Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud, Vol. 7(1) Junio 2009 40

COMUNICACION CORTA

Estudio de Fiebre Amarilla en primates en areas de brote de los
departamentos de San Pedro y Central del Paraguay

Study of Yellow Fever in primates in outbreaks areas of the departments
of San Pedro and Central in Paraguay

“Roig C', Miret J"', Rojas A', Guillén Y', Aria L', Mendoza L', Acosta ME', Meza T',
Sosa L'"", Echagiie G'"", Miiller VVY, Vera de Bilbao N', Schinini A", Rodas JH"',
Aquino VHY

'Departamento de Produccién Bioquimica, Instituto de Investigaciones en Ciencias de la
Salud. Universidad Nacional de Asuncion (UNA). Paraguay
"Departamento de Medicina Tropical. Instituto de Investigaciones en Ciencias de la
Salud. Universidad Nacional de Asuncion (UNA). Paraguay
"'Departamento de Analisis Clinicos y Microbiologia, Instituto de Investigaciones en
Ciencias de la Salud. Universidad Nacional de Asuncién (UNA). Paraguay
Departamento de Salud Publica, Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud.
Universidad Nacional de Asuncion (UNA). Paraguay
VLaboratorio de Investigacion en Virologia de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad de San Pablo. Brasil
VIDireccion. Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud. Universidad Nacional de
Asuncion (UNA). Paraguay

RESUMEN

La Fiebre Amarilla (FA) es una de las mas importantes zoonosis que afecta a
poblaciones humanas. La FA silvestre es imposible de ser erradicada, manteniéndose
activa en zonas tropicales en Africa y Sudamérica. Todas las especies de primates son
susceptibles y se consideran reservorios en el medio silvestre. La mortalidad es baja, se
desconoce su valor con precisidon, sin embargo existen epizootias con alta mortalidad, en
humanos varia entre 20-50%. El objetivo de este trabajo fue buscar evidencias de FA en
primates capturados en areas de brote de FA de los departamentos de San Pedro y
Central del Paraguay mediante la técnica de Neutralizacién por reduccién de placas para
FA cepa vacunal 17 D. Los resultados en los 35 primates estudiados fueron negativos,
quizas por lo tardio del momento en la toma de muestras y bajo nimero de primates
capturados.
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Abstract

Yellow Fever (YF) is one of the most important zoonotic diseases affecting human
population. It is impossible to eradicate wild YF remaining active in tropical zones of Africa
and South America. All species of primates are susceptible and are considered reservoirs
in wild regions. Mortality is low and its precise value is unknown though there are
epizootics with high mortality rates and in humans varies between 20-50%. The objective
of this study was to search for evidence of YF in primates caught in YF outbreaks areas of
the departments of San Pedro and Central in Paraguay through the neutralization
technique by plates reduction for YF vaccine strain 17 D. The results in the 35 primates
studied were negative, perhaps because of the lateness of the time sampling and the low
number of captured primates.
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INTRODUCCION

