onde ha grandes

centros urbanos, aumentando o potencial de risco para a transmisséo urbana.

Figura 3: Distribuicdo dos casos humanos de febre amarela registrados, segundo a regido do local
provavel de infeccdo (LPI), Amazdnica ou extra-Amazodnica no Brasil, referente aos periodos de
monitoramento de 1998/1999 a 2018/2019.
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Fonte: Coordenacdo-Geral de Vigilancia das Arboviroses (CGARB)/Departamento de Imunizacdo e

Doencas Transmissiveis (DEIDT)/Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS)/Ministério da Saude (MS).

1.1.6 Manifestac@es Clinicas
Além das infeccdes frustras (assintomaticas) a FA se classifica em quatro

formas, leve, moderada, grave e maligna.

Na forma leve, os Unicos sintomas sao a febre e a cefaleia, em geral, com duracéo
méaxima de dois dias, sendo um quadro benigno autolimitado. A forma moderada
apresenta além da febre e cefaleia outros sintomas como, mialgias, mal-estar, dor
lombossacral, congestédo conjuntival, rubor facial e do pescoco, artralgias, nauseas em
geral sem vomitos, adinamia e astenia. Estes quadros evoluem de forma satisfatéria
entre dois e quadro dias e, junto com os casos leves, representam 90% das ocorréncias
gue, no entanto, tendem a ndo serem detectados.
Os quadros amarilicos graves apresentam além de um ou mais sintomas das
formas anteriores, hematémese (vOmitos hemorragicos), febre elevada (39 a 40° C),
mialgias generalizadas, ictericias, elevacado das bilirrubinas (especialmente a bil.
direta) e das transaminases (decorrentes de necrose dos tecidos hepaticos), oliguria
e elevacdo da creatinina (decorrentes da insuficiéncia renal) que conduzem para
hospitalizagdo. A forma maligna € caracterizada pela intensificagdo dos sintomas

anteriores e é considerada uma emergéncia medica e apresenta outras formas de
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hemorragias, como melena, epistaxe, gengivorragia, otorragia, urorragia e metrorragia
com volumes consideraveis de sangue. A letalidade destes quadros pode superar 0s
50%.

1.1.7 Profilaxia

A FA é uma doenga imunoprevenivel, utilizando-se uma vacina de virus
atenuado da cepa 17DD que confere imunidade entre 95% a 99% dos vacinados acima
de nove meses de idade. Desde 2013 a OMS recomenda uma Unica dose com mais
85% de persisténcia de anticorpos neutralizantes por toda a vida. Esse modelo foi
adotado pelo Brasil em 2017, anteriormente o Brasil promovia um refor¢o da vacina a
cada 10 anos. Antes da epidemia de 2016/2017 a area de recomendacéo do Brasil se
restringia a regido amazonica, centro-oeste e parte oeste dos estados da Bahia, S&o
Paulo e da regido sul. Com a epidemia, a area de recomendacdo da vacina foi
ampliada progressivamente e, atualmente, é recomendada para todo o territério
nacional.

Na epidemia de 2017/2018, com o virus da febre amarela disseminando em
municipios de grande quantitativo populacional e de baixa cobertura vacinal, devida a
nao recomendacé&o de vacina, a demanda por vacina superava a quantidade de doses
de vacinas disponiveis. Neste contexto o Brasil utilizou dose fracionada em Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Bahia?.

No ciclo de transmisséo urbana, o controle vetorial do Aedes aegypti é medida
preventiva complementar a vacinacao, que é a medida de profilaxia da FA.

Os dados de cobertura vacinal séo informag¢des importantes para o processo
de decisdo relacionados a medidas de protecdo de populacbes expostas ao risco de
transmissdo da doenca®. Em geral, quando se trata de vacinacdo, busca-se o
atingimento da imunidade de rebanho que, segundo o Guia de Vigilancia
Epidemiolégica, € a resisténcia de um grupo ou populagdo a introducdo e
disseminacédo de um agente infeccioso baseada na elevada proporcéo de individuos
imunes entre 0s membros desse grupo ou populacédo, e na uniforme distribuicao
desses individuos imunes?. Contudo, no caso da Febre Amarela, devido o ciclo de
transmissao silvestre, torna-se inviavel obtencéo de imunidade de rebanho.

Assim, no caso de Febre Amarela, € importante o atingimento de cem por cento
de cobertura vacinal em area com recomendacao de vacina (ACRV). A delimitacéo

dessa area leva em conta evidéncias da circulacdo viral, ecossistemas (bacias
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hidrograficas, vegetacdo), corredores ecoldgicos, transito de pessoas, trafico de
animais silvestres e critérios de ordem operacional e organizacao da rede de servicos
de saude, que facilitem procedimentos operacionais e logisticos nos municipios
(BRASIL, 2009, Caderno 9). As éareas sem circulacdo de virus amarilico e, por
consequéncia, sem risco de transmisséo, sdo denominadas area sem recomendagéo
de vacina (ASRV). Nessas areas ressalta-se a necessidade de vigilancia de casos de
epizootia, visto que esses precedem casos na populacdo humana e servem de
indicadores para o risco de transmissédo, podendo indicar regibes onde se deve
monitorar a cobertura vacinal e realizar campanha de vacinagcdo. Como se observa
na figura 4, a partir da epidemia de 2016/2017, a deteccdo da circulacdo do virus
amarilico em areas anteriormente sem ocorréncia do ciclo silvestre levou a ampliacao
das ACRV.

Figura 4: Distribuigcdo dos municipios com casos humanos e/ou epizootias em PNH confirmados durante

reemergéncia extra-Amazoénica da febre amarela, por periodo de monitoramento (julho a junho),

2014/2015 a 2019/2020, Brasil e classificacao dos municipios segundo recomendacao de vacina.
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o 2017/2018 o 2018/2019 ® 2019/2020 [ ACrv

Fonte: CGARB / DEIDT / SVS / MS
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1.1.8 Estratégia de eliminacdo das Epidemias de Febre Amarela

A Estratégia de eliminagéo das Epidemias de Febre Amarela (EYE, sigla em inglés) é
uma estratégia abrangente e de longo prazo construida sobre as licbes aprendidas, que
visa acabar com a epidemia de febre amarela até 2026 e consiste em trés objetivos
estratégicos: (i) proteger populagdes em risco; (ii) prevenir a propagacgéo internacional,
(1) conter os surtos rapidamente®. Para iSso se promove 0 acesso a vacina e o
fortalecimento do Regulamento Sanitério Internacional.

A estratégia EYE foi aprovada na 672 sessao do comité regional da OMS para
a Africa e pelo Grupo Consultivo Técnico Regional de Imunizacio (RITAG, sigla em
inglés) da Organizacao Pan-americana da Saude (OPAS) em 2017.

A Organizacao Pan-Americana da Saude, desde sua criagdo em 1902, com o
nome de Oficina Sanitaria Internacional das RepuUblicas Americanas, coopera
tecnicamente para eliminacdo da febre amarela e logrou a eliminagédo da Febre
Amarela Urbana em 19420, No entanto, nem todos os paises das Américas lograram
a erradicacao do Aedes aegypti e atualmente esse vetor € amplamente distribuido na
regido das américas.

Este trabalho justifica-se devido ao relativo enfraguecimento do papel da
Organizacao Mundial de Saude (OMS) na coordenacéo internacional dos esfor¢os do
ponto de vista politico frente as epidemias, tais como a COVID-19, diminuindo tanto o
espirito solidario entre as Nacdes com o enfoque multilateral necessario para
resposta, materializado pela retirada do financiamento da OMS por parte de nagdes
poderosas. Ainda com maior importancia, o enfraquecimento da resposta a epidemia
de Febre Amarela em curso no Brasil que continua mantendo altas taxas de
transmissao em PNH na regido Sul do Brasil e se deslocando em direcdo ao Paraguai

e a Argentina.
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2- OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL:

Descrever a cooperacdo da OPAS no enfrentamento da epidemia de Febre
Amarela do Brasil dos anos 2016 a 2018.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Descrever a cooperacao da OPAS frente a epidemia de Febre Amarela no
Brasil nos anos de 2016 a 2018;
e Descrever a evolugao/histérico da OPAS/OMS e seu funcionamento;
e Apresentar os trabalhos de Vigilancia Gendmica da Febre Amarela apoiados

pela OPAS como exemplos de cooperacao técnica;
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3- METODO:

Trata-se de uma revisao narrativa sobre a atuacdo da OPAS na resposta da
epidemia de febre amarelal’- com o objetivo de contribuir com as acdes desta
Organizacéao na colaboracdo com o MS na resposta as emergéncias de saude publica.
O recorte da revisdo narrativa foi a epidemia de febre amarela no Brasil para os anos
de 2016 a 2020, priorizando os dados oficiais do Ministério da Saude do Brasil e da
OPAS, incluido os boletins epidemioldgicos, alertas epidemioldgicos, guias e manuais
editados e reeditados no periodo e os artigos cientificos com autoria ou coautoria dos
gestores da OPAS e do Ministério da Saude. As andlises criticas das acfes de
cooperacao foram pessoais.

Incorporando a apresentacdo do resultado das pesquisas envolvendo a
vigilancia genémica, dois artigos ilustram no interior de seus textos o detalhamento
das metodologias utilizadas para apresentar a estratégia de vigilancia com a finalidade
de datacdo genética da epidemia, bem como a caracterizagdo da transmissao silvestre

da doenca.

3.5 Consideracées Eticas:
Este estudo respeita os principios da ética em pesquisa e ndo envolve seres
humanos, estando em conformidade com a Resolucdo numero 466, de 12 de

dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude.

4- REVISAO BIBLIOGRAFICA:

4.1 Vigilancia Epidemioldgica

As acbes de vigilancia epidemioldgica no Brasil estdo normatizadas por meio de
alguns instrumentos legais, que estabeleceram a organizacdo do SUS. A atual
legislacdo que normatiza os sistemas e os subsistemas do Sistema Unico de Salde é a
Portaria de Consolidacdo do Gabinete do Ministro do Ministério da Saude N° 4, de 28
de setembro de 2017. Seu anexo Il capitulo I, com origem na Portaria GM/MS n° 1.378,
9 de julho de 2013, “regulamenta as responsabilidades e define diretrizes para execucéo
e financiamento das a¢fes de Vigilancia em Saude pela Unido, Estados, Distrito Federal
e Municipios, relativos ao Sistema Nacional de Vigilancia em Saude e Sistema Nacional

de Vigilancia Sanitaria”.
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A portaria conceitua vigilancia em saude como “um processo continuo e
sistematico de coleta, consolidacdo, analise e disseminacdo de dados sobre eventos
relacionados a saude, visando o planejamento e a implementacdo de medidas de
saude publica para a protecdo da saude da populacdo, a prevencao e controle de
agravos e doengas, bem como a promog¢ao da saude”.

A portaria de consolidacdo, em seu anexo V - Capitulo I, com origem na Portaria
GM/MS n° 204 de 17 de fevereiro de 2016, define a Lista Nacional de Notificacdo
Compulséria (LNNC) de doencgas, agravos e eventos de salde publica nos servigcos
de saude publicos e privados em todo o territério nacional, considerando a Lei n°®
6.259, de 30 de outubro de 1975, que dispde “sobre a organizagao das acdes de
Vigilancia Epidemiolégica, sobre o Programa Nacional de Imunizacfes, estabelece
normas relativas a notificacdo compulséria de doencgas, e da outras providéncias” e
considerando sua regulamentacéo pelo Decreto 78.231/76.

Duas definicdes fundamentais relacionadas ao processo de notificacdo de
doencas séo descritas na portaria. A primeira diz respeito ao evento de saude publica
(ESP) descrito como uma, “situagdo que pode constituir potencial ameaca a saude
publica, como a ocorréncia de surto ou epidemia, doenca ou agravo de causa
desconhecida, alteracdo no padrdo clinico-epidemiologico das doencas conhecidas,
considerando o potencial de disseminacao, a magnitude, a gravidade, a severidade, a
transcendéncia e a vulnerabilidade, bem como epizootias ou agravos decorrentes de
desastres ou acidentes”. A segunda se refere a descri¢cdo de notificacdo compulsoéria
como uma “comunicacgao obrigatéria a autoridade de saude, realizada pelos médicos,
profissionais de salde ou responsaveis pelos estabelecimentos de saude, publicos ou
privados, sobre a ocorréncia de suspeita ou confirmacéo de doenca, agravo ou evento
de saude publica, descritos no Anexo 1 do Anexo V, podendo ser imediata ou
semanal”.

A notificacdo compulsoria tem duas categorias. A notificagdo compulsoria imediata
(NCI), em até 24 horas, e a notificagcdo compulséria semanal (NCS). No contexto deste
trabalho, temos como de NCI os eventos adversos graves ou 0Obitos pds-vacinacao,
0s casos de Febre Amarela e a morte de primatas ndao humanos, considerada um
ESP.
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A coleta de dados das notificacBes € feita de forma passiva e sistematica pelo
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagcdo (SINAN). A regulacdo das
atividades da vigilancia epidemiolégica com relacdo a coleta, fluxo e a periodicidade
de envio de dados da notificacdo compulséria de doencas por meio do SINAN foi
estabelecida pela Instrugdo Normativa N° 2, de 22 de novembro de 2005.

Um aspecto importante, considerado um incentivo para a utilizagdo do SINAN
pelas SES e SMS, foi 0 estabelecimento de parametros de regularidade vinculados a
manutencdo do repasse de recursos do Piso Fixo de Vigilancia em Saude (PFVS) e
do Piso Variavel de Vigilancia em Saude (PVVS) do Bloco de Vigilancia em Saude,
consideradas fontes financeiras de recursos federais fundamentais para o
funcionamento dos sistemas de vigilancias. O ndo cumprimento dos parametros de
regularidade pelas SMS, no caso 8 semanas consecutivas sem envio de informacao
para as SES e de dois meses do Distrito Federal para o MS, ocasiona penalidades
como por exemplo o cancelamento dos repasses dos recursos financeiros. Embora se
considere esta medida um avanco, ela traz uma limitagéo para o sistema de vigilancia
epidemioldgica, uma vez que ao mesmo tempo que fortalece o uso do SINAN,
contradiz com os tempos estipulados para a notificagdo compulséria imediata.

O SINAN tem como instrumentos de coleta de dados dos casos notificados dois
formularios padronizados: a Ficha Individual de Notificacdo (FIN), (ANEXO 1), que é
preenchida pelas unidades assistenciais para cada paciente quando h& suspeita ou
confirmacdo da ocorréncia de problema de saude de notificacdo compulsoria,
conforme estabelecido na Portaria GM/MS n° 204 de 17 de fevereiro de 2016 (ou de
interesse nacional, estadual e municipal); e a Ficha Individual de Investigacéo (Fll), que
€ um roteiro de investigacdo preenchida pelos Servicos Municipais de Vigilancia ou
Unidades de Saude capacitadas para a realizacéo da investigacao epidemioldgica.

A FIN contém as variaveis de interesse para vigilancia epidemiolégica, comolocal
provavel de infeccao, classificacdo dos casos, critério de confirmacao dos casos, data
de inicio dos sintomas, dentre outras, que apoiam a caracterizacao de Pessoa, Tempo
e Lugar, além de outros indicadores epidemiol6gicos e operacionais que permitem a

vigilancia epidemioldgica exercer suas competéncias e alcancar seus objetivos.
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4.1.1 Vigilancia de Febre Amarela

Os objetivos da vigilancia epidemiologica da Febre Amarela sao reduzir a
incidéncia de Febre Amarela silvestre, impedir a transmissdo urbana e detectar
oportunamente a transmisséao viral para orientar as medidas de controle 8. Para atingir
seus objetivos a Vigilancia de Febre Amarela monitora de forma sistemética no SINAN
0s casos de Febre Amarela em Humanos (ANEXO 1) e em Primatas Nao-Humanos
(epizootias) (ANEXO 2), bem como via Sistema de Informacdo da Vigilancia de
Eventos Adversos Pdés-Vacinagdo (SIEAPV) os Eventos Pds-Vacinagcdo da febre
amarela (ANEXO 4). De forma nao sistemética porem complementar se promove a
Vigilancia de Primatas de vida livre (ANEXO 5) e Investigacdo entomolégica (ANEXO
6).

Os casos humanos suspeitos de febre amarela sdo notificados pela “ficha de
notificacao/investigagdo de febre amarela” no SINAN (ANEXO 1). A ficha de
notificacdo/investigacdo de febre amarela coleta informacdes além dos tradicionais
dados gerais da notificacéo (tipo de notificacdo, doenca, data da notificacdo, local de
notificacédo etc.), dados do individuo (idade, sexo, raca, escolaridade etc.), dados de
residéncia, dados clinicos, dados laboratoriais. A ficha também coleta dados de
antecedentes epidemiolégicos, como ocorréncia de epizootias, isolamento de virus
em mosquito, presenca de mosquito Aedes aegypti e vacinacao e para conclusao do
caso coleta informacéo de classificacédo do ciclo de transmisséo (silvestre ou urbano)
e as atividades desenvolvidas no local provavel de infeccéo (trabalho, turismo ou
lazer).

Essas informacdes da ficha de notificacdo sdo suficientes para descrever a
doenca, varios de seus determinantes e nortear acdes de prevenc¢ao, como populacéo
alvo de campanhas vacinais e avaliacdo de risco de reurbanizacgéao.

E possivel exemplificar a atuacéo da vigilancia na epidemia de 2016 a 2020,
pela deteccdo de casos de febre amarela em areas anteriormente consideradas sem
risco, como os estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo e o leste do estado de Séo
Paulo. Esta deteccao feita pela vigilancia deu subsidios para a ampliacdo da area de

recomendacao de vacina no territério nacional.
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4.1.2 Vigilancia das Epizootias

A vigilancia das epizootias objetiva detectar de forma antecipada a ocorréncia da
circulacdo de doencas em animais silvestres antes que acometam humanos. Para
vigilancia da febre amarela, as epizootias sao eventos sentinelas que demostram a
circulacdo do virus amarilico no territério e funcionam como alerta para acbes de
prevencao e controle da doenca. Uma vez que o ciclo de transmissao da doenca se
mantém natural e exclusivamente de forma silvestre, principalmente apds a eliminacéo
do Aedes aegypti das Américas em 1942. Mesmo com a reinfestagdo do Aedes
aegypti e sua ampla distribuicdo no territério ndo tém ocorrido epidemias de febre
amarela urbana expressivas, nem a manutencao do ciclo urbano no Brasil.

A notificacdo compulsoria das epizootias é uma das fortalezas da vigilancia da
febre amarela e se da de forma oficial pela “ficha de notificagao de epizootia” no SINAN
(ANEXO 2), ndo sendo especifica para detecgcdo de PNH nem voltada unicamente
para Febre Amarela. E importante ressaltar que outras epizootias também sdo de
grande importancia para Saude publica, como a epizootia de equinos tem significativo
valor para a vigilancia epidemiolégica das encefalites, das aves para a febre do nilo
ocidental e para influenza e dos morcegos e caninos que tem importante papel na
vigilancia da raiva. Cabe esclarecer que uma unica notificacdo de epizootia pode se
referir a varios animais doentes e/ou mortos que estejam envolvidos ho mesmo
evento.

Com o intuito de qualificar a vigilancia das epizootias em PNH para vigilancia da
Febre Amarela é realizado um detalhamento das epizootias de PNH na “ficha de
achados clinicos e coleta de amostras/necropsia” (ANEXO 4), ndo incorporado ao
SINAN. Esse instrumento apresenta de forma detalhadas caracteristicas do animal e
do local onde o animal adoeceu ou morreu, como a espécie, a idade, o bioma, o tipo
de localidade etc.

Ainda como instrumento de vigilancia das epizootias coordenado pelo Centro de
Informacdo em Saude Silvestre (CISS) da Fiocruz (que desenvolveu e gerencia o
Sistema de Informacdo em Saude Silvestre (SISS-Geo). Esse sistema € a plataforma
computacional criada num conceito de vigilancia participativa dos cidaddos, de
agentes de saulde, de agentes ambientais e agentes agropecuarios para gerar

modelos de alerta de ocorréncias de agravos na fauna silvestre (figura 3).
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A vigilancia das epizootias se mostrou de grande valia no processo epidémico de
2016 a 2018, uma vez que sua deteccdo ocorreu aproximadamente 1 més antes dos
casos humanos, cumprindo com sua funcdo de iniciar as acdes de prevencao e
controle de casos em humanos (Figura 1).

A Vigilancia de PNH também detectou epizootias de primatas do género Callithrix
durante a epidemia de 2016/2017 e 2017/2018, porém, apesar das biopsias
apontarem para mortes por outras causas, foi identificado a presenca do virus
amarilico em uma fracdo destes Calithrix. Desta forma, apesar das epizootias de
Calithrix ndo terem sido causadas por febre amarela, foram suficientes para identificar
a presenca do virus em PNH e confirmou a presenca do virus no leste Baiano, uma
area até entdo sem recomendacdo de febre amarela e apos esses achados

imediatamente incluida como area de recomendacéo de vacina.'®.
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Figura 3: Fluxo de funcionamento do Sistema de Informagédo em Salde Silvestre (SISS-Geo).
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4.1.3 Vigilancia de Eventos Adversos Pds-Vacinacao

Avacina de febre amarela, apesar de ser considerada uma vacina segura, € uma
vacina de virus atenuado produzida em embribes de galinha e tem o risco de gerar
alergias, doenca neuroldgica aguda associada a vacina e doenga viscerotrépica.
Desta forma a vacina € um dos objetos do Sistema de Informacé&o da Vigilancia de
Eventos Adversos Pds-Vacinacao (SIEAPV), sendo que os Eventos Pds-Vacinacéo
da febre amarela sdo monitorados pelo “formulario para notificagdo/investigacao de
eventos poés-vacinacdo associados ao uso de Vacina, Soro ou imunoglobulina®
(ANEXO 4).

Os dados levantados no SIEAPV permitem caracterizar a pessoa vacinada
(incluindo histérico patoldgico pregresso), a vacina (Data, lote, fabricante, nimero da
dose etc), antecedentes epidemioldgicos, caracterizacdo do evento adverso poés-
vacinal, informacdes clinicas, laboratoriais e erros programaticos.

Na epidemia de 2017/2018, 0,007% (1.942 doses) das vacinas apresentaram
algum Evento Adverso Pés-Vacinal, sendo 513 Eventos Graves?.

4.1.4 Vigilancia Entomologica

A vigilancia entomolodgica se da principalmente de forma passiva, chamada
de investigagdo entomologica, em contraste a vigilancia ativa, chamada de
monitoramento entomoldgico. Orienta-se a realizacado da investigacdo entomoldgica
no local provavel de infec¢cdo dos casos humanos e das epizootias no local onde o
animal foi encontrado morto ou doente.

Para orientar a investigacao entomoldgica existe a “ficha de investigacao
entomoldgica da febre amarela” (Anexo 6). A ficha nao esta incorporada ao SINAN
e seus dados permitem caracterizar o motivo da coleta, definir o local, os horarios
de maior atividade dos vetores, 0 método de coleta, a modalidade (Solo ou copa
das arvores) e dados climaticos. Os dados estratificados de espécies e infec¢do sao
levantados em laboratorio e ndo é sistematizada sua forma de coleta.

Para a epidemia de 2016 a 2018 a vigilancia entomoldgica teve papel

importante na classificacéo do ciclo de transmissdao como silvestre.

Outro grande fruto da vigilancia entomolégica foi a deteccao, pelo Instituto Evandro

Chagas da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, do virus da



Febre Amarela em mosquitos Aedes albopictus, em Minas Gerais, que ja tinham sua
competéncia vetorial comprovada e alertada como o vetor capaz de fazer a ponte
entre transmissao silvestre e urbana, ampliando o risco real de reurbanizacdo da
Febre.

4.2 Epidemias / Emergéncia de Saude Publica
Historico das epidemias:

Em virtude das condi¢des sanitarias das cidades e do desconhecimento da
etiologia das doencas infecciosas, grandes epidemias assolaram as nac¢fes no
passado, dizimando suas populacdes, limitando o crescimento demografico e
mudando, muitas vezes, o curso da histéria. Tais epidemias foram genericamente
rotuladas de peste, embora muitas delas ndo tenham sido causadas pelo bacilo da
peste (Yersinia pestis) e fossem, provavelmente, epidemias de variola, tifo
exantematico, célera, malaria ou febre tifoide.2°

Sem pretender atestar os fatos narrados na antiguidade, mas mostrando alguns
exemplos antigos de como eram retratadas as epidemias, faremos a descricao de
alguns relatos significativos que moldaram a cultura ocidental (Judaico-cristéa e Greco-
Romana).

Longe de esgotar o tema da histdria das epidemias e consciente de nao relatar
significativas epidemias como a de Atenas de 428 a.C., a peste Justiniana que assolou
o império bizantino em 542, nem diversas epidemias dos séculos XVII, XVIII, XIX e
XIX?1, que marcaram a humanidade, vamos fazer um breve itinerario por algumas
epidemias que nos conduzirdo ao entendimento da construcdo do Regulamento
Sanitario Internacional.

Inicialmente serdo descritas algumas epidemias da antiguidade (entre o século XII

a.C. e V a.C.), marcadas pela conexdo atribuida a acao divina. Em seguida, seréao
abordadas a peste negra, que caracteriza de forma singular as epidemias do periodo
medieval, e a cOlera em Londres, no inicio da Idade Contemporanea.

A estrutura de apresentacao € uma breve descricdo do relato, seguido da doenca
apresentada no texto e uma hipotese diagnéstica atual de interpretagcdo do autor, e
segundo o texto, o agente causador atribuido pelo autor do proprio relato, as pessoas
afetadas (pessoa), o periodo (tempo) e lugar de ocorréncia, as medidas sanitarias

adotadas, as relagdes internacionais envolvidas e alguns conceitos que perduraram



até a atualidade. A tabela 2 traz um resumo dessa caracterizacao.

Deve-se considerar que na antiguidade o componente divino é o que explicava as
relacdes invisiveis do processo saude-doenca, bem como os relatos tinham um cunho
moral em favor dos costumes culturais do povo protagonista na narrativa. Outra
consideracao importante € que muitos dos textos antigos sao de carater religioso onde 0
objetivo € mostrar o poder de sua divindade tanto sobre o homem, como sobre 0 ambiente
e sobre outros Deuses. No entanto, € possivel retirar dos relatos antigos ideias e
conceitos importantes que se mantiveram até os dias presentes, como doencas nao
apenas atingindo um individuo mas uma populacéo, ou seja, “epidemias” como fator
devastador da economia e da ordem social, rituais e medidas para mitigacdo das
“epidemias”, grupos especificos de pessoas/profissionais responsaveis para lidar com a
doenca, distribuicdo da doenca nas populacbes, de acordo com caracteristicas

especificas, como maus costumes e etnias.
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Tabela 2. Caracterizacio de alguns eventos de epidemias e emergéncias de satuide publica.

10 Pragas do Egito Filisteus e a peste Peste de Xerxes Roma (Século V a.C.) Peste Negra Londres (Célera)
Doenca ulceras seguidas de morte | morte, tumores pragas, disenteria e | fome e peste Peste bubdnica Célera

de primogénitos e morte bolhosos morte

de todos os rebanhos
Hipétese uma possibilidade é poderia ser a peste possivel se tratar possivel que se refira a

diagnostico

gastroenterite ou a febre
tifoide.

bubonica.

da Shigelose ou
Disenteria Bacilar.

