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RESUMO

A pesquisa sorolégica usando Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) e ELISA
Blogueio de Fase Liquida (BFL-ELISA) foram aplicadas nesse estudo no periodo de
1996 a 1998, para detectar ou titular, respectivamente, anticorpos contra o antigeno
VIA (Virus Infection Associated) e as estirpes de referéncia O; Campos, A,; Cruzeiro e
Cs Indaial, em algumas espécies silvestres e domésticas susceptiveis e ndo vacinadas.
Do total de 383 amostras sanguineas colhidas, 78 amostras eram de bovinos de vida
livre; 39 de bufalos indianos; 139 de ovinos; 63 de suinos domésticos; 49 de porcos do
mato e 15 de cervideos. Todas as espécies investigadas, exceto os cervideos,
apresentaram anticorpos contra o Virus da Febre Aftosa (VFA). O teste de IDGA
detectou 47 (12,3%) amostras positivas ao antigeno VIA, principalmente em bovinos
baguas e bufalos. O BFL-ELISA identificou 175 (45,7%) soros com presenca de
anticorpos a uma das trés estirpes virais. Foi encontrado um maior nimero de
amostras positivas contra a estirpe Cs; Indaial bem como maiores titulos, em bovinos
baguas. Os bubalinos e ovinos apresentaram uma maior reatividade contra as estirpes
A4 Cruzeiro e O; Campos, respectivamente, demonstrando maior nimero de soros
reagentes. No entanto, ambas as espécies revelaram maiores titulos para a estirpe C;
Indaial. Nos suinos domésticos e silvestres, predominou a reatividade a estirpe A,
Cruzeiro. Em bovinos, a maior ocorréncia de soros positivos ao teste de IDGA foi
encontrada em animais entre 12 a 36 meses de idade, e na prova BFL-ELISA, em
animais acima de 36 meses. Nas demais espécies, ambos os testes laboratoriais
utilizados demonstraram um maior nimero de soros reativos em individuos adultos.
Concluindo, a deteccdo de animais com presenca de anticorpos contra o VFA em
individuos ndo vacinados em espécies susceptiveis no Pantanal de Mato Grosso do sul,
Brasil, principalmente os resultados em suinos adultos domésticos e silvestres, indicou
a ocorréncia de atividade viral e consequentemente a presenca de animais portadores

do virus, nessa regido.



1 - INTRODUGAO

A febre aftosa (FA) é uma doenga infecciosa que acomete animais
biungulados domésticos e selvagens, cujo agente etioldgico é um virus pertencente a
familia Picornaviridae e ao género Aphtovirus. E constituido por 7 tipos soroldgicos e
imunolodgicos distintos sendo que os sorotipos “0”, “A” e “C”, sdo encontrados na
América do Sul, Africa, Asia e raramente na Europa; os tipos “SAT 1”7, "SAT 2" e “"SAT
3” ocorrem na Africa e o tipo “ASIA 1”7, é restrito a Asia (WOODBURY, 1995;
RUECKERT, 1996).

Em bovinos, suinos, ovinos e caprinos, a doenca caracteriza-se,
principalmente, por febre alta, erupcdes vesiculares na boca, espaco interdigital e
Ubere. Em ovinos, caprinos e bubalinos, as lesdes sdo menos pronunciadas podendo
passar desapercebidas, principalmente nesta Ultima espécie onde raramente sd&o
observados sinais clinicos da doenca (BLOOD et al., 1983). Deformacdo dos cascos,
mastite, miocardite, agalaxia e aborto também sdo apontados como sintomas da
enfermidade. A mortalidade pode ser elevada em animais jovens e sem imunidade
especifica. J& nos animais adultos a recuperagao se da num periodo de 8 a 15 dias. Os
bufalos, apds a ocorréncia de infeccdo pelo virus da febre aftosa (VFA), podem se
tornar portadores assintomaticos durante muitos anos, enquanto que os ovinos e
caprinos podem permanecer portadores por cerca de 9 meses (VAN BEKKUN et al.,
1959; SUTMOLLER & GAGGERO, 1965; BLOOD et al., 1983).