La Fiebre Amarilla (FA) es una de las mas importantes zoonosis que puede afectar a las
poblaciones humanas (1). Es una enfermedad causada por un arbovirus del género
Flavivirus, de la familia Flaviviridae. La FA silvestre es imposible de ser erradicada,
manteniéndose activa en zonas tropicales de Africa y América del Sur. En el ciclo silvestre
en las Américas los mosquitos de los géneros Haemagogus y Sabethes son los principales
responsables de la transmisién de la enfermedad. En el ciclo urbano, el mosquito Aedes
aegypti es el principal vector de la enfermedad (2). La zona de ocurrencia de casos de FA
selvéatica sigue restringida a la regién norte del continente sudamericano e incluye la
Guyana Francesa, Suriname, Guyana, Venezuela, Trinidad y Tobago, Colombia, Ecuador,
Peru, Bolivia, y la region Centro Oriental del Brasil. En el periodo comprendido entre 1985
y septiembre de 2004 se han notificado a la OPS un total de 3.559 casos de FA selvatica
que dejaron un saldo de 2.068 defunciones (3). En el Brasil, la enfermedad ocurre
principalmente entre lefiadores, campesinos, vaqueros, mineros, cazadores, riberefios y
turistas debido a la mayor exposicién a la picadura de los mosquitos (4). En Panama,
Colombia, Brasil, Trinidad y Tobago se han reportado muertes masivas y esporadicas de
monos silvestres, debido a FA, particularmente Alouatta spp (5,6). Estudios laboratoriales
realizados en las provincias de Corrientes y Chaco (Argentina) en 7 monos Alouatta
caraya dieron resultados negativos para FA, sin embargo presentaron resultados positivos
para otros flavivirus y alphavirus (7). Monos Alouatta caraya provenientes de la Provincia
de Corrientes, Argentina y del Dpto. de Itapua, Paraguay presentaron una prevalencia del
73% (61/84) por la técnica de neutralizacion de anticuerpos para el virus UNA
(alphavirus; Togaviridae) (8). ElI Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social del
Paraguay reportdé del 17 de Enero al 13 de Marzo del 2008 un total de 24 casos
confirmados de FA en humanos y 8 muertes en los Departamentos de San Pedro,
Caaguazu y Central en el area urbana de Laurelty, San Lorenzo. Mas de 1.5 millones de
personas fueron vacunadas contra la FA en el pais, y la campafia de vacunaciéon masiva
continda con el fin de prevenir los casos en areas donde los vectores estan presentes (9).
Las autoridades de salud deben instar a la poblacién a notificar la muerte de monos,
debido a que la verificacidn de una epizootia puede representar la circulacion del virus de
FA, en cuyo caso se debe iniciar inmediatamente la vacunacion de los residentes y
viajeros que penetran en la zona ademas de intensificar la vigilancia de casos
sospechosos y de casos de fiebre e ictericia (3).Todas las especies de primates
neotropicales son muy susceptibles y se consideran reservorios en el medio silvestre; la
enfermedad suele ser fatal en muchas especies, siendo especialmente reportada la
respuesta seroldgica, enfermedad clinica y muerte espontanea en Alouatta spp, Yy
especies de Callitrichinae y Pitheciidae (6, 10). Aunque los primates del género Aotus spp
también son susceptibles, probablemente sufren menos la enfermedad por su actividad
nocturna (11). Cebus spp, Atheles spp y Saimiri spp, parecen ser mas resistentes,
aunque otros estudios indican que en este ultimo la enfermedad es severa (12).Se estima
que las epizootias son ciclicas con intervalos regulares de aparicion, por lo que se
considera al periodo inter epidémico como el tiempo requerido para la reconstitucion de
poblaciones de primates susceptibles (7). No se indica predisposicidn por sexo, asi como
también por grupo etareo; aunque en los primates del Viejo Mundo y en los humanos la
enfermedad clinica suele ser mas frecuente y severa en juveniles (13,14). La mortalidad
es baja aunque se desconoce el valor con precisién, en humanos varia entre el 20-50%o,
sin embargo también se indican epizootias con alta mortalidad. El diagndstico de la FA se
realiza segun la historia, los factores epidemioldgicos asociados y los signos clinicos. La
técnica de neutralizacion por reduccién de placas (TNRP) es una herramienta util para el
diagnostico de la enfermedad (15-19). La deteccion precoz de FA en primates es
importante para evidenciar actividad selvéatica viral y constituir un sistema de alerta
temprana a fin de intensificar las medidas de control correspondientes. El objetivo de este
estudio observacional, descriptivo y de corte transverso, fue buscar evidencias de Fiebre
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Amarilla en primates capturados en areas de brote de los departamentos de San Pedro y
Central de Paraguay, mediante la técnica de Neutralizacidon por reduccion de placas para
FA cepa vacunal 17 D. La captura de primates y toma de muestras se realiz6 en areas de
brote de FA en los departamentos de San Pedro y Central, el procesamiento de muestras
se realizd en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud de Universidad
Nacional de Asunciéon del Paraguay (IICS-UNA) y la TNRP fue realizada en el Laboratorio
de Investigacion en Virologia de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la Universidad
de San Pablo - Brasil.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién: Durante los meses de febrero y abril de 2008 se capturaron 35 primates en
areas rurales y urbanas de los Departamentos de San Pedro y Central del Paraguay, de
los cuales, 31 primates pertenecian al género Cebus sp. y 4 a Alouatta caraya; 13 se
encontraban cautivos y 22 en zonas selvaticas; en cuanto a la edad, 24 eran adultos, 7
sub-adultos, 3 juveniles y 1 infantil; con respecto al sexo 21 eran machos y 14 hembras.

Metodologia: La captura de los animales se realizé6 mediante la utilizacion de trampas.
Los animales primeramente fueron examinados para determinar la presencia de signos
asociados a FA tales como: letargia, escalofrios, vomitos con o sin sangre, orina de color
amarillo intenso a verdoso e ictericia (10). Posteriormente fueron anestesiados con
Clorhidrato de Ketamina 10 mg/kg por inyeccion intramuscular (18) y sometidos a una
segunda exploracién clinica para evaluar parametros que no pueden ser estudiados si el
animal no se encuentra anestesiado (evaluacién de mucosas, temperatura, aparato
digestivo, respiratorio).

A los primates de hasta 3 kg de peso, se les extrajo de 2-6 ml de sangre, por encima de
los 3 kg de 6-10 ml de sangre de la vena femoral o braquial utilizando una jeringa y
aguja compatible con el tamafio del animal y del calibre de los vasos sanguineos.

Diagnodstico serolégico:

Cultivo celular: El linaje celular Vero E6 proveniente de células epiteliales de rifion de
mono verde africano (Cercopithecus aethiops), fue mantenido en medio Leivobitz-15 (L-
15) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) a 37° C.

Técnica de Neutralizacion por reduccién de placas para virus de la fiebre
amarilla.