Malaria

Agente acdo divina com ligagdoa | agdo divina vinculada | fome, ma Coélera dos deuses. 0 ar e o contato com Agua contaminada de
Causador acumulo de rds mortas e a arca da alianga. alimentacdo, falta doentes fonte especifica por
infestagcdo de moscas Possivel associagao de 4gua e ingestdo saida de esgoto.
com os ratos de aguas
inapropriadas e
exaustdo fisica.
Pessoa ou Populagio egipcia e Os filisteus e os | Militares persas. Romanos e territorios Toda populagdo Populagdo que
populacgdes animais hebreus de Bete- vizinhos europeia e partes do consumiam agua
afetadas Semes norte da Africa e Asia contaminada.
central.
Tempo Século 12 a.c. segunda metade do setembro de 480 492 a433a.C. 1333a1351 1849
século IX a.C,, a.c,, duracdo de 45
duracio de 7 meses dias.
Lugar Antigo Egito Oriente médio Grécia, antiga. Roma, e arredores Eurdasia e norte da Africa | Londres, Inglaterra
Medidas Oracdes, para controlar as | Devolucdo daarcada | Retirar os Convocagdo de sacerdotes, Medidas de prevengao, interdicdo da fonte
sanitarias ulceras e morte de alianca, envio de | enfermosdamacha | consulta a livros proféticos e uso de equipamentos de | propagadora,
animais, e ritual oferendas e adogdes e deixa-los com construgao de templo ao Deus | protegao, comunicac¢do da
envolvendo dieta de medidas para | recomendacdo de Grego Apollo. distanciamento social, populacao e adogdo
especifica e aspersdo de cuidado da arca. serem cuidados. quarentena, alimentacdo | medidas para consumo
sangue nas casas. especifica para doentes, | seguro de 4guae
saneamento ambiental. alimentos
Relacbes Conflito entre egipcios e Xenofobia devido a Estigmatizacdo de Promogao de conflitos entre Devastacgdo de cidades, impactos econdmicos
Internacionais | hebreus, sendo os associagdo da peste populagdo povos e reordenamento reinos e da producio, producdo industrial e
hebreus associados as com objeto sagrado estrangeira economico. Reordenamento comércio maritimo.
pragas e expulsos das de outro povo associado a habitos social/religiosa.
terras egipcias. alimentares.
Conceitos Profissionais especificos Existéncia de uma Associagdo de Epidemia causa um estado de Fontes de transmissao

ainda atuais

para tratar a epidemia
(sacerdotes e magos).
Ideia de heterogeneidade
na transmissao na
populagio. Existéncia de
medidas de controle a
doenga.

fonte de
contaminacgdo da
doenga e
determinacdo de
grupo especifico de
profissionais para
tratar com a fonte
infecciosa.

doenga ama
alimentacdo e
privacdo de
descanso.

excecao, diminui¢ao de
direitos da populagdo e de
mudanca nas leis no periodo
de epidemia. As epidemias nao
afetam apenas a situagdo de
saude mais a situagdo politica e
econdmica. Adoenca pode
afligir todas povos e classes.

das
distribuicdo
heterogenia da doenga,
Medigao de risco,
caracterizagao em
pessoa, tempo e lugar,
definicdo de medida de
controle.

doengas,
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4.2.1. Epidemias da antiguidade

10 Pragas do Egito®

“Yahweh disse...eu estenderei minha méo sobre o Egito”. (Exodo 7,4)

Descricéo: O relato é retirado dos livros biblicos de Exodo capitulos 7 a 12 e dos
Salmos 78 e 105. Temos que o0 povo hebreu estava como escravo do povo egipcio e
€ instruido pelo seu Deus, Yahweh, a pedir ao Fara6 que o liberte e como forma de
persuasao informar que se ele néo for liberto o Deus realizaria um “Golpe sobre o
Egito”. Esse golpe sdo as pragas. Neste sentido, existiam pragas que seriam 0S
desastres, a contaminacdo das aguas, as chuvas de granizo muito intensas e uma
escuridao por 3 dias; outras pragas envolviam a infestacao de animais, ras, piolhos ou
mosquitos (dependendo da traducéo), moscas e gafanhotos e, por fim, ocorreriam as
doencas que seriam uma zoonose que mataria os rebanhos de ruminantes, Ulceras
em toda a populacédo egipcia e a ultima uma doenca letal que mataria 0os primogénitos
dos Egipcios, tanto primogénitos dos humanos como dos animais.

Para interromper as pragas seriam realizadas oracGes pelo lider religioso dos
israelitas, Moisés, e para nao ser afetada pela doenca que mataria os primogénitos os
israelitas realizariam um ritual, a Pascoa. Essa, resumidamente, consistia na
alimentacdo de um cordeiro, de paes sem fermento e ervas amargas, bem como a
marcacao das casas com o sangue do cordeiro. As demais pragas nao atingiriam o
povo ou a regido habitada pelos hebreus. ApGs as pragas, 0s egipcios ajudariam 0s
hebreus a sairem de suas terras com a doacgéo de prata e ouro.

Doenca: ulceras seguidas de morte de primogénitos e morte de todos os rebanhos

Hipotese diagndstica: Por ocorrer apds desequilibrio ambiental, com infestacédo de

outros insetos e moscas e provocar Ulceras, uma possibilidade é gastroenterite ou a
febre tifoide.

Agente Causador: atribuido a acéo divina com ligacdo a acimulo de rds mortas e

infestacdo de moscas.

Pessoa ou populacdes afetadas: Populacéo egipcia e animais.

Tempo: Inicio no primeiro trimestre de algum ano do Periodo de Ramsés |l

(aproximadamente 1250 a.c.), final da epidemia em mar¢co do mesmo ano.

Lugar: Todo o Egito com excecéao do territério de Gessen (habitado pelo povo Hebreu).

Medidas sanitarias: para controlar as Ulceras e morte de animais, eram realizadas




oracdes por pessoa determinada (Moisés) e para evitar a morte de primogénitos, ritual
envolvendo dieta especifica e aspersao de sangue de cordeiro nas casas. Retirada do
povo hebreu do territério egipcio com doacédo de prata e ouro.

Relacdes Internacionais: Conflito entre 0 povo dominante (egipcios) e povo oprimido

(hebreus), sendo os hebreus associados as pragas e expulsos das terras egipcias.

Conceitos ainda atuais: Contar com profissionais especificos para tratar a epidemia,

no caso sacerdotes e magos. Ildeia de heterogeneidade na transmissdo com a
epidemia afetando parcela da populacdo, de acordo com caracteristicas especificas.
Existéncia de medidas de controle para controlar a doenca.

Filisteus e a peste3*

"A mao do Senhor veio contra aquela cidade e houve um grande panico; pois feriu aos
homens daquela cidade, desde o pequeno até ao grande e lhe sairam tumores”. (1
Samuel 5,9)

Descricdo: Os Filisteus levaram a arca da alianca e comegam a morrer e serem
assolados por tumores bolhosos??. Associam os ferimentos a atuacdo do Deus dos
Israelitas e resolvem levar a arca para outras cidades a fim de diminuir a influéncia do
Deus Yahweh. No entanto, todas as cidades que recebem a arca sofrem a epidemia.
Os filisteus convocam sacerdotes e adivinhadores para decidirem o que fariam com a
arca. Esses definem que devem mandar a arca de volta para os israelitas com uma
oferenda em ouro em forma de bolhas e de ratos em numero de 5, um para cada
principe dos filisteus. Os filisteus relatam que o Egito tinha sofrido as pestes associadas
ao povo hebreu. A arca foi enviada por vacas e sem a conducéo de ninguém, com 0s
principes observando de longe a direcdo que as vacas levariam a arca. A Arca chega
ao territorio israelita de Bete-Semes, € retirada pelos levitas e o povo sofre da
epidemia e solicita que os israelitas de Quiriate-Jearim levem a arca.

Doenca: morte, tumores bolhosos

Hipétese diagnostica: Por se caracterizar por feridas bolhosas e ter uma associacao

com ratos poderia ser a peste bubbnica.

Agente causador: a mao de Deus vinculado a arca da aliancga; existe uma associacao

com os ratos, uma vez que ratos de ouro fazem parte da oferenda.
Pessoa: Os filisteus e os hebreus de Bete-Semes

Tempo: segunda metade do século IX a.C., duragéo de 7 meses
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Lugar: Asdode, Gate, Ecrom, Bete-Semes.

Medida sanitéria:

- Mudar a arca da alianca de cidade;

- Devolver a arca com ofertas para o povo hebreu

- Enviar oferendas

- Levar a arca sem nenhuma pessoa conduzindo

- Restringir o contato com a arca a pessoas preparadas, no caso os Levitas.

Relacao internacional:

- Tracos de xenofobia, pela associacdo da peste com objeto sagrado de outro povo,
bem como associagdo do povo causador da epidemia com outras pestes.
Conceito ainda atual: Existéncia de uma fonte de contaminacgéo que leva a doenca e

determinacao de grupo especifico de profissionais para tratar com a fonte infecciosa.

Peste de Xerxes (480 a.C)°
“Além disso, uma praga e disenteria destruia o exército ao longo do caminho”.

(Historias 8, Herddoto)

Descricdo: Escrito com algum método de pesquisa pelo pai da Historia, Her6todo, na
oitava subdivisédo de seu livro Historias, partindo da escuta das coisas contadas, da
observacédo dos eventos e de um julgamento das observacdes escutadas e analisadas
o autor faz o seu relato, também realizado pelo historiador romano do século 1l d.C.
Marcus lunianus lustinus, em Historiae Philippicae 2.13.8-12.

O rei persa Xerxes |, O Grande, Filho de Dariu, ap6s grande derrota percorre com
suas tropas de Marddnio na Tessalia até Helesponto em 45 dias, metade do tempo que
levou para realizar o percurso inverso. Neste itinerario houve grande privacao de
alimento, comendo tudo o que encontrasse pelo caminho, incluindo capim, folhas e
casca das arvores domesticas e silvestres e que tomaram diversos tipos de aguas que
os levaram a morte. As tropas sofrem uma praga e disenteria, e sdo abandonados os
doentes em Tessalia, Siris de Paidnis e na Macedo6nia, com recomenda¢do de
cuidados. Relata-se que eram tantos cadaveres que as estradas ficaram cheias de
cadaveres e 0 que restou do exército de Xerxes era acompanhado de aves e outros
animais de rapina.

Doenca: pragas, disenteria e morte
Hipotese diagndstica: Por ter uma alusdo a ma alimentacdo e expressar diretamente
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a disenteria é possivel se tratar da Shigelose, Disenteria Bacilar entre outras.

Agente causador: fome, ma alimentacao, falta de agua e ingestédo de aguas

inapropriadas e exaustao fisica.

Pessoa: Militares persas.

Tempo: Més de setembro de 480 a.C. com duracao de 45
dias.

Lugar: Grécia, entre Marddnio na Tessalia até de Helesponto.

Medidas sanitérias: Retirar os enfermos da marcha e deixa-los com recomendacéo de
serem cuidados.

Relacdo Internacional: Povo invasor (Persa) é alvo de pragas e disenteria associado

a comportamento alimentar, ligado a medo de ser capturado pelo povo vitorioso
(Grego).

Conceitos atuais: Associacdo de doenca a ma alimentacéo e privacdo de descanso.

Roma (436-433 a.C.)?3
“Os campos foram devastados e Roma esvaziada pelas sucessivas mortes”. (Tito

Livio)

Descricdo: Segundo o escrito de Tito Livio, Ab Urbe Condita, que narra a historia de
Roma, sucessivas epidemias assolam Roma e os territérios vizinhos. Muitas das
epidemias ocorreram em areas pantanosas.

Entre 492 e 491 a.C. Roma teme ser invadida pelos Volcos, o que nao ocorre devido
a uma grande peste no territorio dos Volcos. A fim de se proteger, Roma aumenta o
namero de colonos de Velitras e cria uma nova colénia em Norba, cidade fronteirica
ao territério Volco. E, em Roma, Coriolano tenta suprimir direito dos plebeus
decorrente de falta de graos.

No periodo de 476 e 475 a.C ha o relado de que os romanos séo impedidos de ajudar
0s seus aliados latinos e hérnicos contra os invasores Aequi e Volcos, devido a uma
grande peste causada por célera dos deuses.

Em 462 a.C., aproveitando de uma epidemia que mata dois consules, se tenta aprovar
um projeto de lei para limitar poderes dos consules, o que n&o € aprovado por forte
discordancia do prefeito de Roma, ja que esse projeto favoreceria uma invasédo dos
Volcos. A tentativa € considerada um ataque a Republica.

Entre 453 a 452 a.C. é relatada a morte de rebanhos e pessoas, incluindo algumas
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autoridades. Os inimigos evitam atacar Roma fragilizada pela peste. Neste periodo
os conflitos entre faccbes internas na Cidade de Ardeia sdo piores que qualquer
guerra do estrangeiro, fome ou praga.

Em 437 a.C. Roma esta sofrendo de peste e fome, atacada pelos povos vizinhos e séo
convocados sacerdotes que realizam rituais.

Entre 433 a 432 a.C. uma epidemia assola animais e populacdo e os romanos tém
gue buscar trigo no estrangeiro. Para aplacar a epidemia, os sacerdotes consultam
livros proféticos e aconselham a dedicacdo de um templo ao Deus grego Apolo.
Ocorre ainterrupgdo de assembleias e aprovacao de lei para inibir abusos politicos no
periodo eleitoral. Ocorre a vitéria dos Patricios sobre os Plebeus nas elei¢des.
Doenca: fome e peste

Hipotese diagnostica: dado o histérico dos registros de epidemias nesta regido mais

pantanosa e a alusdo a uma sazonalidade, € possivel que se refira a Malaria. Nesse
periodo ainda ndo existia nem a teoria dos miasmas.

Agente causador: Colera dos deuses.

Pessoa: Romanos e populagbes de territorios vizinhos
Tempo: 492 a 433 a.C.
Lugar: Roma e arredores

Medidas sanitérias: Convocacao dos sacerdotes, consulta a livros proféticos e

construgéo de templo ao Deus Grego Apolo.
Relacbes Internacionais: Aproveitamento de debilidade devido a epidemia para

intensificar conflitos entre povos e reordenamento econdmico com a necessidade de
buscar alimento em outras regifes.

Conceitos atuais: Epidemia causa um estado de excecdo. Epidemias enfraquecem a

estrutura politica, tentativa de golpe, de diminuicdo de direitos da populacédo e de
mudancas nas leis no periodo de epidemia. As epidemias assolam a populagéo e os
rebanhos, ndo afetam apenas a situacdo de saude, mas a situacdo politica e
econdmica. A epidemia é um periodo propicio para a demagogia politica, com politicos
aproveitando da situacao para obter beneficios. A doenca pode afligir todos povos e

classes.
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4.2.2. Peste Negra (1333 a 1351)%,20
“..pela violéncia da peste, era tdo grande a multiddo dos que iam morrendo dia e

noite” (Giovanni Boccaccio. Decameron.)

Descricdo: Foi uma Pandemia que assolou o século X1V iniciando pela Asia central e
chegou na Europa seguindo os fluxos de comercio, Rota da Seda, e se espalhou por
todo o continente europeu. A doenca foi devastadora, tendo sido estimados 24 milhdes
de mortos somente na Europa, o que correspondia, aproximadamente, a um terco da
populacdo. A época, a doenca foi bem descrita, com os seguintes sinais e sintomas:
a febre e os bubdes que deram nome a doencga, o mau halito, as manchas pelo corpo
e a irritabilidade da pele. A doenca afetava a todos, no campo e nas cidades, que
foram dizimadas. Entre as varias teorias de contagio, sobressaia a ideia de
transmissao pelo ar e pelo toque. Surgem medidas profilaticas como a quarentena de
navios, o uso de perfumes de rosas, roupas protetoras para 0os médicos,
distanciamento dos enfermos, a fumigacdo dos domicilios com incenso de flores de
camomila, bem como das pracas e lugares publicos. As pessoas deveriam abster-se
de comer galinha ou carnes gordas e azeite. Nao deveriam dormir apés a aurora, 0s
banhos eram considerados perigosos e as relagdes sexuais, fatais. Houve lugares nos

guais se estabeleceu que os doentes deveriam sair da cidade.

Doenca: Peste bubbnica

Agente causador: O ar e o contato com doentes

Pessoa: Toda populacao europeia.
Tempo:1333 a 1351
Lugar: Pandemia englobando a Asia Central e a Europa

Relacdes Internacionais: A epidemia devastou cidades e a producéo, abalou a ordem

social/religiosa, instalou a quarentena em navios de comercio e dizimou reinos e
cidades.

Conceitos atuais: Medidas de prevencédo, uso de equipamentos de protecéo,

distanciamento social, quarentena (de navios e pessoas), alimentacao especifica para

doentes, saneamento do ambiente.
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4.2.3. Epidemia na ldade Contemporanea

Assim como apresentado na antiguidade, vamos ilustrar a epidemia de cdlera, no
contexto pods revolugdo industrial, que foi marcante no processo de ordenamento das
agéncias internacionais de saude e, consequentemente, do Regulamento Sanitario
Internacional.

Esse contexto inicia com a existéncia do conceito de transmissédo, antes mesmo do
conhecimento dos patégenos. Ou seja, existia o entendimento de que a doenga era
contagiosa, que correspondia a um mecanismo pelo qual a doenga passaria de uma
pessoa para outra, bem como contaminaria objetos.

Também no século XVII, mas néo tao direcionada a medicina, temos as descricdes
dos microrganismos por Anton Van Leeuwenhoek, que forma o pilar para que, no
século XIX, viessem a ser descritas as bactérias, tendo Robert Koch como expoente,
e 0s avancos da microbiologia e imunologia personificados na pessoa de Louis
Pasteur.

Apesar da magnitude da Pandemia da Gripe Espanhola em pleno periodo de Guerra
Mundial, também vamos nos abster de sua caracterizacao, visto que ela ndo trouxe
inovacdes substanciais ao controle das doencas, como quarentena, isolamento social,
uso de mascaras de protecdo que foram incorporadas na Peste Negra.

As ideias da revolucao francesa, representadas na teoria da Medicina Social, que
incorporava os determinantes sociais na causalidade das epidemias néo prevalece e
temos a hegemonia do entendimento inglés, que apesar de atestar a associacao entre
as condi¢cdes de vida e a presenca de doencas, propde-se a intervir sobre alguns
aspectos da vida urbana porém sem modificar a organizacdo social e seus
determinantes?>.

Ainda neste periodo, decorrentes da interacdo com as colbnias surgem os interesses

pelas doengas presentes no novo continente.

Colera
“A célera se estendia a quase todas as casas em que a agua estava contaminada e a

outras ndo” (John Snow).

Descricdo: Realizada de forma sistematica por John Snow?®, considerado um dos pais
da epidemiologia, sua obra descreve de forma sistematica a epidemia de Colera que
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assolou Londres, Inglaterra, nos anos de 1848-1854. O pesquisador descreve a forma
de transmissédo da Codlera pelo consumo de agua contaminada. No seu trabalho, é
identificada afonte do surto do bairro de Soro como sendo a bomba de agua publica
na Broad Street, atual Broadwick Street, oriunda da captacdo de agua realizada por
uma companhia a jusante da saida de esgoto.

O autor chegou a definir a fonte de propagacao e medidas de controle que envolviam
a interdicado da fonte propagadora e a necessidade de medidas de asseio, fervura e
fitragem das aguas para consumo, cozimento e fritura dos alimentos, assim como a
comunicacédo a populacdo dessas medidas. Nas argumentacfes da sua tese, Snow
cita a relacdo da doenca nos navios unicamente quando saiam ou chegavam em
portos contaminados, bem como o problema do cdlera nas frentes de batalha com o
consumo de aguas inapropriadas.

Doenca: Cdlera

Agente causador: Agua contaminada, tendo sido identificada a fonte do surto do bairro

de Soro como sendo a bomba de agua publica na Broad Street e a associacao da
captacdo de agua a jusante da saida de esgoto.

Pessoa: Populacdo que consumia agua contaminada.

Tempo: 1848-1854

Lugar: Londres, Inglaterra

Medidas sanitarias: interdicdo da fonte propagadora e necessidade de medidas de

asseio, ferver e filtrar as aguas para consumo, cozimento e fritura dos alimentos e
comunicacao da populagéo.

Relacdes Internacionais: A Inglaterra era um dos carros chefes da revolucéo industrial

e 0s impactos econdmicos da doenca afetavam continuamente sua producao.

Conceitos atuais: Fontes de transmissédo das doencas, distribuicdo heterogénea da

doenca, Medicdo de risco, caracterizacdo em pessoa, tempo e lugar, definicdo de

medida de controle. Importancia do Colera e das doengas transmissiveis.

4.3 Organizacdo Pan-Americana da Saude e Organizacdo Mundial da Saude
Esta secdo pretende fazer uma contextualizagdo histérica da formagéo da
OPAS e da OMS, a partir das conferéncias sanitarias internacionais.

A Organizagdo Pan-Americana da Saude / Organizagdo Mundial da Saude
trabalha com os paises para melhorar a salude e a qualidade de vida de suas

populacdes. O organismo internacional oferece cooperacgéo técnica em saude a seus
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paises membros; combate doencas transmissiveis e doencas cronicas nao
transmissiveis, bem como suas causas; e fortalece os sistemas de saude e de
resposta ante emergéncias e desastres. A missdao da OPAS ¢é liderar esforcos
colaborativos estratégicos entre os Estados Membros e outros aliados, para promover
a equidade em saude, combater doencas, melhorar a qualidade de vida e elevar a

expectativa de vida dos povos das Américas.

O foco de uma cooperagcao técnica internacional € o desenvolvimento de
capacidades, de instituicbes e de individuos para a geracdo de mudancas e
transformacdes socioecondmicas’.

A primeira Conferéncia Sanitéria Internacional se deu em 19 de dezembro de
1851, em Paris. Nao por acaso, no mesmo ano da primeira Exposicao Internacional
em Londres, apontando um vinculo entre progresso e saude?’. O principal objeto da
reunido era a necessidade de reduzir a duracdo das medidas de quarentena,
consideradas desmedidas e nocivas para o comércio®. Anexo a essa primeira
conferéncia, redigiu-se um Regulamento Sanitario Internacional que contou com baixa
adesdo, assinado em 16 de janeiro de 1852 unicamente pela Franga, Sardenha,
Portugal, Turquia e Toscana?®.

A segunda Conferéncia ocorreu em 1859 também em Paris, nunca tendo sido
ratificada. A terceira Conferéncia realizou-se em Constantinopla em 1866 e a quarta,
em Viena no ano de 1874. Até a quarta conferéncia as epidemias proprias do
continente americano haviam sido negligenciadas, com enfoque eurocéntrico. Sendo
a quinta Conferéncia Sanitaria Internacional a primeira a se realizar no continente
americano, ocorrendo em Washington em 188110,

Foi durante a quinta Conferéncia que o pesquisador Carlos Finlay, delegado
especial de Espanha, representando Cuba e Porto Rico, apresentou sua teoria sobre a
transmissao da febre amarela por um vetor, o mosquito Culex
cubensis atualmente Aedes aegypti®. Sua hipétese s6 foi considerada plenamente
demonstrada vinte anos depois?’, mas trouxe a discussdo da epidemia de maior
transcendéncia do continente americano. Apenas na Conferéncia Sanitaria Internacional
de 1903 seria considerado como fato cientifico o papel do Stegomia fasciata (atualmente
Aedes aegypti) na transmisséo da febre amarela?’. Nessa mesma conferéncia seria
também estabelecido o papel do rato na transmisséo da peste.

Ocorreram sucessivas Conferéncias Internacionais de Saude, 1883 em Roma,

1892 em Veneza, 1893 em Dresden, 1894 em Paris, 1897 em Veneza com foco na
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medicina preventiva. Em 1907 em Roma ocorreu a Conferéncia Internacional de
Saude com a repactuacédo das convencdes anteriores. Foi nessa Conferéncia que um
grupo de paises basicamente europeus, contando com a participacdo dos Estados
Unidos, assinaram a criagdo da Office International d'Hygiene Publique (Oficina
Internacional de Saude Publica), com sede em Paris.

Em paralelo a este movimento global, durante a primeira Conferéncia
Internacional dos Estados Americanos, realizada em Washington no ano de 1890, foi
fundada a Oficina Internacional das Republicas Americanas, hoje Organizacdo dos
Estados Americanos, com enfoque nas relacdes comerciais. Na segunda Conferéncia
Internacional dos Estados Americanos, realizada na Cidade do México, entre outubro
de 1901 e janeiro de 1902 ,se recomendou a convocagado de uma “convencgao geral
dos representantes das oficinas de salude das Republicas Americanas” juntamente
com a designagcdo de uma junta permanente denominada “Oficina Sanitaria
Internacional” com sede em Washington. Fruto da convocacdo houve a primeira
Convencéo Sanitéria Internacional entre 2 e 5 de dezembro de 1902, sendo fundada
a International Sanitary Office of the American Republics (Oficina/Reparticao
Sanitaria Internacional das Republicas Americanas)!®, denominada a partir de 1920
como Oficina/Reparticdo de Saude Pan-americana, com base em Washington (DC).
Algumas décadas depois tornou-se a Oficina/Reparticdo Sanitaria Pan-Americana e a
partir de 1959 recebeu o nome atual de Organiza¢do Pan-Americana da Saude (OPS,
1992; Cueto, 2004a)%°, sendo a agéncia de salide publica internacional mais antiga do

mundo.

A OPAS, desde sua fundacdo em 1902 e até incorporar a natureza de representacao
da OMS para a regido das Américas em 1949, realizou doze Conferéncias Sanitarias
Pan-Americanas, chamadas de Convencdo Sanitaria Internacional das Republicas
Americanas até a quarta convencdo, em 1909, quando passou a ser nominada de
Conferéncia Sanitaria Internacional (das Republicas Americanas) e adotando o nome
de Conferéncia Sanitaria Pan-americana a partir da sua sétima edigdo no ano de 1924.
A constancia na realizacdo de suas conferéncias € sinal da solidez e sustentabilidade
da instituicao®°.

No periodo de 1920 a 1942, fruto do Tratado de Versalhes, de 28 de julho de
1919, os paises vencedores da primeira guerra mundial criam a Liga das Na¢des (LN)
gue, como consta no seu artigo 23, “esforgar-se-a por tomar medidas em questdes de

interesse internacional para a prevengao e controle de doengas”. Ja na segunda
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sessao da LN, em fevereiro de 1920, com os paises do leste europeu, Poldnia e Russia
sofrendo epidemias de tifo, de febres recorrentes e célera, € instituida a Comissao de
Epidemias da Liga das Nacbes. Com as importantes atividades da Comisséao de
Epidemias, durante a quarta sessé@o da Liga das Nacdes, em setembro de 1923 é
instituida a Organizacéo de Saude da Liga das Nac¢des (LNHO, sigla em inglés)3L. E
importante ressaltar que os Estados Unidos nao fizeram parte da Liga das Nacgdes,
sendo o Brasil o Unico pais das Américas a pertencer a LN, se retirando em 1926.
Com o pés guerra em 1945 é fundada a Na¢des Unidas e, trés anos mais tarde,
a Organizacdo Mundial da Saude (1948), com a OPAS assumindo uma dupla
natureza: Permanecendo como uma organizacao prépria e sendo a representacao da
OMS para as américas. O quadro 1, abaixo, apresenta os marcos na histéria da

formacao dessas instituigdes.

Quadro 1: Apresentacdo dos marcos histdricos na construcdo da OPAS e da OMS.