Durante o periodo febril da enfermidade em bovinos, o virus pode ser
facilmente isolado de secrecdes e excrecdes, dos tecidos provenientes de lesdes, bem
como do muco esofdageo-faringeo através da passagem do copo coletor (teste de
PROBANG), dos linfonodos, dos tecidos da regido do palato mole, da medula 6ssea, do
pancreas e do sémen, quando se tratar de animais portadores. Os suinos desenvolvem
a enfermidade de forma aguda apresentando graves lesdes nos cascos e focinho,
porém ndo se tornam portadores (SUTMOLLER et al., 1968; HYSLOP, 1970; BLOOD et
al., 1983; WOODBURY, 1995).

A porta de entrada mais comum do virus é a mucosa do trato
respiratério superior, quando este é inalado sob a forma de aerossol e ainda, a
infeccdo pode ser veiculada pela saliva, fezes, urina e leite contaminados. A
disseminacdo da doenca deve-se, principalmente, ao livre movimento e comércio de
animais clinicamente afetados ou que estejam em periodo de incubagdao da doenga,
entre propriedades e regides, ou através de produtos de origem animal contaminados
e ndo adequadamente processados (HYSLOP, 1970; BLOOD et al., 1983; BARMAN et
al., 1990; WOODBURY, 1995).

O VFA é resistente aos desinfetantes comuns bem como aos métodos de
armazenamento utilizados no comércio de carne, podendo sobreviver por periodos
relativamente longos, nos linfonodos e na medula dssea, em condicées de pH neutro.
Pode persistir em forragens contaminadas e no meio ambiente até um meés,
dependendo da temperatura e pH desses locais. No entanto, esse virus é destruido
rapidamente em extremos de pH, acido ou alcalino, sob a luz do sol e em condigbes de
altas temperaturas (MINOR et al., 1991).

A particula viral possui a forma icosaédrica, sem envelope lipo-proteico e
é constituida por 4 peptideos estruturais denominados de VP1 (1D), VP2 (1B), VP3
(1C), localizados mais externamente e o VP4 (1A), localizado mais internamente. O
genoma consiste de uma fita simples de ARN de polaridade positiva contendo,
aproximadamente, 8400 nucleotideos e peso molecular de 2,5x10° Daltons. Na
extremidade 3' encontra-se uma sequéncia de nucleotideos poliadenilados denominada
de Poli A e na extremidade 5', ha uma proteina viral covalentemente ligada, que é
denominada de VPg. Um segmento de residuos de citosina (Poli C), divide o ARN
genOmico em 2 fragmentos: cadeia S (short) e L (long) sendo este ultimo, responsavel
pela codificacdo ou informacgdo genética para a sintese das proteinas estruturais e nao
estruturais do VFA (FORSS et al., 1984; DE MELLO & LA TORRE, 1984; BELSHAM,
1993; RUECKERT, 1996). Através de mecanismos de mutacdao e recombinacdo, o VFA

pode dar origem a novas estirpes variantes que exibem diferencas na antigenicidade,



na imunogenicidade, na patogenicidade, na acdo invasiva e na especificidade pelo
hospedeiro (HYSLOP, 1970; BLOOD et al., 1983).

Do ponto de vista antigénico, o VFA é constituido por quatro
componentes, denominados por antigenos 146S, 75S, 12S e VIA (“Virus Infeccion
Associated”). O antigeno 146S é o proéprio virion, ou seja, a particula integra do virus,
constituida pelo ARN gendmico e pelo capsideo proteico. Possui um coeficiente de
sedimentacdo de 146S e é capaz de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes
tipo-especificos, sendo que essa capacidade é mantida mesmo depois que as particulas
146S sdo inativadas. O antigeno 75S (capsideo vazio) é semelhante ao antigeno 146S,
porém destituido de ARN genémico e tem um coeficiente de sedimentagdo de 75S. O
antigeno 12S é um agregado proteico constituido pelas proteinas 1D, 1B e 1C.
Apresenta coeficiente de sedimentacdo de 12S e a propriedade de induzir a formacao
de anticorpos precipitantes e fixadores de complemento, porém nao de anticorpos
neutralizantes, sem portanto, importancia na imunizagao ativa contra o VFA (COWAN &
TRAUTMAN, 1967). O quarto componente é o antigeno VIA, que é a propria RNA
polimerase viral codificada pelo genoma viral (3D) e possui um coeficiente de
sedimentacdo 3,8S. Ndo possui especificidade de tipo, ja que precipita e fixa
complemento com antissoros dos 7 tipos soroldgicos do virus (COWAN & GRAVES,
1966).