Se prepararon las diluciones de las muestras (1:5) y controles positivos (liquido inmune
ascitico de ratén 1:5000 y 1:10000) y se pusieron en contacto con el virus de fiebre
amarilla (cepa vacunal 17 D del Brasil) en proporciéon (1:1) y se incubé a 37°C por una
hora, se agreg6 200 uL de estas diluciones en los orificios de la placa en contacto con la
monocapa de células Vero E6, se incubd a 37°C por una hora, con agitacién cada 15 min.,
luego se agregd 1 ml de overlay (49% de medio L-15, 49 % de solucién de
Carboximetilcelulosa, 2% de suero fetal bovino) por orificio, se incubo por 72 horas a
37°C. Finalmente se aspird el sobrenadante y se le adicion6é 200 uL de colorante Naftol
Blue black, se dejé agitando por 40 min. con agitador horizontal, luego se desechdé el
exceso de colorante y se observo el efecto citopatico en las células.

Consideraciones Eticas

Este estudio fue aprobado bajo Constancia de la Direccidon de Vida Silvestre (DVS N°
02/08), y la fiscalizacion de la Secretaria del Medio Ambiente (SEAM).

El protocolo de este estudio (P03/08) fue aprobado por los Comité Cientifico y Etico del
IICS-UNA. Los primates capturados fueron -cuidados, alimentados y manipulados
considerando la Guia Internacional de utilizaciéon de animales de experimentaciéon CIOMS-
1985 (21).

RESULTADOS
Fueron evaluados clinicamente 35 primates procedentes de los Departamentos de San
Pedro y Central, encontrandose que todos se hallaban sanos con temperatura de 37°C,
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respiracion, mucosa y conjuntiva normales. Las muestras de suero de estos primates se
analizaron por la técnica de neutralizacién por reduccion de placas para el virus de FA
cepa vacunal 17 D, obteniéndose para todas resultados negativos para anticuerpos anti-
FA. (Figura 1)

Figura 1. Técnica de Neutralizacion por Reduccién de Placas
A B C D

Los orificios B2 y C2 corresponden a Controles Positivos de FA a diluciones 1:10.000 y
1:5.000 respectivamente, en los cuales se aprecia la monocapa de células intactas,
debido a que hubo neutralizaciéon completa del virus por los anticuerpos anti-FA. Los
orificios A6, B6, B3 y C1 corresponden a Controles Virales, en los mismos se observa el
efecto citopatico producido en las células por el virus de FA (placas), debido a que no
hubo neutralizacion del virus por los anticuerpos anti-FA. Los orificios restantes
corresponden a las muestras, donde se observa la presencia de gran cantidad de placas
debido a que tampoco hubo neutralizaciéon, el exceso de placas comparando con los
Controles Virales puede deberse a la presencia de anticuerpos sub-neutralizantes, que no
son anticuerpos anti-FA y facilitan la entrada del virus a la célula, provocando la
formacién de una mayor cantidad de placas.

DISCUSION

De enero a marzo del afio 2008 en Paraguay se reportaron 28 casos confirmados y 8
muertes provocadas por el virus de FA en humanos, esto motivé a la realizacion de este
estudio, con la intencién de encontrar evidencias de FA en primates capturados en areas
de brote de los departamentos de San Pedro y Central. Se obtuvieron resultados
negativos para anticuerpos anti-FA en las muestras de primates examinadas, coincidiendo
con los resultados encontrados por Bottinelli y col. en el afio 2001 en Argentina (7), y con
otro estudio realizado por Contigiani y col. en el afio 2000 donde tampoco constataron
titulos de anticuerpos indicativos de infeccion por FA en 105 primates Alouatta caraya en
Argentina (22). Por el contrario, en Colombia en el afio 2004 Méndez y col. detectaron
virus de FA en primates silvestres, con la diferencia de que en dicho estudio se
procesaron muestras de tejido hepéatico de primates encontrados muertos en territorio
selvatico (20). En el 2008 fueron notificadas aproximadamente 40 muertes de primates
por FA en el Brasil, ocurriendo varias de estas muertes en los estados brasileros
fronterizos con el Paraguay (19). Asi mismo, entre 2007 y 2009 en la Argentina se
reportaron 12 epizootias por FA en primates en las provincias de Misiones y Corrientes
(23).



Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud, Vol. 7(1) Junio 2009 44

CONCLUSION

No se encontré infeccibn en primates con el virus de la Fiebre Amarilla en las zonas
estudiadas de brotes de los Departamentos de San Pedro y Central del Paraguay, debido
probablemente al bajo niumero de primates capturados en el momento del estudio y a
que los mismos no presentaban signos de infeccién por FA. Con estos resultados no
podemos descartar la actividad local del virus, debido a la notificacion de epizootias por
FA en primates en areas de Brasil y Argentina cercanas a la frontera con Paraguay; por
ello, es necesario fortalecer la vigilancia de epizootias a través de la denuncia de la
mortandad de primates a las autoridades sanitarias y el monitoreo de poblaciones de
primates para medir la actividad viral y establecer rutas de las ondas epizodéticas a fin de
implementar medidas de control y prevencion contra esta enfermedad.
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