1851 - 1° Conferéncia Internacional de Saude, em Paris (regulamento de baixa adeséo)

1859 - 2° Conferéncia Internacional de Saude, em Paris

1866 - 3° Conferéncia Internacional de Salde, em Constantinopla

1874 - 4° Conferéncia Internacional de Saude, em Viena

1881 - 5° Conferéncia Internacional de Saude, em Washington

1885 - 6° Conferéncia Internacional de Saude, em Roma

1890 - 1° Conferéncia internacional dos Estados Americanos - Fundagé&o da Oficina Internacional
das Republicas Americanas, atual Organizacdo dos Estados Americanos

1892 - 7° Conferéncia Internacional de Salde (Veneza), medidas sanitérias contra o cllera

1893 - 8° Conferéncia Internacional de Saude, em Dresden

1894 - 9° Conferéncia Internacional de Saude, em Paris

1897 - 10° Conferéncia Sanitaria Internacional (Veneza), medidas sanitarias contra a peste

1902 - 1° Convengao Sanitaria Internacional das Republicas Americanas e fundagao da Oficina
Sanitaria Internacional das Republicas Americanas, atual OPAS (Washington)

1903 - 11° Conferéncia Internacional de Saude, Paris — repactuagdo das conferéncias anteriores
1905 - 2° Convengao Sanitaria internacional das Republicas Americanas, quarentena e medias de
controle executadas pelos paises, transmissao vetorial da febre amarela (Washington)

1907 - Acordo de Roma com a Fundacao da "Oficina/Reparticdo Internacional para a Saude
Puablica" (Office International d'Hygiene Publique - OIHP), sede Londres

1907 - 3° Convencgao Sanitaria Internacional das Republicas Americanas, oficializa relag6es com a
OIHP. (Cidade do México)

1910 - 4° Conferéncia Sanitaria Internacional (das Republicas Americanas) (ndo mais Convengéao
Sanitéria Internacional das Republicas Americanas), vacinacéo de variola, campanhas de controle
de malaria e tuberculose (San José/Costa Rica)

1911 - 5° Conferéncia Sanitaria Internacional (das Republicas Americanas), representacao pelas

autoridades de salde (Santiago)
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1919 - Fundacéo da Liga das Nacdes

1920 - Fundacédo da Comissédo de Epidemias da Liga das NacGes

1920 - 6° Conferéncia Sanitaria Internacional (das Republicas Americanas), representagéo pelas
autoridades de saude (Montevidéu)

1923 - Mudanca do nome da Oficina Sanitaria Internacional das Republicas Americanas para
Oficina Sanitaria Pan-americana (Atual OPAS)

1923 - Instituida a Organizagéo de Salde da Liga das Nagdes ( ndo mais Comisséo de
Epidemiologia da Liga das Nac6es)

1924 - 7° Conferéncia Sanitaria Pan-Americana (ndo mais chamada de Conferéncia Sanitaria
Internacional (das Republicas Americanas)) em Havana, aprova o Codigo Sanitario Pan-Americano
1926 - Conferéncia Sanitéria Internacional em Paris, solicita que a Oficina Sanitaria Pan-americana
atue como organizacéao regional para coletanea de dados para a OIHP

1926 - 1° Conferéncia Pan-americana de Diretores de Saude (reunido entres as Conferéncia
Sanitaria Pan-Americana).

1927 - 8° Conferéncia Sanitaria Pan-Americana (intercambio de informacdes com a OIHP.

1929 - 1° Reunido do Conselho Diretivo da Oficina Sanitaria Pan-americana

1931 - 2° Conferéncia Pan-americana de Diretores de Saude, ampliagdo de temas (nutricdo, cancer)
1934 - 9° Conferéncia Sanitaria Pan-Americana, aprova os estatutos

1936 - 3° Conferéncia Pan-americana de Diretores de Saude

1938 - 10° Conferéncia Sanitaria Pan-Americana (amplia o financiamento e pessoal)

1940 - Reunido do Conselho Diretivo da Oficina Sanitaria Pan-americana e 4° Conferéncia Pan-
americana de Diretores de Salde

1942 - 11° Conferéncia Sanitaria Pan-Americana — Rio de Janeiro

1945 - Conferéncia das Nagbes Unidas sobre Organismos Internacionais - Fundagéo das Nacdes
Unidades (S&o Francisco /EUA)

1946 - Reunido de Comité de Preparacao para Conferéncia Sanitaria Internacional
(Representantes da Oficina Sanitaria Pan-americana, da Office International d'Hygiene Publique
(OIHP), da Organizacao de Saude da Liga das Nacdes e da Divisdo de Higiene da Administragdo
de Socorro e Reabilitagdo das Na¢des Unidas.

1946 - Conferéncia Internacional de Salde e redacéo da constituicdo da OMS

1947 - 12° Conferéncia Sanitaria Pan-Americana (Constituicdo estrutural e renomeia como
Organizagdo Sanitéria Pan-americana (OSP), ndo mais Oficina/reparticdo) (Buenos Aires)

1948 - 1° Assembleia mundial de Saude (Genebra) — ratificacdo da constituicdo da OMS e dupla
natureza da OSP

1948 - Reunido do Conselho Diretivo da Oficina Sanitaria Pan-americana (México) aprova dupla
natureza da OSP

1949 - 2° Assembleia mundial de Saude (Genebra) — A OSP é Oficina Regional da OMS para as
Américas e permanéncia da identidade de OSP.

1950 - 13° Conferéncia Sanitaria Pan-Americana (Republica Dominicana), estabelece a sede
definitivamente em Washington e fim das Conferéncia Pan-americana de Diretores de Saude, fungéo
do Conselho Diretivo da OSP.

4.3.1 Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é uma agéncia internacional
especializada em saude, subordinada a Organizacéo das Nac¢des Unidas sediada em
Genebra, na Suica. Ela é composta por 194 estados membros e dois membros
associados.

Os Estados Membro da organizacdo reunem-se no marco da Assembleia
Mundial da Saude (AMS), realizada anualmente, com o objetivo de estabelecer a
politica geral da Organizagdo, aprovar seu orcamento e, a cada cinco anos, para
eleger o Diretor- Geral. Além disso, os trabalhos da OMS nas mais diversas areas da

saude global, conduzidos pelos seus o6rgdos técnicos, com a colaboracdo de
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instituicbes dos Estados Membros, tém continuidade ao longo de todo o ano. Os
orgaos de governanca da OMS séo o Conselho Executivo (EB), a Assembleia Mundial

da Saude (AMS) e o Comité de Programa, Orcamento e Administracéo (PBAC).

Conselho Executivo (Executive Board - EB)

O EB é composto por 34 estados membros eleitos pela AMS para um mandato
de trés anos, reunindo-se duas vezes ao ano. A principal reunido ocorre todo més de
janeiro e tem como objetivo decidir a agenda para a Assembleia Mundial de Saude,
adotando resoluc¢des e outros documentos que serdo submetidas a este forum. A
segunda reunido do ano ocorre no més de maio, imediatamente apds a AMS, para

tratar de assuntos de carater administrativo.

Comité de Programa, Orcamento e Administracdo do Conselho Executivo (PBAC)

O PBAC é composto por 14 estados membros, dois por regido, escolhidos entre
0s paises que compdem o EB. O PBAC reune-se duas vezes ao ano, podendo
convocar reunides extraordinarias para tratar de assuntos considerados de urgéncia
ou de grande relevancia. O PBAC revisa e faz sugestdes/recomendacdes ao EB sobre
0s assuntos financeiros e administrativos sob a ética do planejamento, monitoramento

e avaliagéo.

Assembleia Mundial da Saude (AMS)

A Assembleia é o maior 6rgdo decisorio da OMS e redne-se anualmente, todo
més de maio. Sua principal funcdo € determinar as politicas da organizacéo,
considerando os informes do Conselho Executivo. A AMS analisa, revisa e aprova as
Resolucdes e outros documentos submetidos pelo EB, quando obtido consenso entre
os Estados Membros. A Presidéncia de cada AMS é definida entre os Estados

Membros, cabendo aos membros do corpo dirigente da OMS o papel de Secretariado.

4.3.2 Organizacao Pan-americana de Saude (OPAS)

A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) € uma organizacao
especializada em saude que faz parte do sistema da Organizacdo dos Estados
Americanos (OEA) e do sistema das Nac¢des Unidas (ONU), atuando como escritorio
regional para as Américas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Os 6rgaos de
governanca da organizacdo sdo: a Conferéncia Sanitaria Pan-Americana, o Comité
Executivo (CE), o Conselho Diretor (CD) e o Subcomité de Programa, Orcamento e
Administracdo (SBPA).
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A OPAS exerce papel fundamental na melhoria de politicas e servicos publicos
de saude por meio da transferéncia de tecnologia e da difusdo do conhecimento
acumulado e de experiéncias produzidas nos paises membros, um trabalho de
cooperacao internacional promovido por técnicos e cientistas vinculados a OPAS/OMS
e consultores especializados em epidemiologia, saude e ambiente, recursos humanos,
comunicacao, servi¢os, controle de zoonoses, medicamentos, promocdo da saude,

entre outros.
Conferéncia Sanitaria Pan-Americana

E autoridade maxima da Organizacdo e se reline a cada cinco anos, com 0

objetivo de determinar suas politicas gerais. A 292 Conferéncia ocorreu em 2017.
Comité Executivo (CE)

O CE é composto por nove Estados Membros, eleitos durante a sessdo do
Conselho Diretor, para exercerem um mandato de trés anos. O Comité se retne duas
vezes por ano, funcionando como um grupo de trabalho da Conferéncia e do Conselho,
atuando na elaboragéo da agenda do CD.

Conselho Diretor (CD)

Relne-se uma vez por ano, com a representacao de todos os paises da regiao,
atuando em nome da Conferéncia no intervalo de suas sessdes. O CD analisa, revisa
e aprova as Resolucbes e outros documentos submetidos pelo CE, quando obtido
consenso entre os Estados Membros. A Presidéncia de cada CD é definida entre os
Estados Membros, cabendo aos membros do corpo dirigente da OPAS o papel de

Secretariado.
Subcomité de Programa, Orgamento e Administragéo (SPBA)

O SPBA é um 0rgdo consultivo auxiliar do Comité Executivo, responsavel por
analisar e fazer recomendacdes ao CE sobre aspectos relacionados a programas,
orcamento e administracéo da Organizacdo. E composto por sete estados membros,
sendo quatro com mandatos simultaneos aos dos membros do CE e trés designados
anualmente pela Diretora da OPAS, em consulta com o presidente do CE. O SPBA
realiza ao menos uma sessao ao ano, com convocacgao de reunides extraordinarias nos

anos em que é discutido o orcamento da Organizacgéao.
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4.4 Regulamento Sanitario Internacional (RSI)
O Regulamento Sanitario internacional € um instrumento de colaboracao
voltado para evitar a disseminacdo de epidemias entre os paises e de mitigacdo dos

seus impactos em nivel global.

As primeiras versdes de tratados sanitarios tinham carater restritivo, policial e,
até certo ponto, punitivo, A Primeira Conferéncia Sanitaria Internacional, ocorrida no
ano de 1851 em Paris, prop6s um Regulamento, que foi assinado em 16 de janeiro de
1852 unicamente pela Franca, Sardenha, Portugal, Turquia e Toscana.

Como marco de maior relevancia temos a VII Conferéncia Sanitaria Pan-
Americana, que ocorreu 14 de novembro de 1924 em Havana, Cuba, quando 21 paises
americanos assinaram o Codigo Sanitario Pan-Americano, que visava a prevencao da
propagacdao internacional de infec¢Bes transmissiveis; a cooperacédo e o intercambio
de informacdes entre os paises, para melhorar a saude publica e combater doencas,
além da padronizacdo de medidas adotadas nos pontos de entrada. Foi o Cdadigo
Sanitario Pan-Americano que serviu de base para o primeiro Regulamento Sanitario
Internacional, incorporado em 1951 pela Organizacao Mundial da Saude. Este RSl tinha
como propdsito 0 monitoramento e controle de seis doencgas infecciosas graves: cOlera,
peste, febre amarela, variola, febre recorrente e tifo. Em 1969 o regulamento sofreu sua
primeira revisdo, e em 1973 novas alteracGes foram feitas com a inclusdo de medidas
adicionais para o controle da colera. Em 1981, foram excluidas as exigéncias em
relacdo a variola cuja erradicacdo havia sido declarada do mundo pela 33° Assembleia
Mundial da Saude em 8 de maio de 1980.

A Ultima revisdo do Regulamento Sanitério Internacional iniciou-se em 1995 e
foi finalizada em maio de 2005, entrando em vigor no plano juridico internacional em
15 de junho de 2007, pela 58° Assembleia Mundial da Saude através da Resolugao
WHAS58.3. No Brasil, 0 Congresso Nacional aprovou o texto revisado do Regulamento
Sanitario Internacional, por meio do Decreto Legislativo n° 395, de 9 de julho de 2009,
gue por sua vez foi promulgado pelo Decreto N° 10.212, de 30 de janeiro de 2020, da
Presidéncia da Republica.

A atual versdo do RSI j4 ndo consta de uma lista de doencas, mas sim do
conceito de emergéncia de saude publica que incorpora além de qualquer doenga com
risco de disseminacdo, os desastres, além de riscos de origem intencional
(terrorismo). O objetivo do RSI gira em torno de descobrir, reduzir ou eliminar as fontes

de disseminagdo de infec¢des no local de origem e outras situac¢des de risco que possam
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gerar doenca.

Atualmente, o Regulamento Sanitario Internacional, de 2005, estabelece o
conceito de Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) e
temos como elementos definidores para sua declaragdo ndo apenas a gravidade e
letalidade das ocorréncias, mas o seu potencial alcance internacional. Neste contexto
ja foram declaradas 5 ESPII. A primeira em abril de 2009 devido H1N1, declarada
Pandemia em junho de 2009. Em maio de 2014 o risco de propagac¢ao do poliovirus
devido ao comprometimento da vacinacdo na Guerra da Siria € a segunda declaracgéo.
A terceira declaragdo é o Ebola em agosto de 2014. A quarta foi devido ao Zika virus
(20016) e a dltima a pandemia do SARS-CoV-2 (2020).

Quadro 2: Apresentacdo dos marcos histéricos na construcdo do RSI.
1851 - Primeira Conferéncia Internacional de Salde, em Paris (regulamento de baixa adeséo)
1892 - Conferéncia Sanitaria Internacional (Veneza) medidas sanitarias contra o célera
1897 - Conferéncia Sanitaria Internacional (Veneza) medidas sanitarias contra a peste
1903 - Conferéncia Sanitaria Internacional (Washington) métodos de controle da Febre
Amarela.
1924 - Primeiro Cdodigo Sanitario Pan-Americano, VII Conferéncia Sanitaria Pan-Americana
(Havana),
1929 - Oficina Sanitaria Pan-americana estabelece fluxo de recebimento de telegramas de
informacgéo dos Diretores Sanitarios dos paises de doengas “quarentenaveis” e de medidas
implementadas para impedir a propagacao e problemas de comércio internacional, com
periodicidade mensal e até semanal. Também se comunicava a OIHP e para a Organizagdo de
Saude da Liga das NagGes'®
1951 - Primeiro Regulamento Sanitario Internacional da Organiza¢do Mundial da Saude
1981 — Revisédo do RSI com excluséo das exigéncias em relacdo a variola cuja erradicacao
havia sido declarada 33 Assembléia Mundial da Saude. .
2005 - Quinto Regulamento Sanitério Internacional da Organizagdo Mundial da Saude.

O artigo 6 do RSI, que versa sobre a notificagcdo de ESPII, apresenta a
necessidade de cada Estado Parte avaliar os eventos que ocorrem dentro de seu
territorio, utilizando o instrumento de decisdo do Anexo 2 do RSI, “Instrumento de
decisdo para a avaliacdo e notificacdo de eventos que possam constituir emergéncia
de saude publica de importadncia internacional’. Uma vez detectados eventos que
possam se constituir numa ESPII, o Estado Parte tem vinte e quatro horas para notificar
a OMS.

Quadro 3: Esquema de tomada de decisdo para a notificacdo via Regulamento Sanitario
Internacional (RSI) da epidemia de febre amarela, segundo anexo 2 do RSI.

Observacéo: As partes destacadas em negrito evidenciam o cumprimento por parte da epidemia de
Febre Amarela.

Um evento que envolva as doencas a seguir sempre devera conduzir a utilizagdo do algoritmo,
porque elas demonstraram capacidade de causar um grave impacto sobre a satde publica e séo
de rapida propagacao internacional:

- Célera

- Peste pneumonica

- Febre amarela

- Febres hemorragicas virais (Ebola, Lassa, Marburg)
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- Febre do Nilo Ocidental
- Outras doencas de particular interesse nacional ou regional, por exemplo, dengue, febre do Vale de
Rift, e doenca meningocécica.

L O IMPACTO DO EVENTO SOBRE A SAUDE PUBLICA E GRAVE?
Resposta: Sim

1. O namero de casos e/ou o numero de 6bitos para esse tipo de evento é alto para aquele local,
tempo ou populacédo determinados?

Sim

2. O evento tem potencial para causar um grande impacto sobre a saude publica?

. Evento causado por um agente patogénico com alto potencial de causar epidemias
(patogenicidade do agente, alta letalidade, multiplas vias de transmissao ou portadores sdos).

. Indicacéo de fracasso terapéutico (resisténcia a antibidticos nova ou emergente, ineficacia da
vacina, resisténcia ou ineficacia de antidotos).

. O evento representa um risco significativo para a salde publica, ainda que nenhum ou
poucos casos humanos tenham sido identificados.

. Relato de casos entre profissionais de saude.

. A populacédo derisco é especialmente vulneravel (refugiados, baixo nivel de imunizacao,
criancas, idosos, baixa imunidade, desnutridos, etc.).

. Fatores concomitantes que possam impedir ou retardar a resposta de salde publica

(catastrofes naturais, conflitos armados, condi¢cdes meteoroldgicas desfavoraveis, multiplos focos no
Estado Parte).

. Evento em area de alta densidade populacional.

. Propagacdo de materiais téxicos, infecciosos ou de por alguma outra razdo perigosos, de
origem natural ou ndo, que tenham contaminado ou tenham o potencial de contaminar uma populacéo
e/ou uma grande &rea geografica.

3. E necessaria assisténcia externa para detectar, investigar, responder e controlar o evento
atual ou evitar novos casos?

Resposta: Sim

. Recursos humanos, financeiros, materiais ou técnicos inadequados — em particular:
Capacidade laboratorial ou epidemioldgica insuficiente para investigar o evento (equipamento, pessoal,
recursos financeiros)

. Antidotos, medicamentos e/ou vacinas e/ou equipamento de protecdo, equipamento de
descontaminacdo ou equipamento de apoio insuficientes para atender as necessidades
estimadas

. Sistema de vigilancia existente inadequado para a detectar casos novos rapidamente.

O IMPACTO DO EVENTO SOBRE A SAUDE PUBLICA E GRAVE? Responda “sim” caso voceé tiver
respondido “sim” as questdes 1, 2 ou 3 acima
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1. O EVENTO E INCOMUM OU INESPERADO?

4. O evento € incomum?

. O evento é causado por um agente desconhecido, ou a fonte, veiculo ou via de transmissao
sdo incomuns ou desconhecidos.

. A evolugédo dos casos é mais severa do que o esperado (incluindo morbidade ou mortalidade)
ou 0s sintomas apresentados s&o incomuns.

. A ocorréncia do evento em si é incomum para a regido, estacao ou populacao.

5. O evento é inesperado sob a perspectiva de saude publica?

Evento causado por uma doenca ou agente que ja tenha sido eliminado ou erradicado do Estado Parte
ou que néo tenha sido notificado anteriormente.

O EVENTO E INCOMUM OU INESPERADO? Responda “sim” caso vocé tiver respondido “sim” as
perguntas 4 ou 5 acima

UL HA RISCO SIGNIFICATIVO DE PROPAGACAQ INTERNACIONAL?

6. Ha evidéncias de correlacdo epidemioldégica com eventos similares em outros Estados?

Sim

7. Existe algum fator que deva alertar sobre potencial deslocamento transfronteirico do agente,
veiculo ou hospedeiro?

. Quando houver evidéncias de propagacdo local, um caso indice (ou outros casos
relacionados) com antecedente, no més anterior, de: — viagem internacional (ou o tempo
equivalente ao periodo de incubacgao, caso o agente patogénico for conhecido) — participacéo
em encontro internacional (peregrinacéo, evento esportivo, conferéncia, etc.) — contato proximo
com viajante internacional ou com populacéo altamente mdvel.

. Evento causado por uma contaminagdo ambiental com potencial de propagac¢éo através de
fronteiras internacionais.
. Evento em area de trafego internacional intenso, com capacidade limitada de controle

sanitario, de deteccdo ambiental ou de descontaminacéo.

HA RISCO SIGNIFICATIVO DE PROPAGA(;AO INTERNACIONAL? Responda “sim” caso voceé tiver
respondido “sim” as perguntas 6 ou 7 acima.

v, HA RISCO OIGNIFICATIVO DE RESTRICOES AOQ COMERCIO OU VIAGENS
INTERNACIONAIS?

Resposta: Sim

8. Eventos similares no passado resultaram em restricdes internacionais ao comércio e/ou
viagens?

Sim

9. Sabe-se ou suspeita-se que a fonte seja um produto alimentar, agua ou qualquer outra
mercadoria que possa estar contaminada e que tenha sido exportada para outros Estados ou
importada de outros Estados?

N&o

10. O evento ocorreu em associagcdo com um encontro internacional ou em éarea de intenso
turismo internacional?

N&o

11. O evento gerou pedidos de maiores informacgdes por parte de autoridades estrangeiras ou
meios de comunicacdo internacionais?

Sim

HA RISCO SIGNIFICATIVO DE RESTRICOES AO COMERCIO OU VIAGENS INTERNACIONAIS?
Responda “sim” caso tiver respondido “sim” as perguntas 8, 9, 10 ou 11 acima.
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5- RESULTADOS:

A resposta da OPAS passou pela instalacdo de uma Sala de Situacdo, com
comunicacdo semanal entre a representacdo da OPAS no Brasil, a sua sede e a
Secretaria Executiva do MS.

Em relagdo ao fortalecimento das capacidades, foram realizadas diversas
capacitacdes, se destacando as capacitagdes em vigilancia de Epizootias, entomo-
virologica e manejo clinico. A implementacdo de avaliagdo externa do diagnostico
molecular dos laboratorios de referéncia nacional para FA e a capacitacdo de
referéncias de diagnésticos de imuno-histoquimica foram ganhos substanciais no
fortalecimento das capacidades do Pais e da regido das américas.

As atividades da OPAS incorporaram a aquisi¢cdo de Insumos estratégicos que,
juntas com a UNICEF, facilitaram a aquisi¢cao de vacinas. Aliado a isso, a OPAS apoiou
a tomada de decisao de fracionamento e embasou o Pais na mudanca do esquema
nacional de vacinacao para a ado¢édo de recomendacédo da OMS de dose Unica e fim
do refor¢o a cada 10 anos.

Apesar da OPAS ressaltar que, por se tratar de uma epidemia silvestre, o
conceito de imunidade de rebanho ndo se aplicava e apontar para a necessidade de
garantir uma cobertura vacinal de 100% das populacdes mais vulneraveis, como as
comunidades e trabalhadores rurais das zonas afetadas, se percebe uma baixa

incorporacao da relevancia de conceitos sociais e culturais nas linhas de cooperacao.

A realizacao de uma Avaliacdo Pés evento em Minas Gerais foi um instrumento
importante para sistematizar as licdbes aprendidas e garantir o aperfeicoamento das
futuras respostas a epidemias, mitigando seus impactos.

Nesse contexto, a OPAS apoiou a significativa cria¢ao de evidéncias cientificas.
O apoio direto e indireto da OPAS no campo da vigilancia genémica para as acdes de
pesquisa em Febre Amarela no Brasil, entre 2016 e 2018, colaborou para a elaboracéo
dos artigos cientificos indicados logo abaixo. Alguns desses, que contam com nossa
autoria e coautoria, séo reproduzidos mais a seguir na presente tese, que segue 0

modelo de apresentar consideravel parcela de seus resultados em formato de artigos.

1. Genomic and epidemiological monitoring of yellow fever virus transmission
potential: A pesquisa utilizou uma estratégia de vigilancia genémica em tempo real em

conjunto com abordagens epidemiolégicas e espaciais para caracterizar a
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reemergéncia de VFA no Brasil em 2016. As anélises dos casos de VFA em conjunto
com os genomas gerados revelaram a fase inicial da transmisséo silvestre do VFA e
a dispersdo espacial para areas anteriormente livres do virus, seguida por um
aumento da propagacéo viral para seres humanos no final de 2016. Os resultados
estabeleceram uma estrutura para monitorar a transmisséo de VFA em tempo real,
que por sua vez, contribuirA para uma estratégia global para eliminar futuras

epidemias do VFA.

2.Yellow Fever Virus Reemergence and Spread in Southeast Brazil, 2016-2019:
O ressurgimento do virus da febre amarela (VFA) no Brasil em 2012, fez com que a

OPAS, junto com pesquisadores aqui referenciados, tivessem sérias preocupacoes
devido a rapida disseminag¢do do virus na regiao sudeste. Para melhor entender a
diversidade genética viral e a dindmica de transmissdo do VFA durante o surto no
sudeste do Brasil, foram gerados 18 genomas completos oriundos de primatas néo
humanos (NHPs) e casos de infeccdo humana dos estados do Espirito Santo e do Rio
de Janeiro. Os genomas gerados de VFA revelaram a data, a origem e as rotas
provaveis de transmissdo e dispersdo de VFA durante um dos maiores surtos ja
registrados no Brasil. Foi demonstrado que, durante a recente epidemia, o VFA foi
reintroduzido de Minas Gerais para os estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro varias
vezes entre 2016 e 2019. As andlises dos genomas também possibilitaram a
identificacdo de um corredor de propagacéao do VFA de Minas Gerais, em duas ondas,
uma para o Espirito Santo, Rio de Janeiro e Bahia, e outra para Sdo Paulo. Os
resultados reforcaram a ideia de que estratégias continuas de vigilancia genémica,
entre a pesquisa e os 6rgdos de vigilancia em saulde, podem fornecer informacdes
sobre a diversidade genética e a dinamica de transmissao de virus emergentes e
reemergentes, que, por sua vez, podem auxiliar no entendimento de epidemias

causadas por arbovirus.

3. Genomic Surveillance of Yellow Fever Virus Epizootic in S&o Paulo, Brazil, 2016 —
2018:

A OPAS também contribuiu indiretamente com a vigilancia do VFA Sao Paulo (SP), um
estado densamente habitado do sudeste do Brasil e que contém a quarta cidade mais
populosa do mundo, e que sofreu o maior surto do virus da febre amarela (VFA) em

décadas. O VFA normalmente n&o circula extensivamente no estado, por isso a maioria
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das pessoas ndo estavam vacinadas quando o surto comegou. A vigilancia em primatas
nao humanos (NHPs) (que correspondeu a maior parte da ESP em Sao Paulo) € importante
para determinar a magnitude e a extensao geografica de uma epizootia, ajudando,
assim, a avaliar o risco de transmissédo do VFA para humanos. Os dados de NHPs
infectados de S&o Paulo forneceram informacgdes mais precisas sobre a propagacgéo do
VFA do que quando utilizamos dados de casos humanos isolados. Para contextualizar
casos humanos, identificar focos epizodticos e descobrir a taxa e a direcdo da
disseminacdo do VFA em SP, foram gerados e analisados dados gendmicos do virus e
dados de casos de epizootia em NHP do estado. Foi vista a ocorréncia de trés fases
espacialmente distintas do surto em SP, antes de fevereiro de 2018. Os 51 novos
genomas do virus a partir de casos positivos para VFA foram identificados em 23
diferentes municipios de SP, principalmente em amostras de NHP, entre outubro de
2016 e janeiro de 2018. Apesar de ter ocorrido uma heterogeneidade substancial na
velocidade de dispersdo das linhagens entre os ramos filogenéticos, as analises
fitogeograficas continuas dos genomas de VFA gerados sugerem que as linhagens de
VFA se espalharam no estado de SP a uma taxa média de aproximadamente 1 km por
dia durante todas as fases do surto. As linhagens virais da primeira fase epizoética do
norte de SP se dispersaram posteriormente para o sul do estado, causando a segunda
e a terceira fase epizodtica. Isso alterou a nossa compreensao de como o VFA foi
introduzido no sul do estado, uma regido densamente povoada. Os resultados
evidenciaram a transmisséao silv da febre amarela em regides de floresta altamente
fragmentada no estado de SP e destacaram a importancia da vigilancia continua de

patdgenos zoondticos em espécies sentinelas.

4.Yellow fever transmission in non-human primates, Bahia, northeastern Brazil:

Em 2016, entre as areas afetadas pelo VFA, o estado da Bahia, situado na regiao
nordeste do Brasil, foi a Unica regido sem casos humanos autéctones. A OPAS
também contribuiu para a investigacdo da epidemiologia molecular do VFA em NHP
na Bahia e discussédo de quais fatores podem ter impedido os casos em humanos.
Foram sequenciadas 47 amostras de tecido positivas para VFA de epizootias em NHP
para gerando 41 sequencias parciais 8 novos genomas de VFA. A analise evolutiva
revelou que os genomas do VFA formaram dois grupos filogenéticos distintos e bem
suportados, provavelmente originados de uma introducéo do estado de Minas Gerais,

embora uma origem do estado do Espirito Santo também seja possivel. Os resultados
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apoiam a hipétese de duas introducdes independentes do VFA SA-I e a eficacia das
acOes tomadas pela equipe de vigilancia epidemiolédgica do estado para impedir casos

em humanos.

5.1 Primeiro manuscrito (Anexo 7)

Titulo: O APAGAR DA MAIOR EPIDEMIA DE FEBRE AMARELA SILVESTRE E A
COOPERACAO DA ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE DURANTE A
EMERGENCIA DE COVID-19

Autores: Carlos Frederico Campelo de Albuquerque e Melo, Pedro Fernando da Costa

Vasconcelos, Luiz Carlos Junior Alcantara e Wildo Navegantes de Araujo

O Brasil esta vivendo a maior epidemia de Febre Amarela silvestre, a transmisséo
atingiu numeros de casos historicamente elevados (2.114 casos) nos anos de 2016 a
2018, concentrados na regido extra-amazonica (2.104 casos), mais de quatro vezes
a soma de todos os casos dos 20 anos anteriores. Sendo a Febre Amarela o tipico
exemplo de uma epidemia multimodal, consideramos este periodo apenas como as
duas ondas que marcam o pico de uma epidemia que se iniciou no Brasil em 2014, na
regido Sudeste do pais, e se alastra até os dias atuais na regido Sul?.

A epidemia foi marcada pela persisténcia da transmissao do virus em Primatas N&o
Humanos (PNH) inclusive nos periodos de baixa sazonalidade e atingiu areas
anteriormente consideradas sem risco, como os estados do Rio de Janeiro, Espirito
Santo e o leste do estado de Sdo Paulo, ampliando o territério com recomendacéao de
vacinacao antiamarilica, com consequente acréscimo de demanda por vacina de
30.000.000 de doses. Atualmente a recomendacédo de vacinagao se estendeu a todo
o territorio nacional. A transmissao de febre amarela foi tdo intensa que foram
reportados casos exportados do Brasil na Franga, na Holanda, na Roménia, na Suica,
na Argentina e no Chile2.

Somado a este cenario, o Instituto Evandro Chagas da Secretaria de Vigilancia em
Saude do Ministério da Saude reportou durante esta epidemia a deteccdo do virus da
Febre Amarela (VFA) em mosquitos Aedes albopictus, em Minas Gerais, que ja tem

sua competéncia vetorial comprovada e alertado como o vetor capaz de fazer a ponte
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entre a transmissao silvestre e urbana, ampliando o risco real de reurbanizacao da
Febre Amarela3,4.

Neste contexto, este relato tem como objetivo apresentar as estratégias de
cooperacao técnica da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) no intuito de
favorecer o entendimento de modelos de cooperacao técnica internacional em saude.
Como metodologia para a construcao deste relatorio foi feita uma revisao integrativa
das acdes de cooperacdo da OPAS no enfrentamento da Epidemia de febre Amarela
de 2016 a 2020.

A OPAS no Brasil teve um papel central na conduc¢éo técnica da emergéncia de Febre
Amarela, contribuindo com o Ministério da Saude (MS) e com grupos de pesquisa
parceiros do MS na resposta nacional e na preparacao dos paises da regido, com
participacéo direta de suas equipes especializadas em campo, apoiando intervencdes
em diversos eixos da resposta. A OPAS propiciou a interlocucao de diversos gestores
da saude e contribuiu com a producédo de conhecimentos sobre a transmissdo da
Febre Amarela5.

A resposta a esta emergéncia em salude congregou a expertise de cientistas de
diferentes campos disciplinares envolvendo aspectos clinicos, epidemioldgicos,
virologicos, laboratorial e politicas publicas, configurando uma equipe multidisciplinar
e pluri-institucional. Cabe ressaltar que a capacidade instalada de pesquisa no Brasil
foi decisiva para garantir a resposta, com destaque para o Instituto Evandro Chagas
e a Fiocruz que séo orgaos federais que tem como missao produzir, disseminar e
compartilhar conhecimentos e tecnologias que contribuam para a promocao da saude
e da qualidade de vida da populacédo brasileira. Além da geracao de conhecimento, a
Fiocruz também é responséavel pela producao de imunobioldgicos e testes diagndstico.
A cooperacdo técnica no enfrentamento da Febre Amarela esta historicamente
registrada na génese da Organizacdo Pan-Americana da Saude, que desde sua
criagdo em 1902, com o nome de Oficina Sanitaria Internacional das Republicas
Americanas, defende a importancia do tema e ja em 1903 na primeira Convengao
Sanitaria Internacional das Republicas Americanas ap0s sua criagéo institucionalizou
a discussao sobre a transmissdo vetorial da Febre Amarela, tema historicamente
negligenciado e se orgulha de ter logrado a eliminagéo da Febre Amarela Urbana com
a erradicacao do Aedes aegypti em 19426.

Fiel a sua missédo de “promover a equidade na saude, combater doencas, melhorar a
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qualidade de vida e elevar a expectativa de vida dos povos das Américas”, a OPAS
nao mediu esforgos para o apoio no enfrentamento desta epidemia, que contou com
o0 auxilio da Rede Mundial de Alerta e Resposta a Surtos (GOARN).

A cooperacao técnica da OPAS se concretizou de diversas formas: mudltiplas
capacitacfes, oficinas para troca de experiéncia e acdes diretas nas areas de
vigilancia epidemiolégica, de epizootias, entomoldgica e laboratorial, manejo de
pacientes, estruturacdo da rede de assisténcia e estratégias de vacinagdo. Também
houve disseminacgao do conhecimento com apoio a construcdo de cursos EaD, edicéo
de guias, contratacdo de pessoal para os laboratérios e atividades de epidemiologia
de campo e aquisicdo de insumos estratégicos que foram desde gelo seco para
garantir as pesquisas em entomologia e virologia, como de vacinas, até as licencas
de software, insumos para diagndstico molecular e histopatologico, entre muitos
outros7. A OPAS também organizou a reunido da estratégia Eliminate Yellow Fever
Epidemics (EYE) da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), UNICEF e Gavi — The
Vaccine Alliance com mais de 130 parceiros pela primeira vez no continente
americano. A cooperacao técnica da OPAS apoiou a tomada de decisdo do MS de
adocdao de dose Unica, recomendada pela organizacédo desde 2013 8 e 0 uso de dose
fracionada em apoio a necessidade de vacinacao de mais de 39.000.000 habitantes,
as 7.648.772 doses fracionadas aplicadas proporcionaram uma economia de mais de
6.000.000 de doses. A figura 1 apresenta a linha do tempo com 0s principais marcos
de cooperacao no enfrentamento da Febre Amarela.

Significativos achados do virus da febre amarela em macacos da familia Callitrichidae,
foram feitos por profissionais contratados pela OPAS cedidos aos Laboratorios
Nacionais. Apoio aos gestores na tomada de decisédo sobre a amplificacdo da area de
recomendacao de vacina, ajuste no esquema vacinal (ado¢do da dose Unica) e
campanha com doses fracionadas também figuram entre as atividades de
cooperacoes realizadas pela OPAS no Brasil durante a epidemia de febre
amarela9,10.

Cabe enfatizar a participacdo da OPAS na Vigilancia Genémica do virus da Febre
Amarela (YFC), trabalho decisivo para direcionar as acfes de resposta do Brasil e
responder as inquietacbes nacionais e internacionais sobre a dinamica de
transmissao, incluindo o tipo de ciclo de transmisséo (silvestre ou urbano), velocidade
de deslocamento, origem do virus, numero de introdu¢des do virus nos estados (Unica

ou reintroducéao) etc.
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Para este fim, se destaca o apoio da OPAS nos estudos que culminaram com as
publicagdes “Genomic and epidemiological monitoring of yellow fever virus
transmission potential” e “Yellow Fever Virus Reemergence and Spread in Southeast
Brazil, 2016-2019"11,12.

Este relato se faz necessério devido ao relativo enfraquecimento do papel da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) na coordenacao internacional dos esforcos
contra a COVID-19, diminuindo tanto o espirito solidario entre as Nacdes com o
enfoque multilateral necesséario para resposta, materializado pela retirada do
financiamento da OMS por parte de nacOes poderosasl3. Ainda com maior
importancia, temos o enfraquecimento da resposta a epidemia de Febre Amarela em
curso no Brasil que continua mantendo significativa transmissdo em PNH nas regifes
Centro-Oeste e no Sul do Brasil em direcdo a triplice fronteira Brasil — Paraguai —
Argentina.
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5.2 SEGUNDO Manuscrito (ANEXO 8)

Titulo: Monitoramento gendmico e epidemiologico do potencial de transmisséao

do virus da febre amarela

Autores: N. R. Faria, M. U. G. Kraemer, S. C. Hill, J. Goes de Jesus, R. S. Aguiar, F. C. M. lani, J.
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Resumo
A epidemia do virus da febre amarela (VFA) no Brasil € a maior em décadas. A
recente descoberta do virus da febre amarela em mosquitos da espécie Aedes
albopictus no Brasil destaca a necessidade de monitorar o risco de restabelecimento
da transmissdo urbana do virus da febre amarela nas Américas. NO0s usamos um
conjunto de abordagens epidemioldgicas, espaciais e gendmicas para caracterizar a
transmissao do virus da febre amarela. Nés mostramos que a idade e distribuicdo do
sexo em casos humanos é caracteristica da transmisséo silvestre. Anélises dos casos
de virus de febre amarela com genomas gerados localmente revelam uma fase inicial
da transmisséo silvestre do virus da febre amarela e uma expansao espacial em
direcéo a areas previamente livres do virus da febre amarela, seguido por um aumento
no transbordamento viral para humanos no final de 2016. Esses resultados
estabelecem um esquema para o monitoramento da transmissao do VFA em tempo
real que vai contribuir para a estratégia global de eliminar futuras epidemias do VFA.
A febre amarela (FA) é responsavel por 29.000 a 60.000 mortes anualmente na
Ameérica do Sul e Africa (1) e € a infeccdo mais severa transmitida por mosquitos nos
tropicos (2). Apesar da existéncia de uma vacina efetiva contra febre amarela desde
1937 (3), um estimado >400 milhdes de pessoas nado vacinadas vivem emareas com
risco de infeccdo (4). O virus da febre amarela (VFA) € um membro da familia
Flaviridae e é classificado em quatro gendtipos: africano do leste, africano do oeste,

sul-americano | e sul-americano Il (5-9). Nas Américas, a transmissédo do VFA ocorre
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principalmente por meio do ciclo silvestre em que primatas n&o-humanos (PNHs) s&o
infectados por mosquitos vetores que habitam em &rvores, como os Haemagogus spp.
e Sabethes spp. (10, 11). A transmissdo do VFA também pode ocorrer por meio de
um ciclo urbano em que humanos sao infectados por mosquitos Aedes spp. que se
alimentam principalmente de humanos (12, 13).

O Brasil tem passado recentemente pelo seu maior surto de FA registrado em
décadas, com 2043 casos confirmados e 676 mortes desde dezembro de 2016 (Texto
Suplementar e fig. S1) (14). Os ultimos casos de FA no Brasil atribuidos a um ciclo
urbano foram na Sena Madureira, no norte do estado do Acre em 1942 (15). Uma
intensa campanha de erradicacéo eliminou o Aedes aegypti e a FA do Brasil na
década de 1950 (16), mas o vetor se restabeleceu na década de 1970 e os mosquitos
Aedes spp. sdo agora abundantes ao longo da maior parte do Brasil (17). As
consequéncias de uma reiniciacao do ciclo urbano da transmissédo no Brasil seriam
sérias, sendo que um nuamero estimado de 35 milhées de pessoas em areas de risco
para a transmisséao do VFA no Brasil continuam néo vacinadas (4). Novas abordagens
de vigilancia e analiticas sdo portanto necessarias para monitorar esse risco em tempo

real.

Surto do virus de febre amarela no Brasil (2016-2017)

Entre dezembro de 2016 e o final de junho de 2017, haviam 777 casos
confirmados de febre amarela em humanos detectados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) ao longo de 10 estados brasileiros - a maior parte em Minas Gerais
(MG) (60% dos casos), seguido pelo Espirito Santo (32%), Rio de Janeiro (3%) e S&o
Paulo (3%) (18). A razao de fatalidade de casos severos de FA foi estimada em 33.6%,
comparavel a surtos anteriores (19, 20). Apesar da magnitude excepcional e rapida
expansédo do surto, pouco se sabe sobre a sua epidemiologia genémica. Além disso,
€ incerto como o virus esta se espalhando pelo espaco, assim como entre humanos
e PNHs, existindo uma falta de reflexdes analiticas sobre a contribuicdo do ciclo
urbano para a transmisséo em curso.

Para a caracterizagdo do surto do VFA em 2017 no Brasil, nés primeiro
comparamos a série temporal confirmada de casos em humanos (n=683) e PNHs
(n=313) reportada até outubro de 2017 pelos institutos publicos de saude em MG, o

epicentro do surto (Fig. 1 (A e B) e fig. S2). As séries temporais estdo fortemente



associadas (coeficiente de correlagdo cruzada= 0.97; P <0.001). Ambas atingiram o
pico no final de janeiro de 2017 e nds estimamos que casos humanos estariam atras
destes em PNHs por 4 dias (tabela S1). Casos em PNH sédo geograficamente mais
dispersos em MG do que casos humanos, que sdo mais concentrados nos municipios
de Tedfilo Otoni e Manhuagu (Fig. 1, D e E). Apesar disso, 0s numeros de casos

humanos e PNHs por municipio estéo positivamente correlacionados (Fig. 1F).
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Fig. 1. Epidemiologia espacial e temporal do VFA e VCHIK em Minas Gerais (MG). (A) Série temporal
de casos humanos do VFA em MG (676 casos em 61 municipios) - confirmados por sorologia, PCR
guantitativo de transcricdo reversa (RT-gPCR) ou isolamento do virus - durante a primeira onda da
epidemia do VFA (agosto de 2016 a outubro de 2017). (B) O mesmo que em (A), mas mostrando casos
do VFA em PNH (313 casos em 90 municipios) confirmados por RT-gPCR. (C) O mesmo que em (A),
mas mostrando casos humanos de VCHIK (3668 casos em 129 municipios). (D) Distribuicao geografica
de casos humanos do VFA em MG. (E) Distribuicao geografica de casos humanos do VFA em MG. (E)
Distribuicdo geografica de casos do VFA em PNH em MG. Figura S3 mostra a distribuicdo geografica
correspondente dos casos do VCHIK. (F) Associagdo entre o nimero de casos humanos e PNH em
cada municipio de MG (Pearson’s r=0.62; P<0.0001; indice ndo paramétrico de Spearmanr =0.32; P
<0.05).
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Para estabelecer se os casos humanos sédo contraidos em proximidade a fontes
potenciais de infec¢des silvestres, nos estimamos a distancia entre o municipio de
residéncia de cada caso humano e a transmissao potencial mais préxima determinada
usando o indice de vegetacao aprimorado (IVA) (21) (Materiais Suplementares). A
distancia média minima entre areas com IVA > 0.4 e a residéncia de casos humanos
confirmados é de apenas 5.3 km. Em contraste, um residente de MG escolhido
aleatoriamente vive, em média, 251 km distante de areas com EVI > 0.4. Similarmente,
casos humanos do VFA residem, em média, a 1.7 km do caso em PNH mais proximo,
enquanto a distancia média minima de um residente aleatoriamente escolhido em MG
até o caso NPH mais préximo é de 39.1 km. Isso é consistente com o risco de infec¢éo
por FA ser maior em pessoas que residem ou trabalham em areas florestais onde
ocorre transmissao silvestre. Nos encontramos que a maior parte dos casos humanos
(98.5%) foram reportados em municipios com uma cobertura de vacinacéo para o VFA
maior do que um limiar de 80% recomendado pela Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS). Em média, casos humanos teriam que viajar 65 km desde o seu local de

residéncia até chegar em uma area em que a cobertura de vacinacao seja <80% (4).

Risco de transmissdo urbana do VFA

O VFA foi detectado em mosquitos Aedes albopictus capturados em MG em
janeiro de 2017 (22). Além disso, experimentos sugerem que mosquitos do sudeste
do Brasil podem transmitir o VFA brasileiro, apesar de talvez menos efetivamente que
vetores de outros lugares do pais (23, 24). E, portanto, importante investigar se casos
do VFA em MG ocorrem onde e quando os vetores Aedes spp. estdo ativos. Para
fazer isso, nds analisamos casos confirmados do virus chikungunya (VCHIK) de MG
(Fig. 1C).

VCHIK é transmitido pelos mosquitos urbanos Aedes aegypti e Aedes albopictus (25).
Houveram 3755 casos confirmados de VCHIK em MG durante janeiro de 2015 a
outubro de 2017. A epidemia de VCHIK em MG em 2017 comecou depois e durou
mais do que o surto do VFA (Fig. 1C), consistente com a hipétese de que o VFA e
VCHIK na regido sao transmitidos por diferentes espécies vetores. Entretanto, 29
municipios com casos do VFA humano também reportaram casos de VCHIK (Fig. 1D
e fig. S3), indicando que o VFA esta realmente presente em municipios com mosquitos

Aedes. A média das taxas de vacinagdo em distritos com casos de ambos (VFA e
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VCHIK) é de 72.6% (variagdo=61 a 78%) (4). Portanto, taxas relativamente altas de
vacinacao em locais de MG onde o transbordamente de FA ocorre para humanos e a
potencialmente baixa competéncia do vetor (23, 24) podem amenizar o risco do
estabelecimento de um ciclo urbano do VFA no estado. Entretanto, regides urbanas
adjacentes (incluindo Sao Paulo e Rio de Janeiro) tem menores taxas de vacinagéo
(4), recebem dezenas de milhBes de visitantes por ano (26) e tem experimentado
recentemente muitos casos humanos do VFA (20). Portanto, a possibilidade da
transmissdo sustentada urbana do VFA no sul do Brasil e além, necessita de um
monitoramento virologico e epidemioldgico continuo.

Procuramos estabelecer um esquema para avaliar as rotas de transmisséao do
VFA durante um surto das caracteristicas dos individuos infectados. Especificamente,
nds avaliamos se um surto é ocasionado por transmissdes silvestres ou urbanas por
meio da comparacgéo da distribuicdo da idade e sexo dos casos observados do VFA
com aqueles esperados sob um ciclo urbano em MG. Por exemplo, o risco de um
individuo em adquirir o VFA por meio de um ciclo silvestre depende das chances de
ele viajar para areas com florestas, um evento que é tipicamente maior entre homens
adultos (27). Em contraste, sob um ciclo urbano, nés esperamos uma exposi¢do mais
uniforme dentre classes de diferentes idades e sexos, similar ao observado para casos
urbanos no Paraguai (28) e Nigéria (29).

A razao de sexo relatada para casos com VFA em MG é de 5.7 (85% dos casos
sdo homens) e a incidéncia € maior entre homens com idades entre 40 e 49 anos (Fig.
2). N0s comparamos essa distribuicdo com aquela esperada sob dois modelos de
transmissao urbana (materiais suplementares). No modelo M1, as classes de idade e
sexo variam no status de vacinacdo, mas sdo igualmente expostas ao VFA, um
cenario que é tipico para a transmissao arboviral (30). Sob o modelo M1, os casos
previstos sdo caracterizados por uma razao sexual ~1 e picos de incidéncia entre
individuos com idades entre 20 e 25 anos (Fig. 2). No modelo M2, nés assumimos que
0 padrao de exposicdo do VFA entre classes de idade e sexo segue 0 observado para
0 VCHIK. A razao sexual reportada para casos do VCHIK em MG é de 0.49 (33% dos
casos sao homens) (fig. S4). Sob o modelo M2, a incidéncia prevista € maior em
fémeas com idades > 30 anos. A discrepancia entre a distribuicdo observada e aquela
prevista sob os dois modelos de ciclos urbanos indicam que a epidemia de FA em MG

€ dominada pela transmissdo silvestre. Esse meétodo mostra que dados
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epidemiologicos estruturados pela idade e sexo podem ser usados para avaliar

gualitativamente o modo de transmissao do VFA durante um surto.
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Fig. 2. Distribuicdo do sexo e idade dos casos do VFA em MG (2016—-2017). Barras vermelhas mostram
a proporcao dos casos observados de VFA em MG que ocorrem em cada classe etéaria. (A) homens e
(B) mulheres. Essas distribuicdes empiricas séo diferentes daquelas previstas sob dois modelos (M1,
barra azul clara; M2, barra laranja) do ciclo urbano de transmissao (ver o texto para detalhes).

Vigilancia genbémica do surto brasileiro do VFA

Durante um surto de FA, é importante realizar a vigilancia virolégica para (i)
rastrear as origens da epidemia e os pontos de maior transmisséao, (ii) caracterizar a
diversidade genética para auxiliar no diagnéstico molecular, (iii) detectar mutacdes
virais associadas com a severidade da doenca e (iv) excluir a possibilidade de que

casos humanos sao causados pela reversao da vacina. Nés geramos 62 genomas
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completos de FA de humanos infectados (n=33) e PNHs (n=29) originarios dos
estados brasileiros mais afetados, incluindo MG (n=51), Espirito Santo (n=8), Rio de
Janeiro (n=2) e Bahia (n=1) (Fig. 3 e tabela S3). N6s também relatamos dois genomas
de amostras coletadas em 2003 durante um surto prévio em MG de 2002 a 2003. (31).
Genomas foram gerados no Brasil usando uma combinacdo de métodos (tabelas S5
ate S7); metade foram gerados em MG usando um protocolo sequenciador de VFA
para MinlON portatil adaptado de (32) (tabelas S4 e S5). Esse protocolo foi
disponibilizado publicamente em maio de 2017 depois da finalizagdo do piloto de
experimentos de sequenciagdo usando uma cepa da vacina cultivada (materiais
suplementares). A mediana de cobertura do genoma foi similar para amostras obtidas
de PNHs [99%; valor limiar da mediana do ciclo (Ct) = 11] e de casos humanos (99%;
mediana Ct= 16) (tabelas S5 ate S7).

Para colocar os novos genomas sequenciados de VFA num contexto global,
nos adicionamos n0oss0S genomas a um conjunto de 61 genomas publicamente
disponiveis (33, 34). N6s desenvolvemos e aplicamos uma ferramenta automatizada
filogenética online para identificar e classificar as sequencias de genes do VFA
(também publicamente disponiveis, checar materiais suplementares). Filogenias
estimadas por essa ferramenta junto com maximum likelihood (probabilidade maxima)
e métodos Bayesianos, consistentemente puseram as cepas dos surtos brasileiros em
um Unico clado junto com o gendtipo América do Sul | (AS ) com suporte estatistico
maximo (bootstrap= 100%; probabilidade posterior>0.99) (Fig. 3A e fig. S5).

O grupo externo ao clado do surto é a cepa Ba655417, um caso humano
amostrado em Alto Alegre, Roraima, norte do Brasil, em 2002. Em contraste, amostras
feitas durante o surto anterior em MG em 2003 s&o mais distantemente relacionadas
ao clado do surto dentro do gendtipo SA1 (Fig. 3A). Portanto, o surto de 2017 foi mais
provavelmente causado pela cepa do VFA introduzido de uma area endémica,
possivelmente do norte ou centro-oeste do Brasil (35) do que pela reemergéncia de
uma linhagem que tenha persistido em MG. Apesar das baixas densidades de
amostragem significarem que essa conclusdo é provisoria, cenarios similares foram
sugeridos para epizootias brasileiras anteriores (36). O hiato de 14 anos entre 0 surto
atual e a data da cepa de um néo surto mais proximamente relacionado concorda com
a periodicidade reportada para surtos de FA no norte do Brasil (37), que se achava
gue era direcionada pela abundéancia do vetor e acumulagcéo dos hospedeiros PNHs

suscetiveis (19, 38).
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Fig. 3. Filogenia molecular da epidemia brasileira do VFA. (A) Filogenia maximum likelihood (com
probabilidade méxima) dos genomas completos de VFA mostrando o clado do surto (tridngulo
vermelho) dentro do gendtipo da América do Sul | (SA1) (Fig. 4 e fig. S6). A2, WAfr e EAfr indicam
gendtipos da América do Sul Il, Oeste Africano e Leste Africano, respectivamente. Para deixar mais
claro, cinco cepas de VFA introduzidas na Venezuela do Brasil (49) ndo sdo mostradas. A escala da
barra esta em unidades de substituicdo por sitio (s/s). Os rotulos dos nos indicam valores de suporte
bootstrap. RO 2002, cepa BeH655417 de Roraima; MG 2003, duas cepas de surtos prévios de FA em
MG em 2003; 17DD, a cepa da vacina usada no Brasil; AO 2016, surto de VFA Angola em 2015-2016
(13). (B) Regresséo raiz-a-ponta da data de amostragem da sequéncia com a divergéncia genética da
raiz do clado do surto (fig. S6). As sequéncias estédo coloridas de acordo com o local de amostragem
(MG, Minas Gerais; ES, Espirito Santo; RJ, Rio de Janeiro; BA, Bahia). (C) Gréficos em violino
mostrando as distribuicdes posteriores estimadas (circulos brancos indicam médias) do tempo do
ancestral comum mais recente (TACMR) do clado do surto. Estimativas foram obtidas usando dois
datasets diferentes (cinza, gen6tipo SA1; vermelho, clado do surto) e sob diferentes modelos evolutivos:
a, modelo de regresséo logistica (MRLRNC) com uma arvore de skygrid anterior com covariaveis, 0s
dados de séries temporais mostrados nas Fig. 1, A a C; veja também a fig. S7); b, modelo UCLN com
arvore skygrid anterior sem covariaveis; ¢, modelo de reldgio local fixado (ver materiais suplementares).

67



Pelo menos sete humanos de MG com confirmacéo para o VFA por meio de
PCR receberam a vacina de FA antes do aparecimento dos sintomas. Para testar se
essas ocorréncias foram causadas por infec¢cdes naturais e ndo por reativagdes da
vacina, nds sequenciamos os genomas do VFA de trés desses casos (Fig. 3A e tabela
S3). Nossa andlise filogenética claramente mostra que esses representam infeccdes
naturais causadas pelo surto em andamento e conclusivamente ndo séo derivadas
das cepas da vacina 17DD (que pertence ao gendtipo do VFA africano do oeste) (Fig
3A e fig. S6).

Unificando a epidemiologia do VFA e a evolugdo molecular

Genomas de virus sdo fontes valiosas de informacdo sobre a dinamica de
epidemias (39), mas sao raramente usados para investigar surtos especificos do VFA
em detalhes. N0s mostramos aqui como uma variedade de trés abordagens analiticas,
gue combinam genética, epidemiologia e dados espaciais, podem prover insigths na
transmissao do VFA.

Primeiro, n6s usamos um método Bayesiano (40) para explorar flutuacées de
potenciais covariaveis no tamanho efetivo da populagédo do surto do VFA em 2017.
Depois de encontrar que a divergéncia genética no clado do surto se acumula ao longo
da escala temporal de amostragem (Fig. 3B e fig. S6), apesar de fracamente, nos
procuramos determinar qual a série temporal epidemiolégica melhor descreve os
padrbes no tamanho efetivo da populacao inferido de VFA. N6s encontramos que
flutuacBes no tamanho efetivo populacional do surto do VFA sdo bem explicadas pelas
dindmicas de casos de ambos, humanos e PNHSs (probabilidade de inclusao: 0.37 para
casos humanos e 0.63 para casos em PNH) (tabela S8). Essas duas séries temporais
do VFA explicam as dindmicas da diversidade genética do surto em andamento 103

vezes mais efetivamente do que a incidéncia do VCHIK (probabilidade de incluséo

<0.001), que representa a transmissao por vetores Aedes spp. Um beneficio dessa
abordagem é que os dados epidemioldgicos contribuem para a estimacdo da escala
temporal do surto. Por meio da incorporacdo de dados da incidéncia do VFA na
inferéncia evolutiva, nés estimamos o tempo do ancestral comum mais recente
(TACMR) do clado do surto ser em julho de 2016 [95% Intervalo Bayesiano de
Credibilidade (IBC): marco a novembro de 2016] (Fig. 3C e fig. S7), consistente com

a data do primeiro caso confirmado por PCR do VFA em um PNH em MG (julho de
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2016). A incerteza ao redor da estimativa do TACMR é reduzida em 30% quando os
dados gendmicos e epidemioldgicos sdo combinados em comparacdo com O uso
apenas de dados genéticos (Fig. 3C).

Segundo, para entender a transmissdo do VFA entre humanos e PNHs, nos
medimos 0 movimento das linhagens do VFA entre reservatorios de PNHs e humanos,
usando um modelo coalescente filogeneticamente estruturado (41). Apesar de
estudos preévios terem confirmado que o VFA esta circulando em cinco familias de
PNH neotropicais (Aotidae, Atelidae, Callitrichidae, Pitheciidae e Cebidae) (Fig. 4A),
até agora genomas de FA em PNHSs durante o surto de 2017 foram registrados apenas
em Alouatta spp. (familia Cebidae) (33). Nessa analise, nés usamos estimativas
TACMR obtidas acima (Fig 3C) para informar a escala de tempo filogenético (Fig. 4B).
Todos os nés internos da filogenia do surto nos quais o estado do hospedeiro foram
bem apoiados (probabilidade posterior >0.8), foram inferidos que pertencem a
populacdo de PNH, consistente com a auséncia da transmissdo urbana e em
concordancia com um grande namero de casos em PNH reportados no sudeste do
Brasil (20). Apesar disso, nos advertimos que as hipéteses de ligacdo de transmisséo
entre seres humanos ndo devem ser testadas diretamente usando apenas dados
filogenéticos devido a uma larga subamostragem das infeccbes em PNHSs.
Notavelmente, a abordagem estruturada coalescente revela mudancas substanciais
na frequéncia de transicdes entre hospedeiros humanos-PNHs ao longo do tempo,
aumentando de zero proximo a novembro de 2016 e atingindo um pico em fevereiro
de 2017 (Fig. 4C). Esse padréo filogenético corresponde a série temporal de casos
confirmados do VFA em MG (Fig. 1 (A e B), demonstrando que 0s genomas virais,
guando analisados usando modelos apropriados, podem ser usados para rastrear

guantitativamente as dindmicas de zoonoses durante o curso do surto (42).
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Fig. 4. Dindmicas espaciais e evolutivas do surto do VFA. (A) A detec¢éo da frequéncia de VFA em
PNHs nas Américas (50). Tamanho do circulo representa a proporcéo de estudos publicados (n=15)
gue detectaram o VFA em cada familia de primata e regido. SA, América do Sul (exceto Brasil); CA,
América Central; CB, Caribe; BR1, Brasil (antes de 2017); BR2, Brasil (esse estudo). (B) Filogenia de
maxima de credibilidade de clado inferida sob um modelo coalescente estruturado sob dois estados
(humanos e PNHs). Simbolos de nés externos significam o tipo de amostra. Barras cinza e etiquetas
representam a localizagdo da amostra (RJ, Rio de Janeiro; ES, Espirito Santo; BA, Bahia; outros foram
amostrados em MG). Nés internos cujas probabilidades de estado posterior sdo > 0,8 sdo marcados
por circulos. Os rétulos dos nés indicam probabilidades de estado posterior para 0s nés selecionados.
As ramificagdes internas sdo azuis para os PNHs e vermelhas para os seres humanos. A Figura S8
mostra uma arvore totalmente anotada. (C) Nimero médio de transi¢cfes de estado filogenético do VFA
(de NHPs para humanos) por més. Linha sélida, estimativa mediana; area sombreada, 95% BCI. (D)
Expansdo da frente de onda epidémica do VFA estimada usando uma abordagem filogeografica
continua (35). Em cada momento, o grafico mostra a distancia espacial maxima entre os ramos da
filogenia e a localizacao inferida da origem do surto. Linha sélida, estimativa mediana; area sombreada,
95% BCI. As linhas tracejadas em (B) a (D) indicam quando a FA foi declarada uma emergéncia de
saude publica em MG (13 de janeiro de 2017). (E) Difusdo espago-temporal reconstruida do surto de
VFA. Os ramos da filogenia estéo dispostos no espaco de acordo com a localizacéo dos nés da filogenia
(circulos). As localizagdes dos n@s externos sdo conhecidas, enquanto as dos nés internos séo inferidas
(44). DF, Distrito Federal; GO, Goiés; SP, S&o Paulo. As regides sombreadas representam 95% das
regides crediveis dos nos internos. NOs e regides de incerteza foram coloridas de acordo com o tempo.
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Terceiro, n6s usamos uma abordagem filogenética de random walk (caminho
aleatdrio) para medir a dispersdo espacial do surto (43) (materiais suplementares,
meétodos e tabela S9). Quando projetado ao longo do espaco e do tempo (Fig. 4 (D e
E) e filme S1), a filogenia mostra uma disseminacéo de linhagens do virus no sul a
partir de sua origem inferida em MG em diregdo a areas densamente povoadas,
incluindo o Rio de Janeiro e Sao Paulo (onde a vacinagéo de FA nao foi recomendada
até julho de 2017 e janeiro de 2018, respectivamente). NOs estimamos que as
linhagens se movem, em meédia, 4,25 km/dia (95% IBC: 2,64 a 10,76 km/dia) (44).
Essa velocidade é similar quando ramos terminais do VFA s&o removidos (5.3 km/dia)
e, portanto, mais provavelmente reflete movimentos da linhagem do VFA dentro de
um ciclo silvestre e ndo o movimento de humanos assintomaticos infectados. Essas
taxas sdo maiores do que as esperadas com base nas distancias que o virus
tipicamente viaja por meio de PNHs na regido (45) e sugere a possibilidade de que o
movimento de linhagens do VFA podem ter sido auxiliados pela atividade humana -
isto €, pelo transporte de mosquitos infectados em veiculos (46) , caca ou comércio
ilegal de PNHs na Floresta Atlantica (47, 48). A frente da onda epidémica (distancia
maxima dos ramos filogenéticos da origem inferida da epidemia) expandiu
constantemente entre agosto de 2016 e fevereiro de 2017 com uma taxa estimada de
~3.3 km/dia. Portanto, no momento em que a FA foi declarada uma emergéncia de
saude publica em MG (13 de janeiro de 2017; linhas tracejadas na Fig. 4 (B a D), a
epidemia ja tinha se expandido ~600 km (Fig. 4D) e causado >100 casos reportados
em ambos, humanos e PNHSs (Fig. 1). Notavelmente, a primeira deteccdo em humanos
em dezembro de 2016 foi concomitante com a fase de expansao espacial do surto
(Fig. 4D) e ao aumento na estimativa de zoonoses entre PNH-humanos (Fig. 4C);
ambas foram provavelmente impulsionadas por um aumento na abundéancia de
vetores silvestres. Portanto, a linhagem do surto parece ter circulado entre PNHs em
uma em uma area geografica cada vez maior por diversos meses antes dos casos

humanos terem sido detectados.

Conclusao

A vigilancia epidemiologica e gendmica humanas e em populacdes de animais em
risco sdo cruciais para a deteccdo e rapida contencdo da transmissdo do VFA. A

epidemia do VFA no Brasil continua a se desenvolver com um aumento nos casos
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desde dezembro de 2017. Estudos longitudinais de PNHs s&o necesséarios para
entender como linhagens do VFA se disseminam ao longo da América do Sul entre
surtos e como a epizootia € determinada pela dindmica dos animais suscetiveis no
reservatério. Para atingir as metas da OMS de eliminar epidemias de FA até 2026, a
vigilancia de FA necessita uma estratégia global coordenada. Nossos resultados e
analises mostram que a vigilancia genémica rapida do VFA, quando integrado com
dados epidemioldgicos e espaciais, pode ajudar a antecipar o risco humano de
exposicao ao VFA durante o tempo e espaco e monitorar as chances de transmissoes
silvestres e urbanas. NOs esperamos que o kit de ferramentas introduzido aqui seja
atil em guiar o controle da FA de uma maneira que seja eficiente em termos do uso de

recursos.
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RESUMO

O recente reemergéncia do virus da febre amarela (VFA) no Brasil levantou
sérias preocupacdes devido a rapida disseminacdo do virus na regido sudeste. Para
entender melhor a diversidade genética e a dinAmica genética do VFA durante o
recente surto no sudeste do Brasil, geramos 18 genomas completos e quase
completos a partir do pico da curva epidémica de primatas nao-humanos (NHPs) e
casos de infeccdo humana nés estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro. O
sequenciamento genémico de 18 genomas de VFA revelou o tempo, a origem e as
rotas provaveis de transmissao e dispersao do virus da febre amarela durante um dos
maiores surtos ja registrados no Brasil. NO0s mostramos que, durante a recente
epidemia, o VFA foi reintroduzido de Minas Gerais para os estados do Espirito Santo
e do Rio de Janeiro multiplas vezes entre os anos de 2016 e 2019. A andlise dos
dados do sequenciamento portatil pode identificar o corredor de dispersdo do VFA.
Esses achados reforcam a ideia de que estratégias continuas de vigilancia genémica
podem fornecer informacBes sobre a diversidade genética e a dinamica de
transmissdo de virus que podem auxiliar na compreensdo de epidemias de
arboviroses.

Importancia

As infec¢des por arbovirus no Brasil, incluindo febre amarela, dengue, zika e
chikungunya, resultam em consideravel morbidade e mortalidade e estdo aumentando

as preocupacdes sobre saude publica. No entanto, nossa compreensao desses surtos
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€ dificultada pela disponibilidade limitada de dados gendmicos. Neste estudo,
investigamos a diversidade genética e a distribuicdo espacial do VFA durante o surto
atual, analisando dados gendémicos de areas do sudeste do Brasil ndo cobertas por
outros estudos anteriores. Para obter informacdes sobre as rotas de introducéo e
dispersédo do VFA, nés rastreamos o virus por meio do sequenciando genomas do
VFA amostrados de primatas ndo-humanos e pacientes infectados da regiéo sudeste.
Nosso estudo fornece uma compreensao de como o VFA inicia a transmissdo em
novas regides brasileiras e ilustra que a genémica aplicada em estudos de campo
pode melhorar as abordagens tradicionais para a vigilancia e controle de doencas

infecciosas.

Palavras-chave: febre amarela, surto, sudeste do Brasil, vigilancia genémica, resposta

a surtos.

A febre amarela (FA) é uma doenca transmitida por vetores e endémica a areas
tropicais da Africa e da América do Sul (1). O agente etioldgico é o virus da febre
amarela (VFA), um virus de RNA de cadeia simples sentido positivo, pertencente a
familia Flaviviridae (2). A diversidade do VFA pode ser classificada em quatro
genatipos distintos, que foram nomeados com base em sua distribuicdo geografica:
genotipos da Africa Oriental, Africa Ocidental, América do Sul | e América do Sul Il (3—
6).

Nas Ameéricas, a transmissdo do VFA pode ocorrer através de dois ciclos
principais de transmissédo epidemioldgica, os ciclos silvestres (ou na selva) e urbano
(doméstico). No ciclo silvestre, os primatas ndo-humanos (PNHSs) séo infectados pela
picada de mosquitos vetores, tais como Haemagogus spp. e Sabethes spp. (7, 8) No
entanto, no ciclo urbano, os seres humanos podem ser infectados por picadas de
mosquitos de Aedes sp. (9). A infeccédo pelo VFA em humanos mostra um amplo
espectro de severidade da doenca, incluindo infeccéo assintomética; doenca leve com
sintomas semelhantes a dengue, incluindo febre, nausea, vomito e fadiga; e doenca,

incluindo febre com ictericia ou hemorragia e morte (10).

Enquanto a erradicacdo ndo € possivel devido ao sistema de reservatorios da vida
selvagem, a cobertura vacinal em larga escala fornece protecdo consideravel contra
a reurbanizagao da transmissao do VFA (11). No entanto, apesar da disponibilidade

de vacinas efetivas, a FA continua sendo um importante problema de saude publica
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na Africa e na América do Sul. No final de 2016, ocorreu uma severa reemergéncia da
epidemia do VFA no sudeste do Brasil. A epidemia evoluiu para se tornar a maior
observada no pais em décadas, atingindo areas proximas a Mata Atlantica (11, 12). A
epidemia do VFA de 2016 a 2017 no Brasil foi responsavel por

1.412 epizootias, 777 casos confirmados em humanos de FA, a maioria dos quais
ocorreu no sudeste do Brasil (Minas Gerais, n=465; S&o Paulo, n=22; Rio de
Janeiro=25; Espirito Santo, n=252 casos confirmados) e 261 mortes humanas (13).
Apés essa epidemia, novos casos foram relatados entre 2017 e 2018, sendo que
nesse periodo foram registradas 864 epizootias, 1.376 casos confirmados de FA em
humanos e 483 mortes humanas mortes registradas, com os estados do sul entre os
mais afetados pela epidemia do VFA (Minas Gerais, n=532; Sdo Paulo, n=377; Rio de
Janeiro, n=186; Espirito Santo, n=6 casos confirmados) (14). A epidemia persistiu em
2018 e 2019 e representou 1.883 casos notificados em PNHs (n=20 casos
confirmados pelo PNHs) e 12 casos humanos confirmados, incluindo 5 mortes
humanas no estado de Sao Paulo. A maioria dos casos epizo6ticos confirmados foi
registrada nos estados do sudeste (95%) (Sao Paulo, n=10; Rio de Janeiro, n=8; e
Minas Gerais, n=1) (13-15).

Embora atualmente ndo exista evidéncia que a transmissao urbana tenha
ocorrido, o surto afetou areas altamente infestadas por Aedes aegypti e Aedes
albopictus, onde a vacinagao contra a febre amarela foi recentemente introduzida em
um programa de imunizacdo de rotina. ISso suscita a preocupacdo de que pela
primeira vez em décadas, possa haver um alto risco de transmissao urbana de VFA
no Brasil (16). Novas abordagens analiticas e de vigilancia séo, portanto, necessarias

para monitorar esta ameaca.

Mesmo assim, existem informacdes limitadas de estudos de vigilancia genémica sobre
a epidemiologia gendmica e as dinamicas de disseminac¢éao do VFA em circulagcéo no
sudeste do Brasil entre 2016 a 2019. Estudos anteriores mostraram a dinamica
espacial e evolutiva do atual surto do VFA em diferentes estados do sudeste (11) e
langaram luz sobre a possivel cocirculacdo de diferentes linhagens de VFA (17). No
entanto, ainda ha informacdes limitadas sobre a epidemiologia genémica do VFA
circulando nos estados do Espirito Santo e no Rio de Janeiro a partir de estudos de
vigilancia gendmica e isso prejudica nossa compreensdo da reintrodugéo,
estabelecimento e disseminag¢do do virus nessas regides. Portanto, para entender

melhor a reemergéncia da epidemia recente do VFA nessas regides, n0s analisamos
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um conjunto de dados maior e atualizado dos dados divulgados recentemente da
epidemia do VFA no Brasil entre 2016 a 2019, incluindo 18 genomas completos
recém-gerados de areas nao cobertas por outros estudos anteriores de humanos e
PNHs dos estados do sudeste de Espirito Santo e Rio de Janeiro (este artigo foi

submetido a um arquivo de pré-impresséo on-line [18].)

RESULTADOS

Diagnostico molecular e sequenciamento de genoma de amostras clinicas.

Amostras de figado, baco, rim e sangue de 14 PNHs e amostras de figado e
soro de 4 casos humanos infectados coletados em areas ndo cobertas por outros
estudos anteriores nos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo, sudeste do Brasil,
entre janeiro de 2017 e abril 2018, foram testados para o RNA do VFA usando o ensaio
guantitativo de PCR para transcricao reversa (RT-gPCR) (19, 20) no Laborat6rio de
Flavivirus da FIOCRUZ Rio de Janeiro (LABFLA / FIOCRUZ).

A maioria dos casos confirmados em PNHs foram de animais do género
Alouatta (42,9%; 6 de 14), seguidos por Callithrix (35,7%; 5 de 14), Sapajus (7,1%; 1
de 14) e Leontopithecus rosalia (14,3%; 2 de 14). Os valores do limiar do ciclo de PCR
(CT) foram em média 12,23 (variacdo de 7,2 a 22,4) (Tabela 1).

TABELA 1 Dados epidemiologicos para as amostras sequenciadas

Collection date

ID C, value Sample type Host Species State Municipality (day/month/year) Age Sex Residence
RJ182 8.2 Liver NHP Alouatta sp. RJ Sao Sebastido do Alto 09/03/2017 NA M

RJ193 10.2 Liver NHP Alouatta sp. RJ Sao Sebastido do Alto  27/03/2017 1 M

RI41 224 Serum Human ES Ibatiba 24/01/2017 16 M Rural
RJ183 1.2 Serum Human RJ Sao Sebastido do Alto  12/03/2017 25 M Rural
RJ194 6.5 Liver NHP Alouatta sp. RJ Sao Sebastido do Alto  27/03/2017 15 F

RJ147 219 Whole blood NHP Alouatta sp. ES Domingos Martins 31/01/2017 NA NA

RN73 15 Whole blood NHP Cebus sp. ES Itarana 09/02/2017 NA NA

RJ184 144 Liver Human ES Cariacica 13/03/2017 65 M Rural
RJ213 8.1 Liver NHP Callithrix sp. RJ Valenca 22/01/2018 5 F

RJ186 109 Liver NHP Alouatta sp. ES Guarapari 06/03/2017 NA NA

RI77 15 Serum Human ES Brejetuba 16/02/2017 46 M Urban
RJ188 9.9 Whole blood NHP Callithrix sp. ES Cariacica 08/03/2017 NA NA

RJ201 134 Liver NHP Callithrix sp. RJ Nova Iguagu 28/11/2017 2 F

RJ219 1.2 Kidney NHP Callithrix sp. RJ Angra dos Reis 05/02/2018 NA NA

RJ189 13.7 Whole blood NHP Alouatta sp. ES Serra 20/03/2017 NA F

RJ216 7.2 Liver NHP Callithrix sp. RJ Duas Barras 25/01/2018 10, E
LABFLAO9 221 Liver NHP Leontopithecus Rosalia RJ Silva Jardim 24/04/2018 NA NA
LABFLA10 11.76 Liver NHP Leontopithecus Rosalia RJ Silva Jardim 24/04/2018 NA NA

7ID, study identifier; C;, RT-qPCR quantification cycle threshold value; RJ, Rio de Janeiro; ES, Espirito Santo; Municipality, Municipality of residence; F, female; M, male;
NA, not available,

A idade mediana dos pacientes humanos foi de 38 anos (variagao de 16 a 65

anos). Um total de 75% dos individuos afetados moravam em areas rurais (Tabela 1).
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Apenas um individuo morava em uma area urbana com um histérico de viagens para
areas rurais. Para investigar a fonte e transmissao do VFA e a diversidade genética
do virus circulando em humanos e PNHs nos estados do Rio de Janeiro e Espirito
Santo, nés usamos 0 sequenciador portétil de nanoporos MIinlON para gerar 18
sequéncias genémicas completas e quase completas (cobertura média 89,9 %; Tabela
2) usando um protocolo de sequenciamento MinlON descrito anteriormente (11, 21)
gue permitiu a rapida geracéo de dados através da preparacéo rapida de amostras e
construcdo da biblioteca (1 dia) como uma abordagem interessante para obter
informacdes criticas rapidas (como a identificagdo de linhagem e dindmica de

transmissao de patdgenos) Uteis para servicos de vigilancia e tomadores de deciséo.

TABELA 2 Estatisticas de sequenciamento para as 18 novas sequéncias obtidas

NCBI accession No. of mapped Avg depth No. of bases No. of bases Reference

Study identifier no. reads coverage covered >10x covered >25x covered (%)
RJ182 MK882607 21,104 961.34 10,220 10,220 9931
RJ193 MK882613 2,953 133.99 10,215 9,697 95.95
RI141 MK882601 11,776 523.89 10,175 9,955 96.17
RJ183 MK882608 1,453 67.88 9,934 8,599 8252
RJ194 MK882615 1,146 55.27 9,381 7,964 79.84
RJ147 MK882602 3319 148.16 8,461 7,651 7119
RJ173 MK882599 1,361 63.57 9,017 7,628 74.68
RJ184 MK882609 1241 57.04 9,480 8,109 7823
RJ213 MK882618 2,520 116.01 10,206 9,674 93.01
RJ186 MK882610 4,007 190.77 9,460 9,445 90.36
RJ177 MK882604 22,538 1,057.4 10,227 10,219 99.31
RJ188 MK882611 74,369 3,227.15 10,237 10,231 99.31
RJ201 MK882617 8,679 399.91 9,490 9,454 9034
RJ219 MK882621 8,894 405.58 10,205 9,957 96.2
RJ189 MK882612 4,840 219.19 9,695 9,146 894
RJ216 MK882619 6,807 313.58 10,220 9,709 93.1
LABFLAO9 MK882600 31287 4,637.05 10,210 9,975 89.97
LABFLA10 MK882603 470,582 5,028.42 9,693 9,871 99.35

As amostras de FA sequenciadas neste estudo foram distribuidas
geograficamente ao longo de 6 municipios do Rio de Janeiro e 7 no Espirito Santo
(Fig. 1A).

A figura 1B mostra o nimero de casos confirmados do VFA nos estados do Espirito
Santo e Rio de Janeiro. Os dados epidemiolégicos revelaram duas ondas epidémicas
distintas do VFA. A primeira onda epidémica (onda 1) é representada pelos casos do
VFA registrados principalmente no estado do Espirito Santo durante o primeiro
semestre de 2017 (janeiro a abril; n=252 casos), embora alguns casos esporadicos
tenham sido relatados no ano seguinte (fig. 1B). A segunda onda (onda 2) é
representada por casos do VFA registrados no estado do Rio de durante o primeiro
semestre de 2018 (fevereiro a maio; n=220 casos) (Fig. 1B). Embora a maioria dos
casos no Rio de Janeiro tenha ocorrido entre fevereiro e margo de 2018, também
houve uma reemergéncia do VFA naquele estado detectada por volta de marco de
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2017 durante a onda epidémica 1 que afetou principalmente o estado do Espirito

Santo.
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FIG 1 Distribuicdo espacial e temporal dos casos de FA dos estados do Espirito Santo e do Rio de
Janeiro durante 2017 e Santo (ES) e Rio de Janeiro (RJ), localizados na regido sudeste do Brasil e
seus municipios. Os circulos indicam onde as amostras deste estudo foram coletadas. (B) Séries
temporais de casos do VFA humano (H) e primatas ndo-humanos nés estados ES e RJ confirmados
por sorologia, PCR quantitativo de transcricao reversa (RT-gPCR) ou isolamento de virus. Abaixo, as
datas de coleta das amostras dos genomas de virus gerados neste estudo sdo mostradas em barras
cinza.

Historia genética do VFA no sudeste do Brasil.

Para investigar a relacao filogenética das cepas do VFA circulando nos estados
do sudeste (Espirito Santo e no Rio de Janeiro), nés estimamos uma arvore
filogenética de maxima verossimilhanca (ML) para um conjunto de dados de 181
sequéncias de referéncia que compreendem as quatro linhagens do VFA. Nossa
filogenia de ML revelou que, como se suspeita, as sequéncias do VFA recém-geradas
pertencem a linhagem da América do Sul | (SA1) com alto suporte estatistico
(bootstrap 100%), agrupando-se com outros isolados brasileiros da epidemia entre
2016 a 2019 (Fig. 2) .
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FIG 2 Filogenética molecular da epidemia brasileira do VFA. Filogenia de probabilidade méaxima de
genomas completos do VFA mostrando o clado de surto (triangulo cinza) dentro do gendtipo Sul-
Americano | (SAl). A barra de escala estd em unidades de substituicbes por site (sust / site).

Posteriormente, para investigar a dinamica da epidemia do VFA na regido
sudeste, foram realizadas analises genéticas em um segundo conjunto de dados
(conjunto de dados 2; n=137), incluindo sequéncias recentemente publicadas da
epidemia do VFA no Brasil entre 2016 a 2019, pertencentes a linhagem SALl. A escala
temporal de nossas estimativas filogenéticas foi consistente com estudos recentes
(17, 22, 23) e confirmou a presenca de duas linhagens distintas circulando na atual
epidemia do VFA, denominada a seguir como linhagem 1 do SA1 e linhagem 2 do SA1
(Fig. 3). A linhagem SAl1 1 compreende sequéncias das regides norte e leste dos
estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro, e a época do

ancestral comum mais recente (TMRCA) dessa linhagem foi datada de setembro de

79



2016 (95). % Intervalo credivel bayesiano [BCI]; julho a novembro de 2016). A
linhagem 2 do SA1 compreende sequéncias dos municipios do sul de Minas Gerais e
sequéncias do sudeste de Sdo Paulo e a TMRCA dessa linhagem foi datada de
aproximadamente julho de 2016 (95% BCI; junho a dezembro de 2016) (Fig. 3). Nossa
filogenia em escala de tempo mostrou que as sequéncias geradas neste estudo se
agruparam com alto suporte (probabilidade posterior [pp] 90%) dentro da linhagem 1
do SA1 (Fig. 3).

Sampling Location

Bahia . Rio de Janeiro @ Sao Paulo

QIIOZ

Espirito Santo Minas Gerais * genomes from this study

(s1eak) awi)
SI.TOZ Li02 99:02
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s'8L0e

6102

Minas Gerais Sao Paulo Minas Gerais Bahia Rio de Janeiro & Espirito Santo

Lineage 2 Lineage 1

FIG 3 Arvore filogenética em escala temporal da atual epidemia de FA no Brasil. Filogenia do relégio
molecular obtida pela combinagéo dos 18 novos genomas completos do VFA gerados aqui (dicascom
estrela) juntamente com os dados disponiveis ao publico (n 137) da epidemia do VFA no Brasil entre
2016 a 2019 (11, 12, 17, 22, 23). Os numeros nos nds representam a probabilidade posterior do clado
de 0,90. As cores das ramificacfes representam diferentes locais de amostragem.

Para entender a transmissao e a evolucao espago-temporal da linhagem 1 da
SAl, analisamos um subconjunto de 80 sequéncias (conjunto de dados 3)
representando todas as sequéncias disponiveis nesta linhagem (Fig. 4). Realizamos
uma regressao da divergéncia genética da raiz para a ponta em relacdo as datas de
amostragem que confirmaram sinal temporal suficiente (r? 0,70) neste conjunto de
dados. Uma analise filogenética em escala temporal usando uma estrutura de Monte

Carlo (MCMC) da cadeia Bayesian-Markov (24) foi realizada para investigar o tempo
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de introducdo do VFA nos estados do Espirito Santo e do Rio de Janeiro (Fig.5A). A
Figura 5A mostra um zoom da filogenia bayesiana em escala temporal, destacando a
linhagem 1 da SA1, compreendendo as linhagens de VFA de 2017 a 2019 dos estados
de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Nossa analise mostrou que
amostras do Espirito Santo foram misturadas com sequéncias do Rio de Janeiro. ISso
sugere que as epidemias de YF no Espirito Santo e no Rio de Janeiro ndo foram
causadas por um unico evento de introducéo, como observado em Sao Paulo (17, 22),
mas resultou de varias introducdes do virus ao longo do tempo.

Em seguida, n6s usamos um modelo de difusdo continua para investigar como
a linhagem 1 do SA1 esta se espalhando no espaco e no tempo. NOs encontramos
evidéncias de que o VFA se disseminou pelos estados do sudeste brasileiro usando
dois caminhos distintos com uma taxa de dispersdo média de 0,12 km / dia (95% de
alta densidade posterior [HPD], 0,09 a 0,14 km / dia). A partir da regido norte do estado
de Minas Gerais, 0 VFA se espalhou para a regiao sul do estado da Bahia por volta
de janeiro de 2017 (95% BCI, de dezembro de 2016 a fevereiro de 2017) (Fig. 5) e da
regido leste do estado de Minas Gerais, 0 VFA mudou em direcdo ao estado do
Espirito Santo (pp 0,99), com introducdes estimadas em janeiro de 2017 (95% BClI,
novembro de 2016 a janeiro de 2017) (Fig. 5A e B). Desde sua introducdo no estado
do Espirito Santo, o virus se espalhou pelo estado vizinho (Fig. 5). Nossas anélises
revelaram que o VFA provavelmente foi introduzido no estado do Rio de Janeiro varias
vezes entre janeiro (95% BCI, dezembro de 2016 a fevereiro de 2017) e marco de
2017 (fevereiro de 2017 a maio de 2017), sendo espalhando para o sul a partir da
fronteira com o Espirito Santo e alcancando o municipio de Angra dos Reis, que é
localizado na regido sul do Rio de Janeiro. Nossos dados sugerem ainda que, apds
sua primeira introducdo no Rio de Janeiro, 0 virus persistiu até 2019, conforme
indicado pelo isolado MK533792 amostrado no municipio de Casimiro de Abreu em
janeiro de 2019 (12) (Fig. 5A), reforcando a necessidade de manutencéo vigilancia

continua e alta cobertura vacinal na regiao sudeste.
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FIG 4 Filogenia de rel6gio molecular incluindo o clado que compreende os novos isolados mais todas
as cepas do VFA do surto de 2017 a 2019 pertencentes ao clado da linhagem 1 do SA1. Os numeros
ao longo dos ramos representam probabilidade posterior do clado de 0,90. As cores representam locais
diferentes.
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FIG 5 Din&mica espacgo-temporal da linhagem 1 do SA1 do VFA. (A) Filogenia do relégio molecular
incluindo o clado que compreende as linhagens do VFA de 2017 a 2019 dos estados de Minas Gerais,
Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro pertencentes a linhagem 1 do SA1 do VFA. Os nimeros ao longo
dos ramos representam probabilidade posterior do clado de 0,90. Os isolados do VFA de Casimiro de
Abreu, amostrados em janeiro de 2019, estdo destacados em vermelho. As cores representam locais
diferentes. (B) Difusdo continua espacgo-temporal reconstruida do clado de surto da linha 1 do SA1 do
VFA. Os ramos filogenéticos sdo mapeados no espaco de acordo com a localizagdo dos nds
filogenéticos (circulos). As linhas mostram o movimento entre os estados do virus de Minas Gerais,
seguido pelo movimento para os estados do Espirito Santo e do Rio de Janeiro. As regides sombreadas
mostram regides crediveis a 95% dos nés internos.

DISCUSSAO

Neste estudo, nés geramos e analisamos 18 novas sequéncias gendmicas
completas e quase completas de VFA de amostras de humanos e primatas nao-
humanos coletadas em varios municipios ndo cobertos por outros estudos anteriores
nos estados do Espirito Santo e do Rio de Janeiro em 2017 e 2018.

Embora estudos anteriores ja tenham mostrado a dinAmica espacial e evolutiva
do atual surto de VFA no Brasil (11, 12, 17, 22), a escassez de dados genémicosdos
estados do Espirito Santo e do Rio de Janeiro dificultou a capacidade de esclarecer
mais sobre o reemergéncia e estabelecimento da transmisséo do VFA nessas regides.
Tentar determinar em larga escala o corredor de propagacéo do VFA e os pontos de
acesso geograficos € essencial para prever e impedir outros possiveis eventos de
transbordamento. Os dados gendmicos gerados fornecem uma compreensao mais

detalhada da introducéo e progressao da linhagem 1 do SA1 do VFA e revelam o
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momento, a fonte e as rotas provaveis da transmisséo e dispersao do virus da febre
amarela durante o maior surto no Brasil em décadas.

De acordo com o boletim epidemiolégico do Ministério da Saude, a
reemergéncia do VFA nos estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro foram
confirmadas em janeiro e fevereiro de 2017, respectivamente (13-15).

Nossas estimativas indicaram que as cepas do VFA da epidemia emergiram
primeiro nos estado do Espirito Santo de Minas Gerais por volta de janeiro de 2017
(95% BCI, novembro de 2016 a janeiro de 2017), o que é consistente com dados
epidemiologicos (13-15). Do estado do Espirito Santo, o VFA se espalhou para o sul,
para a grande area metropolitana do estado do Rio de Janeiro. Além disso, nossos
dados indicaram que a circulacdo do VFA no Rio de Janeiro pode ter resultado de
eventos de introducdo mudltiplos e independentes do estado do Espirito Santo,
destacando uma dinamica de dispersdo complexa do atual surto do VFA no Brasil,
gue ocorreu entre janeiro (95% BCI, Dezembro de 2016 a fevereiro de 2017) e marcgo
de 2017 (fevereiro de 2017 a maio de 2017). Nossos dados sugerem ainda que, apés
sua primeira introducdo no Rio de Janeiro, 0 virus persistiu até 2019, conforme
indicado pelo isolado MK533792 amostrado no municipio de Casimiro de Abreu em
janeiro de 2019 (12). Essa estimativa sugere que o VFA pode ter persistido no estado
do Rio de Janeiro por aproximadamente 24 meses. I1Sso sugere que o estado do Rio
de Janeiro possua condi¢cdes ecoldgicas para manter o VFA fora do periodo de
transmissao (dezembro a maio) (12). Por fim, dada a abundancia de vetores
competentes silvestres (12) e primatas ndo-humanos (22, 23), esses dados podem
indicar que existe algum potencial para o estabelecimento de um ciclo de transmisséo
enzodtica da febre amarela na Mata Atlantica.

Os dados epidemioldgicos também indicaram duas ondas epidémicasdistintas
do VFA (13, 14). A primeira onda epidémica é representada pelos casos do VFA
registrados principalmente nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo durante o
primeiro semestre de 2017, enquanto a segunda onda é representada pelos casos do
VFA registrados no estado do Rio de Janeiro durante o primeiro semestre de 2018.A
transmissao do VFA em areas com espécies de PNH suscetiveis ocorre tipicamente
em periodos caracterizados por condicbes ambientais adequadas para suportar maior
abundancia de mosquitos (12, 25).

Como sugerido anteriormente (17), encontramos evidéncias sobre a circulacédo

de duas linhagens distintas do VFA que podem ter se espalhado a distintas taxas
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evolutivas e de difusdo. Usando dados genéticos do VFA, nds estimamos que a
linhagem 1 do SA1 do VFA se espalha a uma taxa de 0,12 km / dia (HPD a 95%, 0,09
a 0,14 km / dia), o que € um pouco abaixo das estimativas anteriores (11, 17). Isso
pode ser devido ao conjunto maior de dados analisados neste estudo, que pode
explicar as diferencas na taxa de propagacdo do VFA entre diferentes areas, bem
como diferentes linhagens.

Esses achados reforcam a ideia de que sao necessarias estratégias continuas
de vigilancia genémica para auxiliar no monitoramento e entendimento das epidemias
de arbovirus, o que pode ajudar a atenuar os impactos na saude publica de doencas
infecciosas. No presente artigo de pesquisa, nés objetivamos fornecer informacdes
genbmicas e reforcar a ideia do uso de dados epidemioldgicos e genémicos gerados
por um sistema de sequenciamento portétil e facil de configurar como uma abordagem
para obter informacdes criticas rapidas (como identificacdo de linhagem e patdégeno)
dindmica de transmissdo) que podem ser usadas por servicos de vigilancia e

tomadores de decisao.

Neste estudo, ndés também demonstramos que por meio da analise de
conjuntos de dados heterocrénicos com amostras coletadas em diferentes momentos
e / ou locais, a filodinamica se torna uma ferramenta poderosa para prevenir e
identificar movimentos de linhagens virais e descrever tendéncias de disseminacgéo
epidémica (11, 26, 27)

A vigilancia continuada em seres humanos e primatas ndo-humanos (PNH) em
periodos ndo epidémicos na regido sudeste sera importante para quantificar o risco
de novos surtos e o estabelecimento de novos ciclos de transmissao de VFA na regido.
Em concluséo, nosso estudo mostra que os dados gendmicos gerados pela tecnologia
de sequenciamento portatil podem ser empregados para auxiliar os servicos de saude
publica no monitoramento e compreensdo da diversidade dos virus circulantes

transmitidos por mosquitos.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de amostras.
Amostras de primatas humanos e nao-humanos foram coletadas sob as

diretrizes de uma estratégia nacional de vigilancia da FA para diagndstico molecular

pelo Laboratorio de Flavivirus (LABFLA) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) no Rio
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de Janeiro, Brasil, que € um laboratorio referéncia regional do Ministério da Saude
para arbovirus. A maioria das amostras foi vinculada a um registro digital que coletou
dados epidemioldgicos e clinicos, como data da coleta, municipio de residéncia, bairro
de residéncia, caracteristicas demograficas (idade e sexo) e data de inicio dos

sintomas clinicos.

Declaracéo ética.

O projeto foi apoiado pela Organizacdo Mundial da Saude Pan-Americana
(OPAS) e pelo Ministério da Saude do Brasil (MS) como parte dos esforcos de
vigilancia gendmica arboviral nos termos da Resolu¢cdo 510/2016 da CONEP
(Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, Ministério) da Satde; Comité Nacional de
Etica em Pesquisa, Ministério da Satde). O diagnostico da infeccdo pelo VFA no
LABFLA foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Oswaldo Cruz
(CAAE90249218.6.1001.54248).

RT-gPCR.

O RNA total foi extraido das amostras de tecido e soro usando um kit de RNA
/ DNA do patégeno MagMAX (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com
as instrucbes do fabricante. O RNA viral foi detectado usando duas técnicas de RT-
gPCR publicadas anteriormente (19, 20).

Sintese de cDNA e sequenciamento de nanoporos de todo o genoma.
Tentou-se o0 sequenciamento nas 18 amostras positivas para RT-PCR selecionadas,

independentemente do valor da CT, como descrito anteriormente (11, 21, 27). Todas
as amostras positivas foram submetidas a um protocolo de sintese de cDNA (11, 21)
usando um kit de sintese de cDNA da primeira fita ProtoScript Il. Em seguida, tentou-
se uma PCR multiplex de ladrilhos usando o esquema iniciador de VFA publicado
anteriormente e 30 ciclos de PCR usando a polimerase de DNA de alta fidelidade Q5
(NEB), conforme descrito anteriormente (21). Os amplicons foram purificados usando
esferas 1 AMPure XP (Beckman Coulter) e as concentragcbes de produtos de PCR
limpos foram medidas usando um kit de teste de alta sensibilidade (HS) de DNA de
fita dupla Qubit (dsDNA) em um fluorimetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher). A preparacao
da biblioteca de DNA foi realizada usando o kit de sequenciacéo Ligation (Oxford
Nanopore Technologies) e o kit de cédigo de barras Native (NBD103; Oxford

Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido). Uma biblioteca de sequenciamento foi

gerada a partir dos produtos com cédigo de barras usando o kit de sequenciamento
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de DNA gendmico SQK-MAPO07 / SQK-LSK208 (Oxford Nanopore Technologies). A
biblioteca de sequenciamento foi carregada em uma célula de fluxo R9.4 (Oxford

Nanopore Technologies).

Geracgdao de sequéncias de consenso.

Sequéncias de consenso para cada amostra com codigo de barras foram
geradas seguindo uma abordagem publicada anteriormente (21). Resumidamente, 0s
arquivos brutos foram chamados em base usando Albacore, desmultiplexados e
aparados usando Porechop e depois mapeados com bwa para um genoma de
referéncia (nUmero de acesso ao GenBank JF912190). A chamada de variante
nanopolitica foi aplicada ao conjunto para detectar variantes de nucleotideo Unico no
genoma de referéncia. Sequéncias de consenso foram geradas; os locais de ligacéo
ao primer ndo sobrepostos e os sites com cobertura 20 foram substituidos pelo cédigo
de ambiguidade N. As estatisticas de sequenciamento podem ser encontradas na
Tabela 1.

Agrupamento de conjuntos completos de dados do genoma do VFA.
A genotipagem foi realizada pela primeira vez usando a ferramenta de tipagem

filogenética da febre amarela disponivel em http://www.krisp.org.za/tools.php. As
sequéncias de genoma geradas aqui foram combinadas com um conjunto de dados
gue compreende genomas publicados anteriormente da epidemia do VFA no Brasil
entre 2016 a 2019 (11, 12, 17, 22, 23). Dois conjuntos de dados genémicos do VFA
completos ou quase completos foram gerados. O conjunto de dados 1 (n=199)
compreendeu os dados relatados neste estudo (n=18) mais (n=181) sequéncias
genbmicas completas ou quase completas de VFA (10.000 pb) recuperadas do NCBI
em junho de 2019 e cobrindo todos os quatro genétipos existentes. Posteriormente,
para investigar a dinAmica da infec¢éo pelo VFA na regido sudeste, foram realizadas
analises genéticas em um conjunto de dados menor (conjunto de dados 2), incluindo
um conjunto de dados maior e atualizado a partir de dados recentemente divulgados
da epidemia do VFA no Brasil entre 2016 a 2019, que pertenciam a linhagem 1 SAl
(n=137). Portanto, para entender a transmissao e a evolugcdo espaco-temporal da
linhagem 1 do SA1 do VFA a partir desse conjunto de dados, geramos um subconjunto
(conjunto de dados 3) que inclui todas as sequéncias identificadas dessa linhagem
(=80). As arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca (ML) foram estimadas

usando RAXML (28) sob um modelo de substituicdo de nucleotideos GTR 4. O suporte
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estatistico para nos filogenéticos foi estimado usando uma abordagem de bootstrap
ML com 1.000 repeticoes.

Para investigar o sinal temporal em nossos conjuntos de dados 2 e 3 do VFA,
regressamos as distancias genéticas raiz a ponta dessa arvore ML em relacdo as
datas de coleta de amostras usando TempEst v.1.5.1 (http: // tree .bio.ed .ac.uk) (29).

Filogenética datada.

Para estimar as filogenias calibradas no tempo, datadas dos dados do genoma,
foram realizadas analises filogenéticas usando um pacote de software Bayesiano (24).
Aqui, usamos 0 modelo de substituicdo de nucleotideos GTR 4 e a arvore Bayesian
Skygrid anterior (30) com um relégio relaxado ndo correlacionado com uma
distribuigdo lognormal (31). Empregamos uma analise rigorosa de sele¢do de modelos
usando procedimentos de amostragem de caminho (PS) e trampolim (SS) para
estimar o modelo de rel6gio molecular mais apropriado para a analise filogenética
bayesiana. Testamos (i) 0 modelo de relégio molecular estrito, que assume uma taxa
Unica em todos os ramos da filogenia e (ii) o modelo de relégio molecular relaxado
ndo correlacionado mais flexivel com uma distribuicdo de taxa lognormal (lognormal
nao correlacionado [UCLN]). Os estimadores SS e PS indicaram o reldgio molecular
estrito (fator 4.3 de Bayes) como o modelo mais adequado ao conjunto de dados em
analise. As andlises foram realizadas em duplicado no BEAST v.1.10.4 (24) para 50
milhdes de etapas do MCMC, parametros de amostragem e arvores a cada 5.000
passos. Foi utilizada uma referéncia ndo-informativa da cadeia de Markov no tempo
continuo antes da taxa de relégio molecular (32). A convergéncia das cadeias MCMC
foi verificada usando o Tracer v.1.7.1 (33). O maximo de arvores do clado foi resumido
usando o TreeAnnotator apos descartar 10% como queima.

Analises filogeogréficas.

Para investigar a disseminagcdo do VFA no sudeste do Brasil, analisamos mais
detalhadamente a linhagem 1 do SA1l, que inclui as sequéncias n 80 (Fig. 4).
Utilizamos uma arvore coalescente Skygrid anterior (30) e um modelo filogeografico
continuo que utiliza uma caminhada aleatéria relaxada para modelar a difusédo
espacial de linhagens. A variacdo da velocidade de disperséo entre linhagens foi
modelada usando uma distribuicdo de Cauchy (34, 35). A difusédo do virus através do

tempo e do espaco foi resumida usando 1.000 filogenias amostradas em intervalos
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regulares a partir da distribuicdo posterior (apds exclusdo da queima). Os locais de
amostragem de cada sequéncia georreferenciada do VFA dos estados do Espirito
Santo e do Rio de Janeiro estdo listados na Tabela S1 no material suplementar. As
sequéncias georreferenciadas e com registro de data e hora foram analisadas no
BEAST v.1.10.4 (24) usando a biblioteca BEAGLE (36) para aumentar a velocidade

computacional.

6 — CONCLUSAO / CONSIDERACOES FINAIS:

A cooperacdo da OPAS na epidemia de FA demonstra que a organiza¢do nao tem
seu fim em si mesma e mostra a materializacdo da sua missao de “promover a equidade na
saude, combater doencas, melhorar a qualidade de vida e elevar a expectativa de vida dos
povos das Américas”. Deste modo, € inerente ao papel da OPAS, explicitado no RSI, o
fortalecimento das capacidades dos paises. Muitas das formas de cooperacdo da OPAS
sdo discretas, voltadas para o fortalecimento institucional do Ministério da Saude e de
restrita divulgacdo, o que limita a sistematizacdo de todas as atividades realizadas pela
Organizacao.

A crise de abastecimento de imunobiolégicos levou a necessidade de uso de doses
fracionadas da vacina e de grandes negociacdes na aquisicdo de doses e seringas. Esta
crise revela a importancia de o Brasil garantir a soberania na fabricagéo de imunobiolégicos,
capacidade bésica essencial no enfrentamento de doengas imunopreviniveis, sejam
emergentes ou reemergentes.

A resposta a essa emergéncia em salde congregou a expertise de cientistas de
diferentes campos disciplinares, envolvendo aspectos clinicos, epidemiolégicos, virolégicos,
laboratoriais e politicas publicas, configurando uma equipe multidisciplinar e pluri-
institucional. Cabe ressaltar que a capacidade instalada de pesquisa no Brasil foi decisiva
para garantir a resposta, com destaque para a Fiocruz e o Instituto Evandro Chagas, 6rgaos
federais que tém como missdo produzir, disseminar e compartilhar conhecimentos e
tecnologias que contribuam para a promoc¢ao da saude e da qualidade de vida da populacao
brasileira. Além da geracdo de conhecimento, a Fiocruz também é responsavel pela
producédo de imunobiolégicos e testes diagndsticos. Essas instituicdes atuam como Centros
Colaboradores da Organizacdo Mundial de Satde®?.

A cooperacdao internacional foi fundamental no enfrentamento a epidemia de FA,
desde sua notificacdo para a OPAS/OMS e acompanhamento dos paises membros da
Organizacdo das Nacdes Unidas, como para a resposta a emergéncia. Essa passa por
decisbes de gestdo complexas, como o ajuste no esquema vacinal, que carecem de forte
embasamento técnico e politico-institucional, e pelo apoio na aquisicdo de insumos
estratégicos. Este exemplo de cooperagdo técnica multilateral mostra o papel dos
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organismos Internacionais e o0 éxito no seguimento do Regulamento Sanitario Internacional
como instrumento norteador na resposta as Emergéncias de Saude Publica.

Em relacdo a geracdo de conhecimento para a tomada de decisao, a OPAS facilitou
a vigilancia gendmica da Febre Amarela com foco nas questdes de vigilancia, principalmente
para a busca de evidéncias que respondessem aos questionamentos do tipo de transmissao
(silvestre ou urbana) e consequentemente facilitar as acdes de controle da epidemia, bem
como a caracterizacado da epidemia e o entendimento de sua evolucao.

Fiel a sua missao de “promover a equidade na saude, combater doencas, melhorar a
qualidade de vida e elevar a expectativa de vida dos povos das Ameéricas”, a OPAS nao
mediu esforcos para o apoio no enfrentamento da maior epidemia de febre amarela silvestre
ja registrada'?.
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ANEXO 1

Ficha de Notificacdo / Investigacdo de Febre Amarela
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ANEXO 2

Ficha de Notificacéo / Investigacédo de Epizootia
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ANEXO 3

Ficha de Notificacdo/Investigacdo de Evento Adverso Pos-Vacinas
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ANEXO 4
Ficha de achados clinicos e coleta de amostras/ necropsia (em PNH)
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ANEXO 5

Ficha de identificacao de primatas de vida livre

Mimstenio da Saode ”:
| i R 4| Data de cactua
] : Jl’ il S L_L.l_l._.l J_L.l_J
§ Endersco Jln Noime' Tewfone ce Contato
;M! Lﬁ_m: J
9 Porto e Referénce. J
] CARACTERISTICAS DO LOCAL DE CAPTURA
Motvo da captarn
‘ 1+ 2. Area de interesse 3 invest casos humanos 4 $Owra
l" ::;:“Mnm 3 Rescinos 4 Amarwsl 6 Ares wbane & Asen s 7- Outre J
il,, Hordno 08 captura Js"“‘"“""' umaum‘an |J
» mn 1- Aimading 2-Dardos 3Oube V-G 3 Nbo 1-5m 2-Nbo
l 16 doma J[rum...-m Horang de sotwa
1- Amazéne 4 Cemago 1- Pecudrin
2. Mats Ardrtica 7. Pampa Ay
3 Castings & Pantaral || 3. Outros % r » ™o J
Anwmal procedeme de dred de caphura? 1. Sm 2 N80 5 N1 [[20 Anessésico usado:
Se o, de qual Avea? J Mome Dose J
BBLsv o IDENTIFICAGAO DO ANIMAL
1o Aousits 2. Alwies - Colthis 4 Codus N1 Outie £ J
Sew
e P e i J
’ Bometne r'i"'-m’ | tesm 2nte NI |
tockcicn -:: mwju-u 2N NI J
- :: EE mm“:uumm 1Bm 2 Ne BN J
dreto e G | 3 it e iotfcagho do Avrar? 1-8im 2 Nio 8- NI
suden 0 dewdo —_m S wm, quel 1po? J
AVALIAGAO CLINICA DO ANIMAL
E3hado geral 20 animal. | 1 Terrp | Prasenca de ectap 1o dm 2 Nde B NI
1-Bom 2 Regular D Rum & N| J[ © Jf’uww J

li Freq Cordeece

Freg Respraiéne Mivataghe Curtigdo 1 B 1. 8
MPM 1- Hrataso 2 Descoruteso ] L. 2Nho Quetrsdo | 2 pao

Otaarvagho CInca (wel magratdns Sgasino o Jento randnio) J

Santomas ! anais Neurotigicos 18 2Nlo  OQuew? o.NI J

101



Fote b Lol smde o \mtmal bt  apourade

ColeRa de Amostras Exame Laboratoral
N de Amostras Identificacho das Amcatras I PCR | Parastolbgioo| Outro
Feres
[ Unna
! !
‘ soro
[ Gota Espessa
Secrectes
Ectoparastas
Poios
Secresdy
IV« Isolamento Viral 1+ inbigdo de Hemagiutinacdo PCR= Reagho em Cadews da Poimerase
i RESULTADOS LABORATORIAIS
ad Sologe M 41 Sologie Newtrakzagdo 42 Parastoiigeo| | 1 On 2 Néo Oo
1- Reagente 2- Ndo Reagente 1-Reagente  2- Ndo Reagente
| Aiphavirus e Fozes
1‘ y & QualTadagso Outroe ResLtacos Lador stonan
| Onthobunyay Onthcbunyaveus
Qual Thulsgdo: GusiTadagéo
Flavivaus Pavising
|Quatmitdacso
OBSERVAGOES
Outras informagbes.
Nome 40 responsd e erﬂiw Jtmaw
| ] R BN J
A% Fungdo JFTM““
—lrmawumumummj
Paroiras Local de captura

102



ANEXO 6

entomologica de febre amarela
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The obscurance of the greatest sylvatic yellow fever
epidemic and the cooperation of the Pan American Health
Organization during the COVID-19 pandemic
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Abstract

Introduction: Smes 2016, Brazil has been m the nidst of its largest sylvatic vellow fever epidemic aver, found predominantly outside
the Amazon region. Cases ung:.nanng from Brazl have been reported in France, the MNetherlands, Eomania, Smtz&rland, Argentina,
and Chale. The epidemic began m the Central-West region of Brazil m 2014, spreading mfo the Suuthem region, with sigmuficant
non-human primate transmssion confinuing towards Paraguay and Argentina. Methods: This report 15 an misgrative review of Pan
Amernican Health Organization cooperation during a sylvatic vellow fever epidermic. Results: The Pan American Health Orgamzation
has played a central role m handling the yvellow fever emergency, collaboratmg with the Mimstry of Health and vanious research groups
m supporting interventions of different response areas. The Pan American Health Orgamization's technical cooperation meluded: tramming
and workshops to exchange experiences, {:a.rnring out technical cooperation n patient managm.enrandepidemiulugital entomological,
laboratory, and epizootic surveillance, organizing the assistance network, and acqumng strategic mputs. The Pan American Health
Orgamration’s technical cooperation supporhed the Mimistry of Health's dE:lsmn to ad.upt a smgle-dose vaccine and use fractional
doses to support the vacoination needs of more than 39,000,000 people. The coronavirus diseaze 2019 pandemic contributed to the
failure of reaching the vellow fever vaccination goals a.ud mad.e it difficult to integrate the vellow fever vacce into recommended
areas. Conclusions: Given the ongomg coronavims disease 2019 pandmmc, If 15 necessary to strengthen measures for the surveillance,
prevention, and control of vellow fever with mmltlateral cooperation between countries.

Keyword: Yellow Fever. Disease Qutbreak. Epidemic. Commmumicable Diseaze Control. Intemational Cooperation. Pan Amenican
Health Orgamization.

Brazil is cumrently experiencing 1ts greatest sylvatic vellow fever
(YF) epidemic ever, reaching a record number of cases (2,114 cases)
between 2016 and 2018. The epidemic 13 centered predominantly
outside the Amvazon region (2, 104 cases), and has reached more than
4 times the number of all cases over the previous 20 years. As YF
15 typically a multimodal epidemic, we consider the period from
2016-2018, after the epidemic began in the Central-Weast region of
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Brazil in 2014 and spread mto the Southern region, to be part of the
two or more waves marking the peak of an epidemic’.

This particular epidemic was marked by the persistent
transmission of the virus in non-loman primates (NHP), even in
periods of low seasonality, which has subsequently affected areas
previously considered to be without nsk, such as the states of Bio
de Janeiro and Espirito Santo, and the sastern portions of Balua and
530 Paulo. This inerease in the territory affectad by the virus, along
with an associated merease m the recommendation of anti-yellow
fever vaceination, has mereased vaceme demand by 30,000,000
doses. Curently, vaccmation 15 being expanded to include the whole
country. YF transmission has been so intense that there have been
reports of cases onginating m Brazil documented in France, the
MWetherlands, Fomania, Switzerland Argentina, and Chals?®.
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PaHO cooperation during a sylvatic yellow fever epidemic

In addition to the known epidemic desenibed above, the
Evandro Chagas Institute of the Health Surveillance Secretarat
of the Brazlian Ministry of Health detected the ¥F wirus m
Aedes albopictus mosquitoes captured in the state of Minas Gerais.
It 15 widely known that these insects are capable of bridgmz the
gap between sylvatic and whan transomssion, mereasmg the nsk
of TF re-urbamzation™.

In regards to the overlap of this YF epidemic with the ongomg
coronavous disease 2015 (COVID-19) pandemuc, the present report
aimed to present the shategies adopted by the Pan American Health
Orgamzation (PAHO) m order to improve the understanding of
vanous tvpes of International technical cooperation m health care.
The present report entails an integrative review of the cooperative
achons camied out by PAHO mn coping with the YF epidemic from
2016 to 2020,

The Mimstry of Health (MoH), in compliance with the
International Health Regulations (IHR), notified PAHO of known
YF cases m Jamuary 2017. PAHO then 13sued an epidemiclogic
alert for all American countries, in accordance with the [HE which
has bean found to be an effective nstrument with which to start
response activities m the event of a disease cuthreak.

In Brazl, PAHO has played a central role in the technical
handling of the current YF emergency, collaborating with the
MeoH and MoH-partnared ressarch groups in regards to the
national response and preparation of other countries withm the
Americas that may be affected by this YF epidennc. Through the
direct participation of their specialized teams in situ and providmg
of supportive mterventions in different response areas, PAHO
facilitated the dizlogue of several health institutions, and contributad
to the knowledge regarding YF fransmission, as described in the
post-event evaluation and control actions of YF in the state of

The response to the cngoing YF epidemic has brought together
clmical, epidemiological, vivological, laboratory, and public policy
aspects, formmng a mulhdiseiplmary and multi-mstrimtonal team.
It 15 worth mentioning that the established research capacity n
Brazil was decisive m ensurmg a fast and accurate response. The
participation of the Evandro Chagas Institute and the Oswaldo Cruz
Foundation (Fiocruz), which are federal mnstitutes whose oissions
are to produce, dissemymate, and share knowledzge and technology
that contributes to bettaring the health and the quality of hifs of the
Brazihan population, was very important to the YF response. In
addrtion to penerating knowledge, Fioeruz 1s also responsible for
producing immunobialogical and diagnostic tests.

Historieally, techmical cooperation n the fight agamst YE was
began with the mception of PAHO, which has addressad the diseasze
smee its creation m 1902, as the International Samitary Burean of
the American Eepublics. The program was mstitationalized at the
first Intermational Samitary Convention of the Amernican Fepublics
m 1902, durmng which the vector-bome transmission of YF, a
historically neglected theme, was discussed. PAHO 15 proud to
have achieved the elimmation of wrban YT with the eradication of
Aedes aegypti m 1942

2/3

Honorng its omssion “to promote eqmty in health, to combat
dizease, and to improve the quality of, and lengthen the Irves of the
peoples of the Amernicas™, PAHO has spared no efforts to tackle this
epidemic, which has been supported by the Global Outbreak Alert
and Response Network (GOARN).

PAHOQs techmeal cooperation ocourred m several ways: tammg
and workshops to exchange expenences; carrving out techmeal
organization of an assistance network. Equally important was the
fior laboratory and field epidemiclogy activities, and the acquisition of
strategic tems, ncludmg drvice, syrmges, software heenses, vaccmes,
and supplies for melecular and histopathological diagnosis.

PAHO alse organized, for the first time on the Amenican
continent, a meeting for the Eliminate Yellow Fever Epidemics
(EYE) strategy, including the World Health Orgamization (WHO],
United Nations International Children’s Emergency Fund
(UMICEF), and Global Alhance for Vacemes and Immumzation
(GAVT), with move than 130 parimers. PAHG‘stBi:hmcalmwhm
supported the decrsion of the MoH to adopt 2 smgle-dose vaccine
whmhhad]:emrecumm.dadhyﬂ:eurgamzaﬁmmEﬂlﬂ
and the use of fractional doses to support the vaccination needs of
more than 3% 000,000 people. The 7 648,772 fractional doses used
provided savmgs of more than 6,000,000 doses. Figure 1 shows
a timelime of the primary milestones of cooperation in facing YF.

Professionals hived by PAHO, whe then transfemed to Brazilian
Mational Laboratones, had significant fmdings of the YF virus m
to expand the recormmendsd vaccination area, adjust the vaccnation
schedule (adeption of a single dose), and adopt a campaign for
fractionzl doses are also among the cooperative actmvities carmed out
by PAHO in Brazil during the cument YF epidenmic®’.

It 15 worth emphasizng PAHO's participation m the genomic
survelllance of TF, a decizive measure to divect Brazil’s response and
reaction to national and infernational concerns about transmission
dynamics, meluding the type of transmission cycle (svlvatic or
wrban), virus travel speed and ongin, and level of mtroduction of the
wirus (itial, single or reintroduction], ete. In this regard, 1t 1= alse
necessary to mention PAHO s support of the studies that culnomated
in the publications “Genomie and epidemiclogical momtoring of
yellow faver virs transmission potential” and “Yellow fever virus
reemergence and spread in Southeast Brazil, 2016-201578%

The present techmical report 15 necessary due to the weakeming
role of the World Health Organmization (WHO) in the cocrdination
of efforts against COVID-19, and the non-compliance of vanous
nations to the IHE. These factors, along with the reduction of
fimdmg to WHO by powerful nations, have diminished both the
spirtt of sohidanty between nations and the multilateral approach
needed to respond adequately to the pandemic'™.

The ongoing YF epidemic in Brazil continues to show a
sigmificant rate of transmission n the Central-West and Southern
regions of Brazil, contmumg towards Paraguay and Argentina. The
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FIGURE 1: Confirmed yelow fever cases In humans and non-human primates by month, and timeline of PAHD cooperation In responding to the 2016-2019 sylvatic
yellow fever epldemic In Brazil.

COVID-19 pandemic has contobuted fo the faihue of Brazil to
meeat the YF vaccination coverage goals, and has made it difficult
to implement the YF vaceine in recommended areas. During
the cngomg COVID-19 pandemic, it 15 necessary to stengthen
meazures for the surveillance, prevention, and control of YF, and
multilateral cooperation betwesn countries.
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ABSTRACT The recent reemergence of yellow fever virus (YFV) in Brazil has raised
serlous concerns due to the rapid dissemination of the virus in the southeastern re-
gion, To better understand YFV genetic diversity and dynamics during the recent
break in south ' Brazil, we generated 18 complete and nearly complete ge-
nomes from the peak of the epidemic curve from nonhuman primates (NHPs) and
human infected cases across the Espirito Santo and Rio de Janeiro states. Genomic
sequencing of 18 YFV genomes revealed the estimated timing, source, and lkely
routes of yellow fever virus transmission and dispersion during one of the largest
outbreaks ever registered in Brazil. We showed that during the recent epidemic, YFV
was reintroduced from Minas Gerals to the Espirito Santo and Rio de Janeiro states
multipie times between 2016 and 2019. The analysis of data from portable sequenc-
ing could identify the corridor of spread of YFV. These findings reinforce the idea
that continued genomic survelllance strategies can provide information on virus ge-
netic diversity and transmission dynamics that might assist in understanding arbovi-
rus epidemics.
IMPORTANCE Arbovirus Infections In Brazil, including yellow fever, dengue, zika,
and chikungunya, result in considerable morbidity and mortality and are pressing
public health concerns. However, our understanding of these outbreaks is hampered
by the limited avallability of genomic data. In this study, we Investigated the genetic
diversity and spatial distribution of YFV during the current outbreak by analyzing
genomic data from areas in southeastern Brazil not covered by other previous stud-
les, To gain Insights into the routes of YFV introduction and dispersion, we tracked
the virus by sequencing YFV genomes sampled from nonhuman primates and in-
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fected patients from the southeastem region. Our study provides an understanding
of how YFV initiates transmission in new Brazilian regions and illustrates that
genomics in the field can augment traditional approaches to infectious disease sur-
veillance and control.

KEYWORDS yellow fever, outbreak, Southeast Brazil, genomic surveillance, outbreak
response

ellow fever (YF) is a vector-borne disease that is endemic in tropical areas of Africa

and South America (1). The aetiologic agent is the yellow fever virus (YFV), a
single-stranded positive-sense RNA virus belonging to the Flaviviridae family (2). YFV
diversity can be classified into four distinct genotypes, which have been named based
on their geographical distribution, as follows: East African, West African, South Amer-
ican |, and South American Il genotypes (3-6).

In the A as, YFV Ission can occur via two main epidemiological trans-
mission cycles, the sylvatic [or jungle) and the urban (domestic) cycles. In the sylvatic
cydle, nonhuman primates (NHPs) are infected through the bite of mosquito vectors
such as Haemagogus spp. and Sabethes spp. (7, 8). However, In the urban cycle, humans
can be infected by Aedes sp. mosquito bites (9). YFV infection in humans shows a wide
spectrum of disease severity, induding asymptomatic infection; mild iliness with
dengue-like symptoms, including fever, nausea, vomiting, and fatigue; and disease,
including fever with jaundice or hemorrhage and death (10).

While eradication is not feasible due to the wildlife reservoir system, large-scale
vaccination ¢ ge provides considerable protection against the reurbanization of
YFV i (). H er, despite the availability of effective vaccines, YF remains
an important public health issue in Africa and South America. In late 2016, a severe
reemergence of the YFV epidemic occurred in southeastern Brazil. The epidemic has
evolved to become the largest observed in the country in decades, reaching areas close
to the Atlantic rain forest (11, 12). The YFV 2016 to 2017 epidemic in Brazil accounted
for 1,412 epizootics, 777 YF human confirmed cases, most of which were in Southeast
Brazil (Minas Gerais, n = 465; Sao Paulo, n = 22; Rio de Janeiro, n = 25; Espirito Santo,
n = 252 confirmed cases), and 261 human deaths (13). Following this epidemic, new
cases were reported between 2017 and 2018, and In that period 864 epizootics, 1,376
YF human confirmed cases, and 483 human deaths were registered, with the southermn
states among the most affected by the YFV epidemic (Minas Gerals, n = 532; Sao Paulo,
n = 377, Rio de Janeiro, n = 186; Espirito Santo, n = 6 confirmed cases) (14), The
epidemic persisted in 2018 and 2019 and accounted for 1,883 NHP notified cases
(n = 20 confirmed NHP cases) and 12 human confiemed cases, including § human
deaths from the state of Sio Paulo. Most of the confirmed epizootic cases were
registered in the southeastern states (95%) (Sdo Paulo, n = 10; Rio de Janeiro, n = §;
and Minas Gerals, n = 1) (13-15),

Although there is currently no evidence that urban transmission has occurred, the
outbreak affected areas highly infested by Aedes cegypt! and Aedes albopictus where
yellow fever vaccination was recently introduced In a routine immunization program,
This raises concern that, for the first time in decades, there might be a high risk of YFV
urban transmission in Brazil (16). New survelllance and analytical approaches are
therefore needed to itor this threat.

Even so, there is imited information from genomic surveiflance studies about the
genomic epidemiology and the dissemination dynamics of 2016 to 2019 YFV circulating
in Southeast Brazl. Previous studies have shown the spatial and evolutionary dynamics
of the current YFV outbreak in different southeastern states (11) and shed light
regarding the possible cocirculation of distinct YFV lineages (17), Nevertheless, there is
still limited information about the genomic epidemiology of YFV circulating in the
states of Espirito Santo and Rio de Janeiro from genomic survelllance studies, and this
Iimpairs our understanding of the virus reintroduction, establishment, and dissemina-
tion In those regions. Thus, to better understand the reemergence of the recent YFV
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TABLE 1 Epidemiological data for the sequenced sampless
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D C, value Sample type Host  Species Municipality

Collection date
(day/month/year)

|

RJ182 B2 NHP  Alouatta sp.
193 102 NHP Alouatta sp.
R4 224 Serum Human

RI183 12 Serum Human

RIS 65 NHP Alouatta sp.
RIA7 219 NHP Alouatto sp.
RIN73 15 NHP Cebus sp.
R84 144 Human

R213 81 NHP Callithvix sp.
RJ186 109 NHP Alouatto sp.
a7 1ns Serum Human

RINB8 99 Whole blood NHP Callithrix sp.
R201 134 NHP Callithvix sp.
219 n2 Kidney NHP Callithix sp.
RIB9 137 Whole blood NHP Alouatto sp. Serra

r216 72 NHP Callithvix sp. Duas Barras
LABFLADS 2211 NHP Leontopithecus Rosalia R) Silva Jardien
LABFLAIO 1176 NHP Leontopithecus Rosalia R) Silva Jardim

ii

Ibatiba

Domingos Martins
Itarana

Cariacica

Valenga

Guarapari
Brejetuba
Cariacica

Nova Iguagu
Angra dos Reis

blood
blood

FHIT

EIEEEGGEGGEEEGEE‘

iii

S&o0 Sebastido do Ao
Sio Sebastido do Alto

Sio Sebastido do Alte
S&o Sebastido do Alto

09/03/2017
27/032017
24/012017
12/03.2017
27/03207
3jov2m?
09/02/2017
13/03207
2/12018
06/03/2017
16/022017
08/03/2017
28112017
05/02/2018
20/032017
25/01/2018
24/04/2018
24/042018

$3cEEVEEZVBEIEORETRIE

Rural
Rural

Rural

!;“!;;"!!!!r

Urban

- B AP
> >

z
> >

3

“I0, study idenaier; C,, RT-gPCR cyde id value; RL Rio de Janewo; ES, Espirito Santa; M

NA, not avalable.

epidemic In those regions, we analyzed a larger and updated data set of recently
released data of the YFV 2016 to 2019 epidemic in Brazil, including 18 newly generated
complete genomes from areas not covered by other previous studies from human and
NHPs from the southeast states of Espirito Santo and Rio de Janeiro.

(This article was submitted to an online preprint archive [18))

RESULTS

Molecular diagnostics and genome sequencing from dinical samples. Liver,
spleen, kidney, and blood samples from 14 NHPs and liver and serum samples from 4
human infected cases collected from areas not covered by other previous studies in the
states of Rio de Janeiro and Espirito Santo, Southeast Brazil, between January 2017 and
April 2018, were tested for YFV RNA using the reverse transcription quantitative PCR
(RT-qPCR) assay (19, 20) at the Flavivirus Laboratory at FIOCRUZ Rio de Janeiro
(LABFLA/FIOCRUZ).

Most confirmed cases in NHPs were from animals of the Alouatta genus (42.9%; 6 of
14), followed by Callithrix (35.7%; 5 of 14), Sapajus (7.1%; 1 of 14), and Leontopithecus
rosalia (14,3%; 2 of 14). PCR cycle threshold (C,) values were on average 12.23 (range,
7.2 10 22.4) (Table 1).

The median age of human patients was 38 years (range, 16 to 65 years). A total of
75% of the affected subjects lived in rural areas (Table 1). Only one subject lived in an
urban area, with a history of travel to rural areas. To Investigate the source and
transmission of YFV and the genetic diversity of the virus circulating in humans and
NHPs across the Rio de Janeiro and Espirito Santo states, we used the MinlON handheld
nanopore seq er 1o g 18 complete and near complete genomic sequences
(average coverage = 89.9%; Table 2) using a previously described MInlON sequencing
protocol (11, 21) that allowed rapid data generation through fast sample preparation
and library construction (1 day) as an interesting approach to get rapid critical infor-
mation (such as lineage identification and pathogen transmission dynamics) useful for
surveillance services and decision makers.

YF samples sequenced in this study were geographically widespread across 6
municipalities of Rio de Janeiro and 7 municipalities of Espirito Santo (Fig. 1A).

Fig. 18 shows the ber of YFV confirmed cases In the Espirito Santo and Rio de
Janeiro states. Epidemiological data revealed two distinct YFV epidemic waves. The first
epidemic wave (wave 1) Is represented by the YFV cases mainly registered in the state
of Espirito Santo during the first semester of 2017 Uanuary to Aprik n = 252 cases),
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TABLE 2 Sequencing statistics for the 18 new obtained sequences

NCBI accession No. of mapped Avg depth No. of bases No. of bases Reference

Study identifier no. reads coverage covered >10% covered >25% covered (%)
RI182 MKBB2607 21,004 96134 10,220 10,220 9931
RIG3 MKB82613 2953 13399 10215 9,697 9595
R4 MK382601 11,776 52389 10,175 9955 9617
RIE3 MKS82608 1453 6758 9,934 85% 8252
LUET) MK8B2615 1,146 5527 9,381 7.964 7984
47 MK882602 3319 148.16 8461 7651 7119
RN73 MK3B2599 1361 6357 9,017 7628 7468
RiT84 MKSB2609 1241 5704 9,430 B109 7823
213 MKSB2618 2520 11601 10,206 9674 930
RIB6 MK3B2610 4,007 190.77 9,460 9445 90.36
RI177 MKSB2604 22538 10574 10227 10.219 9931
RIBE MKS82611 74369 322715 10237 10,231 9931
RI201 MK8B2617 8679 39991 9,490 9454 90.34
RI219 MKS82621 BB% 40558 10,205 9957 96.2
R8BS MKSB2612 45840 21919 9,695 9,146 894
RI216 MKBB2619 6,807 31358 10,220 9,709 LES )
LABFLADS MKSBE2600 128N 463705 10210 9975 8997
LABFLAIO MKSBE2603 470,582 502842 9,693 9871 99.35

although some sporadic cases were reported in the following year (Fig. 1B). The second
wave {wave 2) Is represented by YFV cases registered in the state of Rio de Janeiro
during the first semester of 2018 (February to May; n = 220 cases) (Fig. 1B). Although
the majority of cases In Rio de Janeiro occurred between February and March 2018,
there was also a reemergence of YFV in that state detected around March 2017 during
epidemic wave 1 that mainly affected the state of Espirito Santo.

Genetic history of YFV in southeastern Brazil. To investigate the phylogenetic
relationship of YFV strains circulating in the southeastern states of Espirito Santo and
Rio de Janeiro, we estimated a maximum likelihood (ML) phylogenetic tree for a data
set of 181 reference sequences comprising the four YFV lineages. Our ML phylogeny
revealed that, as suspected, the newly generated YFV sequences belong to the South
American | (SA1) lineage with high statistical support (bootstrap = 100%), clustering
with other Brazilian isolates from the 2016 o 2019 epidemic (Fig. 2).

Subsequently, to investigate the dynamics of the YFV epidemic within the Southeast
Region, genetic analyses were conducted on a second data set (data set 2, n = 137),
including recently published sequences from the YFV 2016 to 2019 epidemic in Brazil,

L ekl
e

- - .- . -~ - =

=il T 01 ]

FIG 1 Spatial and tempaoral distribution of YF cases from the Espirito Santo and Rio de Janewro states during 2017 and 2019, (A} Map of the states of Espirito

e

Santo (ES) and Rio de Janewo (RJ), located In the southeastern reglon af Brazil and iy ties. Clrcles Inds where samples from this study were
collected. (B) Time seres of human (M) and nonhuman primate YFY cases In £S and RJ states confirmed by serology, reverse transcription quantitative PCR
(RT-qPCR), or virus isolation. Below, the dates of sample coll of the virus g ger d n this study are shown in gray bars.
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FIG 2 Molecular phylog: of the Brazilian YFV epid M Mkedhood phylogeny of com-
plete YFV g hawing the outbeeak clade (gray triangle) within the South American | (SA1)
genotype. The scale bar is in unas of sub 1 per site {sust/site)

belonging to the SA1 lineage. The time scale of our phylogenetic estimates was
consistent with recent studies (17, 22, 23) and confirmed the presence of two distinct
lineages circulating in the current YFV epidemic, named hereafter as SA1 lineage 1 and
SA1 lineage 2 (Fig. 3). SA! lineage 1 comprises sequences from the northern and
eastern regions of the Minas Gerals, Bahia, Espirito Santo, and Rio de Janeiro states,
and the time of the most recent common ancestor (TMRCA) of this lineage was
dated back to September 2016 (95% Bayesian credible interval [BCI); July to
November 2016). The SA) lineage 2 comprises sequences from the southem
municipalities of Minas Gerais and sequences from the southeastern state of Sao
Paulo, and the TMRCA of this lineage was dated back to around July 2016 (95% BCl;
June to December 2016) (Fig. 3). Our time-scaled phylogeny showed that the se-
quences generated In this study clustered together with high support (posterior
probability [pp] = 90%) within SA1 lineage 1 (Fig. 3).

In order to understand the transmission and the spatiotemporal evolution of SA1
lineage 1, we analyzed a subset of 80 (data set 3) sequences representing all of the
avallable sequences from this lineage (Fig. 4). We performed a regression of genetic
divergence from root to tip against sampling dates that confirmed sufficient temporal
signal (r* = 0.701 in this data set. A time-scaled phylogenetic analysis using a Bayesian
Markov chain Monte Carlo (MCMC) framework (24) was then performed to investigate
the time of introduction of YFV into the Espirito Santo and Rio de Janeiro states (Fig.
5A). Figure 5A shows a zoom of our Bayesian time-scaled phylogeny highlighting SA1
lineage 1 comprising the 2017 to 2019 YFV strains from the Minas Gerais, Bahia, Espinto
Santo, and Rio de Janeiro states. Our analysis showed that samples from Espirito Santo
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were intermixed with sequences from Rio de Janeiro, This suggests that the YFV
epidemic in Espirito Santo and Rio de Janeiro was not caused by a single introduction
event, as observed in Sao Paulo (17, 22), but resulted from multiple introductions over
time,

We next used a continuous diffusion model to investigate how SA1 lineage 1 has
been spreading over space and time. We found evidence that YFV disseminated
through southeastern Brazilian states using two distinct paths with an average dispersal
rate of 0.12 km/day (95% high posterior density [HPD], 0.09 to 0,14 km/day). From the
northern region of Minas Gerals state, YFV spread to the south region of Bahia state
around January 2017 (95% BCL, December 2016 to February 2017) (Fig. 5), and from the
eastern reglon of Minas Gerals state, YFV moved toward Espirito Santo state (pp = 0.99)
with Introductions estimated around January 2017 (95% BCl, November 2016 to
January 2017) (Fig. SA and B). Since its introduction in the Espirito Santo state, the virus
has spread through the neighboring state (Fig. 5). Our analyses revealed that YFV was
likely introduced In Rio de Janeiro state several times between January (95% BCl,
December 2016 to February 2017) and March 2017 (February 2017 to May 2017),
spreading southward from the border with Espirito Santo state and reaching Angra dos
Rels municipality, which is located In the southern region of Rio de Janeiro. Our data
further suggest that after its first introduction in Rio de Janeiro, the virus persisted until
2019 as indicated by the isolate MK533792 sampled in the municipality of Casimiro de
Abreu in January 2019 (12) (Fig. 5A), reinforcing the need for maintaining continuous
surveillance and high vaccination coverage in the southeastern reglon.
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Sampling Location
Minas Gerais
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FIG 4 Molecular clock phyk juding the clade comprising the new isolates plus all the YFV strains

from the 2017 o 2019 outbreak belonging to the SA1 linesge 1 clade, Numbers along branches
represent dade postenior probability of 090, Colors represent different locations.

DISCUSSION

In this study, we generated and analyzed 18 new YFV complete and nearly complete
genomic sequences from samples from humans and nonhuman primates collected in
several municipalities not covered by other previous studies In the Espirito Santo and
Rio de Janeiro states in 2017 and 2018,

Although previous studies have already shown the spatial and evolutionary dynam-
Ics of the current YFV outbreak in Brazil (11, 12, 17, 22), the shortage of genomic data
from the Espirito Santo and Rio de Janeiro states hampered the ability to shed light on
the reemergence and establish of YFV ion In those reglons. Trying to
determine in a large scale the corridor of spread of YFV and the geographic hot spots
Is key to predicting and preventing other possible spillover events, The generated
genomic data provide a more detailed understanding of the introduction and progres-
slon of YFV SA1 lineage 1 and reveal the timing, source, and likely routes of yellow fever
virus transmission and dispersion during the largest outbreak in Brazil in decades.

According to the Ministry of Health epidemiological bulletin, YFV reemergence In
the states of Espirito Santo and Rio de Janeiro was confirmed in January and February
of 2017, respectively (13-15),

Our estimates indicated that YFV strains from the epidemic first emerged in the state
of Espirito Santo from Minas Gerais around January 2017 (95% BCl, November 2016 to
January 2017), which Is consistent with epidemiological data (13-15). From the state of

Jarwary 2030 Volume 94 e | 00162319

Journal of Vrology

Masmorg 7

113



Govanerts et al. Journal of Virclogy

@ e lrein !"‘—“—'-“:
) o s S— ——

(L e

) Wenas Gemake

P 00 0V7s 2018 008 e Wi

Tima/pmars
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Espirito Santo, YFV spread southward to the great metropolitan area of Rio de Janeiro
state. Moreover, our data indicated that the circulation of YFV in Rio de Janeiro may
have resulted from multiple and independent introduction events from Espirito Santo
state, highlighting a complex dispersion dynamic of the current YFV outbreak in Brazil,
which occurred between January (95% BCI, December 2016 to February 2017) and
March 2017 (February 2017 to May 2017), Our data further suggest that after its first
Introduction in Rio de Janeiro, the virus persisted until 2019 as indicated by the isolate
MK533792 sampled in the municipality of Casimiro de Abreu in January 2019 (12). This
estimation suggests that YFV might have persisted in Rio de Janeiro state for approx-
imately 24 months, This suggests that Rio de Janeiro state possibly possesses the
ecological conditions to maintain YFV outside the penod of transmission (December to
May) (12). Ultimately, given the abundance of sylvatic competent vectors (12) and
nonhuman primates (22, 23), these data could indicate that there is some potential for
the establishment of an enzootic transmission cycle of yellow fever in Mata Atldntica.

Epidemiological data also indicated two distinct YFV epidemic waves (13, 14), The
first epidemic wave Is represented by the YFV cases mainly registered in the Minas
Gerals and Espirito Santo states during the first semester of 2017, while the second
wave is represented by the YFV cases registered in Rio de Janeiro state during the first
semester of 2018, Transmission of YFV In areas with susceptible NHP species typically
occurs in time periods characterized by environmental conditions suitable to support
higher mosquito abundance (12, 25).

As previously suggested (17), we found evidence regarding the circulation of two
distinct YFV lineages that might have been spread at distinct evolutionary and diffusion
rates. Using YFV genetic data, we estimate that YFV SA1 lineage 1 spread at a rate of
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0.12 km/day (95% HPD, 0.09 to 0.14 km/day), which is slightly lower than previous
estimates (11, 17). This might be due to the larger data set analyzed in this study, which
might explain differences in the rate of YFV spread among different areas as well as
different lineages.

These findings reinforce the idea that continued genomic surveillance strategies are
needed to assist in the monitoring and understanding of arbovirus epidemics, which
might help to attenuate the public health impacts of infectious diseases. In the present
research article, we aimed to provide genomic information and reinforce the idea of the
use of epidemiological and genomic data generated by a portable, easy to set up
sequencing system as an approach to get rapid critical information (such as lineage
identification and pathogen transmission dynamics) that could be used by surveillance
services and decision makers.

In this study, we also demonstrate that by analyzing heterochronous data sets with
samples collected in different time points and/or locations, phylodynamics becomes a
powerful tool to prevent and identify viral lineage movement and to describe trends in
epidemic spread (11, 26, 27).

Continued surveillance in humans and nonhuman primates (NHP) in nonepidemic
periods in the Southeast Region will be important in order to quantify the nisk of new
outbreaks and the establishment of new YFV transmission cycles in the region. In
conclusion, our study shows that genomic data generated by portable sequencing
technology can be employed to assist public health services in monitoring and under-
standing the diversity of circulating mosquito-borme viruses,

MATERIALS AND METHODS
Sample collection. Human and nonh pris ples were coll 4 under the guidelines of
a national strategy of YF for molecular du by the F& L amuun
MddomeFouMmﬁbauxJnhamlmmu-hmunmdw
| Redt Lab y for The y of samples were linked to a digital record
mtcdmdmm-ddndd‘nwchudmdmﬂ-Mmmd
or ap ics (age and sex), and date of onset of

dlnum
Ethical statement. The project was supp by the Pan A World Meaith Organazation (PAHO)
and the Brazilan Ministry of Health (MoM) a3 part of the arboviral it efforts within the
mdkmsxmnodcmummwaaummmau
N | Exhical for ch, Minastry of Health), The dugnostic of YFV infection at LABFLA was
d by the Ethics € ittee of the Oswaldo Cruz Imtaute ICAAES0249218.6.1001 54248).
nﬂrwmAmmmmummmmm.wmm
ANAJONA kit (Life Technologles, Cardsbad, CA, USA) in with the docturer's
Viral ANA wes detected using two p L,,"'“ITN qu uom
mmum wpeed on the 18
P ,.‘ dC,vM-m:ﬁWﬂl 21,27} Nl positive
were suk lou:w d (11, 21) wsing a ProtoScripe |l first strand cONA

P

ynth kit. Then, a multipk ullngﬂahvn ptod using the p Jy published YFV primer
scheme and 30 cycles of PCR using Q5 high-fidelity DNA poly (NES) as po ly described (21),
m-mwmnxmmvmummn.nmmmmm
were d uwng a Qubit double-stranded DNA (dsONA) high-sensitivity (HS) assay
hlonaOummhmnMthMlWlbmypvmvmnw-pdomdmmtw
q v kit {Oxford Nanop hnaologies) and the Native barcoding kit (NBD103; Owdord Nanopore
TmuwimAw&mwnwdmwmwquh
genomic DNA sequencing kit SQK-MAPOO7/SQK-LSK208 (Oxford Nanopore Technologees), The seque
qummwm.mmmlmmwrmmu

of q for each baercoded sample were
o d foll Q a pr ly published app Illllnd’yrnﬂhmhuu‘d«nq
Abacore, demultiplexed and d usng Po P, and then d with bwa 1o a reference
g (Genflank beor JF#12190). Nanop ol ‘WGMWWDNWM
10 detect single-nucleotide to the ref were ge
wmﬂomdwwmum-\dmbvwhucwmmfnlmwm
guity code N. § 9 can be found In Table 1,
mumm data sets, Genotyping was first conducted using the phylo-
genetic yellow fever typing tool nvllhhhnhupw\vwmwmaoltw The genome sequences
d here were baned with & data set Q pr from the 2016
meOVWopidumnhlmul(ll IJ.IlnlnTm Wi um ,' YFV ge data
sets were generated. Data set | (0~ 199) prised the data r d In this study (n = 18) pha
(m = 181) complete or almost plete YEV g o (‘vlo.Mhp)mmmﬂm
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June 2019 and ing all four existing g Sukb ly, to 1 igate the dynamic of the YFV
fection within the Scutheast Region, genetic .\dpesmnmdu‘kdmn:mllkrdmmkhm
2) including 2 larger and updated data set of recently released data of the YFV 2016 to 2019 epidemic
in Brazl belonging to the SA1 Eneage (n = 137). Thus, to und d the ission and the
spatiotemporal evolution of YFV SA1 lineage 1 from this data set, we generated a subset (data set 3) that
included all identified sequences from that lineage (n = MMWMMM
were estimated using RAXML (28) under a GTR + I, nuch model. § upport for
phylogenetic nodes was estimated using a ML approach with 1,000 repli

In order to investigate the temporal signal in our YFV data sets 2 and 3, we regressed root-to-tip
genetic distances from thas ML tree against sample collection dates using TempEst v.1.5.1 (httpo/tree
bio.ed.acuk) (29).

WMTOMM hylogenies dated from time- ped g

data, we conducted phylog: using 2 Bayesian softy package (24), Here, we used the
GMR+T, nlthdemmnmodnlmdlayulmﬁﬂldmpdmﬂmmthmumdned
relaxed clock with 2 lognarmal distribution {31). We employed 2 string y
using both path sampling Ps)mdﬁlﬂﬂlng stone {SS) procedures to esti the most approp
malecudar clock maded for the Bayesian phylog lysis. We tested (i) the strict molecular dock
MMmawmcmlwmm-ﬁMhmww
relaxed maolecular clock made! with a lo i I [UCLN]). Both
SS and PS ests indicated the strict molecul dod(llyafuwr uiuﬂ\ebut-ﬂbdmaddm

the data set under analysis. Analyses were run in duplicate in BEAST v.1,10.4 (24} for S0 million MCMC
steps, sampling parameters, and trees every 5,000th step. A noninformative continuous time Markov
MMmmhM&MmmmmLWMmMm
checked using Tracer v.1.7.1 (33). Maxsmum clade trees were i using TreeA after
duudhglﬁuhmrh.

g ly To i igate the spread of YFV in South Srazd, we analyzed in
mmwmrmmmmmmcmuw-w.wm
n-mcn»m.mmmnwnmu.mmﬂmmmm
spatial diffusion of lineages. Dispersal veldocity vari among lineages was modelied using a Cauchy
mmssxmmwmmmn d using 1,000 phylog
sampled at regular intervals from the p (after exch of bumn-n). Sampling

of each geored| d YFV seq mmm-ummmau-nmnw
nY&hSImt’- PPk | I, Georef 4 and time-stamped sequences were analyzed in
ICASTVHO.IQQ)WWMMMNDMWWW
Data ilability. New were d in GenBank under b
MKES2599 to MKES2604, Mm’mmll muswn»mw and MKES2621
{see Table 2),
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ANEXO 9
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RESEARCH ARTICLE

YELLOW FEVER

Genomic and epidemiological
monitoring of yellow fever virus
transmission potential
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The yellow fever virus (YFV) epidemic in Brazil is the largest in decades. The recent

discovery of YFV In Brazilian Aedes species mosquitos highlights a need to monitor the

risk of reestablishment of urban YFV transmission in the Americas. We use a suite of
epldemiological, spatial, and genomic app hes to ch terize YFV tr Issh
We show that the age and sex distribution of human cases is characteristic of sylvatic

transmission, Analysis of YFV cases combined with genomes generated locally reveals an
early phase of sylvatic YFV transmission and spatial expansion toward previously YFV-free

uus.!olmdbyuluhvbﬂuﬂwbmmlnbhzﬂls.Oumuuwhhu
vk for ring YFV transmission In real time that will contribute to a global
wuuytodlmmnmvrvm

ellow fever (YF) ls responsible for 26,000 to
60,000 denths annuslly n South Amerioa and
Africa (1) and |8 the most severe mosquito-
borne lnfection in the troples (2). Despite
the existence of an effective YF vaccine stnce
LERI7 (), an estimated >400 million unvaccinated

people Hve in areas at risk of Infection (). Yellow

fever virus (YFV) Is a member of the Flrcdviridoe
fumily and s dassified nto four genatypes: East
African, West African, South American I, and
South American 11 (5-9). In the Americas, YFV
transmission oceurs malnly via the sylvatie cycle,
in which nonhuman primates (NHPs) are In-

fected by tree-dwelling mosquito vectons such |

as Haemagogus spp. and Sabethes spp. (10, 1T}
YFV transmission can also occur via an urban
cycle, in which humans are infected by Aedes spp.
mosquitoes that feed mostly on hussans (12, 13).
Brazil has recently experienced its largest-
recorded YF outbreak in decades, with 2043
confirmed cases and 676 deaths since December
2016 (supplementary text and fig. S1) (74). The
last YF cases in Brazil attributed to an urban
cycle were in Sena Madureira, in the northern
stute of Acre, in 1942 (15). An Intensive eradica-
ton campaign ellminated Aedes aegypes and YF
from Brazil in the 1950s (J6), but the vector be-
came reestablished in the 19708 and Aedes spp.

qui are now abundant across most of
Brazil (7). The consequences of a reignition of
urban cycle transmission in Brazil would be se-
rlous, as an estimated 35 million people In areas
at risk for YFV transmission in Brazil remain
unvaccimated (4). New survelllance and analyt-
feal ap ches are theved ded 10 P
this risk in real time.

Yellow fever virus outbreak in Brazil,
2016-2017

Between December 2016 and the end of June
2017, there were 777 polymerase chain reaction
(PCR)-confirmed human eases of YF across 10
Brazillan states—maostly In Minas Gerals (MG)
(60% of cases), followed by Espirito Santo (329%),
Rio de Janeiro (3%), and Sio Paulo (3%) (18). The
fatality ratio of severe YF cises was estimated ot
23.6%, comparable to previous outheeaks (19, 20)
Desplte the exceptional magnitisde and raphd ex-
pansion of the outbrealk, little is known about its
genomde epidemiology. Further, it is uncertain
how the virus ks spreading through space, as well
as between humans and NHPs, and analytical

sights Into the ihution of the urban cycle
w0 ongolng transmission are lacking.

To chamcterize the 2017 YFV outhreak In
Brazll, we flrst compared time serles of con-
finmed cases In humans (0 = 683) and NHPs
(n = 313) reported until October 2017 by public
health institutes in MG, the epicenter of the
M(P&LAM&M&&)WW
series are strongly lated (er
meamm.oyr.hawummmuu
January 2017, and we estimate that human cses
lag belund those In NHPs by 4 days (table SI).
NHP cases are geographically more disp d
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Fig. 1 Spatial and temporal epidemiology

of YFV and CHIKV in Minas Gerais (MG).

(A) Time series of human (H) YFV cases in MG
(676 cases across 61 municpalities )—confirmed
by serology, reverse transcription quantitative
PCR (RT-gPCR), or virus solation—during the
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in MG than human eases, which are more con-
centrated in the Tedfilo Otonl and Manhuagu
municipalities (Fig. 1, D and E). Desplte this, the
numbers of human and NHP cases per munic-
Ipality are positively correlated (Fig. 1F).

To establish whether human cases are ae-
quired In proximity to potential sources of
sylvatic Infection, we estimated the distance
between the municipality of residence of each
human case and the nearest habitat of po-
tentia) wansmission, determined by using the
enhanced vegetation Index (EVI) (20) (supple
mentary materfals). The aversge minimum dis
tance between areas with EVI > 0.4 and the
residence of confirmed human cases is only
5.5 ki In contrast, & randomly chosen resident
of MG lives, on average, =51 km awsy from areas
with EVI > 0.4. Similarly, human YFV cases
reside, on average, 1.7 kan from the nearest NHP
case, whereas the mean minimum distance of
a randomly chosen MG resident to the nesrest
NHP case Is 39.1 km, This |s consistent with YV
Infection risk being greatest for people who re-
side or work in forested areas where sylvatic
transmission occuns. We find that most buman

the S0% threshold recommended by the World
Health Onganization (WHO). On average, humen
cases woukd nead (o traved 65 ki from thelr place
of residence 1o reach an area where viceina-
ton coverage Is <SO% (4).

Risk of YFV urban transmission

YFV wis detected In Aedes albopictus mosqui-
toes caught In MG In January 2017 (22 Purther,
experiments suggest that Aedes spp. mosgui-

Paria ot al, Setonce 361, K04 HOP (J018)

71 O Owesrved YFV
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Z 12 1 O urhan cycle (M1)
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first YFV epidemic wave (August 2016 to
October 2017). (B) Same & in (A) but
showing NHP YFV cases (313 cases across

90 municipalities) confirmed by RT-gPCR.

(C) Same as in (A) but showing human CHIKV
cases (3668 cases across 129 municipalities).
(D) Geographic distribution of human YFV
cases in MG. (E) Geographic distribution

of NHP YFV cases in MG. Figure S3 shows the
corresponding gecgraphic distribution of
CHIKV casea (F) Association between the
number of human and NHF cases in each
municpality of MG (Pearson's r = 0.62.

P < 0.000L nonparametric Spearman’s rank
p=

032, P < 0.08).

Fig. 2. Age and sex
distribution of YFV
cases in MG, 2016-2017
Red bars show the
proportion of abserved
YFV cases in MG that
cccur in each age class,
in (A) males and (B)
females. These empirical
datributions are different
from those predicted
under two models (M1,
pale blue bars, M2,
orange bars) of urban
Cycle transmission

(see text for detalls)

Maie cases
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Female cases
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toes from southeast Brazll can transmit Brazdl-
lan YFV, although perhaps less effectively than
vectors from elsewhere [0 the country (23, 24).
1t s therefore important 1o investigate whether
YFV cmes In MG occur where and when Aedex
Spp. vectors are active. To do so, we analyzed
confirmed chikungunya virus (CHIKY) cases
from MG (Fig. 1C).

CHIKV & transmitted by the urban mosqui-
toes Ae. aegypti and Ae. albopictus (25). There

1 August 2018

were 1755 confirmed CHIKV cases In MG during
January 2015 to October 2017, The CHIKV epi-
demile o MG n 2017 began later and lasted longer
than the YFV outbreak (Fig, 1C), consistent with
the hypothesis that YFV and CHIKV In the re-
glon are trnssmitted by different vector species.
However, 20 municipalities with human YFV
cases also reported CHIKY cases (Fig. 1D and
fig. 53), Indicating that YFV Is indeed present in
municipalitios with Aedles mosqauitoes. The mean

200
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Fig. 3. Molecular of the Brazilian
YFV epidemic. (A) Maxirmum likelihoed
phylogeny of complete YFV genomes showing the
outbeeak clade (red triangle) within the South
American | (SAl) genotype (Fig. £ and fig. S6).
SA2, WAIr. and EAIr indicate the South America Il
West Africa. and East Africa genotypes,
respectively. For clanty, five YFV strains introduced
1o Venezuela from Brazil (49) are not shown. The
scale bar & in undts of substitutions per slte (3/5). Node
labels indicate bootstrap support values, RO 2002,

strain BeHB55417 trom Roraima; MG 2003,
WO strains from the préevious YF outbreak in
MG in 2003; 170D, the vaccine strain used in
Brazil, AO 2016, YFV outbresk Angoda in
2015-2016 (13) (B) Root-to-tip regression of
e 1pling date against g
lrom the root of the oulhreﬂtdade (fig. S6).
Sequences are colored according to sampling
location (MG, Minas Gerais; ES, Espirito Santo;
RJ, Rio de Janeiro, BA, Bahia). (C) Violin plots
shawing estimated postercr dstributions
(white circles denote means) of the time of the
most recent common ancestor (TMRCA) of
the outtveak clade, Estimates were cbtaned

using two different datasets (gray, SAL genotype;
red, oulbreak clade) and under different evolutionary

models: a, uncorrelated lognormal relaxed
clock (UCLN) model with a skygrid tree prior
with covariates specifically, the time series
data shown In Fig. 1, A to C, also see g, S7),
b, UCLN moded with & skygrid tree prior
without covariates; ¢, fixed local clock model
(see supplementary materials),

YFV vaccination rate i districts with both YFV
and CHIKV cases 18 72.6% (range = 61 to 78%)
(#). Thus, relatively high vaccination rates in the
locations in MG where YF spillover to humans
oceurs, and potentially lower vector

(23, 24), may amellorate the risk of establish-
ment of an urban YFV cydle in the state, However,
adjacent urban reglons (Including Sio Paulo and
Rio de Janelro) have lower vaccination rates (4),
recelve tens of millions of visitors per year (26),
and have recently experienced many buman YFV
cases (20), Thus, the possibility of sustalned urban
YFV transmission bn southern Brazil and beyond
necessitutes continual virological and epidemio-

monitoring,
We sought 10 establish a framework 1o evaluate

Specifically, we assessed whether an outbrenk
is driven by sylvatic or urban transmission by
comparing the age and sex distributions of ob-
served YIV cases with those expected under an
urban cycle in MG, For example, an individual’s
riak of scquiring YFV via the sylvatic cycle de-
pends on thelr lkelihood to travel to forested
Areas, an occurence that s typleally highest
among male adults (27). In contrast, under an
urban cycle, we expect more uniform exposure
across age and sex clasies, similar to that ob-
served for urban cases In Paraguay (25) and
Nigeria (29),

100
divergence -

0.038%

oMG oES oFfJ eBA

0.04
P .%...
:Bo.ozu

Py ;

=054

Janl? Febl7 Marl7 Agel? 001

Sampling date

The male-to-female sex ratio of reported YFV
cases In MG s 5.7 (RS% of cases are male), and
Incidence s highest among males aged 40 o 49
(Fig. 2). We compared this distribution to that
expected under two models of urban cyele trans-
mixsdon (supplementary materlls). In model M1,
age and sex classes vary In vaccination status but
are equally exposed to YFV, a scenario that is typ-
Jeal of arboviral transmission (30). Under model
M1, predicted cases nre characterized by a sex
ratio -1, and Incidence peaks among individuals

20'13 2018 20'l7
TMRCA (outbreak clade}

e genetic diversity to akl molecular diagnostics,
(114) detect viral mutations assoclated with dis-
ense severity, and (Iv) exclude the possibility that
human cases are caused by vaccine revenion. We
generated 62 complete YF genomes from Infected
humans (n = 33) and NHPs (a = 29) from the
most affected Brazillan states, including MG
(n = 51), Esplrito Santo (n = 8), Rio de Janeiro
(n = 2), and Bahia (n = 1) (Fig. 3 and table $3).
We also report two genomes from samples

aged 20 to 25 (Fig. 2). In model M2, we assume
that the pattern of YFV exposure among age and
sex classes follows that observed for CHIKV, The
sex mtso of reported CHIKV cases in MG Is 049
(3% of cases are male) (fig. $4). Under model
M2, predicted Incidence is highest in females
aged >30. The discrepancy between the observed
distribution and that predicted under the two
urban cyce models indicates that the YF epldem-
¢ 1n MG ks dominated by sylvatic transmissbon,
This method shows that age- and sex-structured
epidemiological data can be used to qualitatively
eviduate the mode of YFV transmission during
an outbreak.

Genomic survelllance of the Brazilian
YFV outbreak

Durtog a YF outbreak, It s bnportant to under

Yaria ot al, Selonce 361, NOL-N0P (JOIN) 1 August 2008

llected In 2008 during & pr YFV out-
break in MG from 2002 w 2003 (37). Genomes
were generated In Braxdl using a combination of
methods (tables S5 to S§7); half were generated
in MG using a MinlON portable YFV sequenc-
ing protocol adapted from (32) (tables $4 and

erages were shmilar fur samples obtained from
NHPs [969% median cycle theeshold value (Q1) = 11)
and from human cases (9% median Ct = 16)
(tables S5 w S7).

To put the newly sequenced YFV genomes In
global context, we added our genomes Lo a pool
oul publldy uvuhhumw. 34). We

lhed ated online
mummwu’umwmm
gene sequences (also publicly available, see sup-
plementary matertals). Phylogenies estimated by
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Fig. 4. Spatial and evolutionary dynamics of YFV outbreak. (A) Irequency
of detection of YFV in NHPs in the Americas (50) Circle sizes represent the
proportion of putlished studes (n = 15) that have detected YFV in sach
primate tamidy and region. SA. South Amenca (except Branil), CA, Central
America; CB, Caribbean; BRI, Brazil (before 2057y BR2, Brazil (this study)
(B) Mawmum clade credbility phylogeny Inferred under a two-state (human
and NHP) structured coalescent model. External node symbols denote
sample type. Gray bars and labels indicate sample location (RJ. Rio de
Janevo; £S5, Espirto Santo; BA, Bahu, others were sampled in MG), Intermal
nodes whose posterior state probabtilites are »0.8 are armotated by circles
Node labels ndcate po state probabiities for sslected nodes.
Internal branches are blue for NHPs and red for humans. Figure S8 shows »
fuly annotated tree. (C) Average number of YFV phylogenetic state

Faria et al, Selowee 361, 404 K09 (J0IK) 1 August 2018

om ingin ix 100Kmy)
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transitions (from NHPs to humans) per month. Sold ine, medan estimate;
shaded ares. 95% BCL (D) Expanaion of the YFV epidernic wiwefront

d waing a contin phylogrographic approach (35). At each time
pant the plot shows the madmum spatisl distance between phylogerny
branches and the inferred location of cutbreak orign. Solld Ine, medan
estimate, shaded area. 95% BCL The cashed Ines n (B) 1o (D) Indicate when
YF wan declared a public health emergency in MG (13 January 2017)

(E) R ted spatiotemporal ditfusion of the YFV cutbreak,
Phylogeny branches are ged i space rding the locations of
phylogeny nodes (crcles). L of extemal nodes are known, whereas

those of internal nodes are inferred (44). OF, Distrito Federal. GO, Golds.
SP. Sho Paulo. Shaded regions represent 95% credible regions of internal
nodes. Nodes and uncertainty reglons are colored according to time
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this tool, along with maximum likelthood and
Bayesian methods, consistently place the Bragdlian
outhreak strains In a single dade within the South
America [ (SA1) genotype with maximum statisti-
cal support (bootstrap = 100%; posterior prob-
ability > 0.99) (Fig. 3A and fig. $5).

The outgroup o the outhreak clade is strain
BeH655417, a human case sampled in Alto Alegre,
Roralma, north Brazil, in 2002. In contrast, iso-
lates sampled during the previous outhreak in
MG In 2003 are more distantly related to the
outhreak clade within the SA1 genotype (Fig. 3A).
Thus, the 2017 outbreak was more likely caused
by a YFV strain Introduced from an endemic ares,
passibly northern or center-west Brazil (35), than
by the reemergence of a lineage that had per-
sisted in MG. Although Jow sampling densities
mean that this conclusion is provistonal, simi-
lar seenarios have been suggested for previous
Brazilian epizootics (J6). The 14-year gap be-
tween the current outbreak and the date of the
most closely related nonoutbreak straln agrees
with the reported perfodicity of YF outbreaks in
northern Brazil (37), thought to be dictated by
vector abundance and the accumulation of sus-
ceptible NHP hosts (19, 38),

At least seven humans from MG with PCR-
confirmed YFV received a YF viccine before the
onset of symptoms. To test that these ocour
rences were caused by natural infection, and not
by vaccine reactivation, we sequenced the YFV
genomes from three of these cuses (Mg 3A and
table S3). Our phylogenetic analysis dearly shows
that these represent naturl infections caused by
the angoing outbreak and are conclusively not
derived from the 17DD vaccine strain (which be-
longs to the West African YFV genotype) (Fig. 3A
and fig S6).

Unifying YFV epidemiology

and molecular evolution

Virus genonses are a valuable source of lnforma-
thon about epldemic dynamies (19) but are narely
used 1o iInvestigate specific YFV outbreaks in de-
tall Here we show how a sulte of three analyticnd
approaches, which combine gepetie, epidemio-
logleal, and spatial data, can provide lnsights into
YFV transmission,

First, we used a Bayesian method (40) o ex-
plore potential covariates of fluctuations bn the
effective population size of the YFV outbreak in
2017, After finding that genetic divergence In the
outbreak clade accumulates over the tme scale
of sampling (Fig. 38 and fig. S6), albeit weakly,
we sought 1o determine which epldemiological
time series best describe trends in inferred YFV
effective population size. We found that effective
population stze Auctuations of the YFV outbreak
are well explained by the dynamics of both hu-
man and NHP YFV cases (Inclusion probability:
0.37 for human cases and 0.63 for NHP casex)
(table 88). These two YFV tme series explain
the genetie diversity dynamics of the ongolng
outbreak 10° times more effectively than CHIKY
Incidence (Inclusion probabllity <0,001), which
represents transenissdon by Aedes spp. vecton. One
benefit of this approach s that epidemiological

Paria ot al, Seiemoe 381 R0 NOD (2018)

data contribute to estimation of the outbreak
time scale. By incorporating YFV incid, data
into evolutionary inference, we estimate the time
of the most recent common ancestor (TMRCA)
of the outbreak clade to be Late July 2016
[95% Bayestan credible Interval (BCI): March
to November 2016) (Fig. 3C and fig. S7), con-
sistent with the date of the first PCR-conflrmed
case of YFV in a NHP in MG (Jul 2016). The

Second, to better understand YFV transmis-
sion between humans and NHPs, we measured
the movement of YFV lineages between the NHP
reservolr and humans, using a phylogenetic
structured coalescent model (42). Although pre-
vious studies have conflrmed that YFV is clrew-
lating in five neotropical NHP families (Aotidae,
Atelidae, Callitrichidae, Pitheclidae, and Cebidae)
(Fig. 4A), thus far NHP YFV genomes during
the 2017 outhreak have been recovered only from
Alouatta spp. (family Cebidae) (33). In this anal-
yals, we used the TMRCA estimate obtained
above (Fig. 3C) to inform the phylogenetic time
scale (Fig. 48). All Internal nodes in the outbeeak
phylogeny whose host state is well supported
(posterior probabdlity >0.8) are inferved to belong
o the NHP population, consistent with an ab-
sence of urban transmission and In agreement
with the large number of NHP cases reported
in southeast Brazil (20). Desplite this, we can-
ton that hypotheses of human-4o-tueman transimis-
slon linkage should not be tested directly using
phylogenetic data alone, owing to the large un-
dersampling of NHP Infections. Notably, the

d coal approach ls sub-
stantial changes in the frequency of NHP-to-
human host transitions through time, rising
from zero around November 2016 and peaking
in February 2017 (Fig, 4C). This phylogenetic
trend matches the time serles of confirmed YFV
cases In MG (Fig. |, A and B), demonstrating that

outbreak (42).

Third, we used & phylogenetic relivoed random
walk approach o measure the outhreak’s spa-
tal spread (43) (supplementary materials and
methods and table $9). When projected through
space and time (Fig. 4, D and E and movie S1),
the phylogeny shows a southerly dissemination
af virus Bneages from thelr inferved orgln in MG
toward densely populated areas, incuding Rio
de Janelro and S&o Paulo (where YF vaccina-
ton was not recommended until July 2017 and
J ¥ 2018, resps 1y). We estimate that
virus lineages move, on average, 4.25 knyday
(95% BCL 264 to 10.76 km/day) (#4). This
velocity ks similar when human YFV terminal
branches are renmsoved (5.3 km/day) and there-

typically travelled by NHPs in the region (45) and
suggest the possibility that YFV lineage move-
ment may have been aided by human activity—
e.g., transport of infected mosquitoes in vehices
(46) or hunting or illegal trade of NHPs in the
Atlantic forest (47, 48). The epldemic wavefront
(maximum distance of phylogeny branches from
the inferved epidemic origin) expanded steadily
between August 2016 and February 2017 & an
estimated rate of -3.3 km/day. Therefore, by the
time YF was declared a public health emergency
in MG (13 January 2017; dashed lines in Fig. 4,
B to D), the epidemic had already ded
-wokm(ﬁg.lb)ndnnndﬂoormnd
cases in both humans and NHPs (Fig. 1) Notably,
the first detection in humans in December 2016
was concomitant with the outhreak's spatial ex-
pansion phase (Fig. 4D) and the rise in estimated
NHPMo-human moncses (Fig. 40); both were likely
driven by an Increase in the sbundance of sybvatic
vectors, Thus, the outhreak lineage appeared to
droulate among NHPs in a widening geographic
area for several months before human cuses were
detected.

Conclusion

Epidemiological and genomie survelllance of
human and animal populations at risk is cructal
for early detection and rapid contalnment of YFV
transmission. The YFV epldemic in Brazil con-
tinues to unfold with an increase In cases since
December 2017, Longitudinal studies of NHPs
are needed W understand how YFV lineages dis-
seminate across South America between out-
breaks and how eplzootics are determined by
the dynamics of susceptible animals in the re-
servolr. To achieve the WHO's goal to ellminate
YF epidemics by 2026, YF survelllance necesss-
tates a global, coordinated strategy. Our results
and analyses show that rapid genomic survell-
lance of YFV, when Integrated with epldemio-
logieal and spatial data, could help anticipate
the risk of human YFV exposure through space
and time and monitor the likelihood of sylvatic
versus urban transmissdon. We hope that the tool-
kit introduced here will prove useful in guiding
YF control In a resource-efficient manner.
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