Nos primeiros trabalhos de investigacdo sobre a reatividade ao antigeno
VIA, ficou demonstrado que somente animais infectados com o VFA, mas nao os
imunizados com vacinas contra FA, cujo virus havia sido inativado pelo
acetiletilenoimina (AEI), produziam anticorpos anti-antigeno VIA, dai a expressao
“antigeno viral associado a infeccao” (COWAN & GRAVES, 1966; GRAVES et al., 1968;
McVICAR & SUTMOLLER, 1970). Posteriormente, foi verificado que animais
repetidamente inoculados com vacinas inativadas pelo AEI, também desenvolvem
anticorpos anti-antigeno VIA (DAWE & PINTO, 1978; PINTO & GARLAND, 1979).

Trabalhos experimentais e a campo, tém sido realizados com o objetivo
de esclarecer o papel epidemioldgico da presenca do VFA em espécies domésticas e
silvestres, passiveis ou ndo de apresentarem sintomatologia e lesGes tipicas da doenca.

TRAPP (1945), em estudo experimental realizado no Brasil, constatou a
susceptibilidade do veado campeiro (Mazama americana) a infeccdo pelo VFA, bem
como a transmissdao direta da doenca de animal para animal, embora as condigles
laboratoriais de intimo contato a que foram submetidos os animais, ndo sdao
condizentes com o0 que acontece na natureza. Exames post-mortem revelaram

miocardite difusa, estase acentuada e edema em ambos os pulmdes, estase nos rins e



figado, tumefacdo aguda do bacgo, ulceragdes na lingua e descolamento parcial dos
Cascos.

FORMAN & GIBBS (1974) citado por JEREZ & PINTO (1979) estudaram,
em condigdes experimentais, a infeccao pelo VFA em 3 espécies de cervideos (Cervus
elaphus, Dama dama e Capreolus capreolus), comuns na Gra-Bretanha. Os animais
foram inoculados, deixados em contato direto com a mesma espécie e com suinos
infectados. Sinais clinicos brandos ou inaparentes foram observados em Cervus
elaphus e Dama dama e acentuados em Capreolus capreolus sendo que, neste ultimo,
foi possivel o isolamento viral até 63 dias pds infeccao (dpi) em material esofageo-
faringeo. Os resultados encontrados permitiram inferir que estas trés espécies de
cervideos poderiam desempenhar importante papel na disseminacdao da infeccao pelo
VFA.

Na Inglaterra, LAWMAN et al. (1978) pesquisaram a presenca de
anticorpos contra varios agentes infecciosos em cervideos de vida livre (Cervus
elaphus, Cervus nippon, Dama dama, Capreolus capreolus e Hydropotes inermis) e nao
encontraram amostras soropositivas para as estirpes “0”, "A” e “"C” do VFA, pela prova
de soroneutralizacdo.

SHIMSHONY et al. (1986), em Israel, descreveram um surto de FA de
grandes proporcoes em gazelas (Gazella gazella) ocorrido em abril de 1985. A doenca
atingiu animais de todas as idades e de ambos os sexos. Lesbdes orais foram
observadas em todos os animais examinados. Muitos apresentaram lesdes nos cascos
e foram encontrados mortos proximos a fontes de &agua. Na necrdépsia foram
constatadas alteragdes musculares e cardiacas, pneumonia e esplenomegalia. A
maioria dos animais examinados encontrava-se em &timas condigdes nutricionais,
indicando que o curso da doencga foi agudo. O virus isolado foi do tipo “O” e estimou-se
que 1.500 animais tenham morrido, representando uma taxa de mortalidade em torno
de 50%.

ARAUJO JUNIOR & DUARTE (2000) pesquisaram 117 Cervos do Pantanal
em area proxima a Usina Hidroelétrica de Porto Primavera para deteccdo de anticorpos
contra uma ou mais das trés estirpes virais de referéncia e verificagdo de possivel
estado de portador nessa espécie. Utilizando os testes de BFL-ELISA, PCR e isolamento
viral, encontraram em 37, dos 117 animais analisados, anticorpos apenas para a
estirpe “A”, segundo a prova de BFL-ELISA.

Em estudo experimental, GOMES & ROSENBERG (1984) infectaram com
o VFA do tipo “0O”, por via intramuscular, uma capivara (Hydrochaeris hydrochaeris),
colocando-a em contato com outras capivaras e bovinos. Decorridos alguns dias, todos

os animais desenvolveram lesdes clinicas tipicas da doenca, sendo o VFA isolado de



visceras, fezes e de material esofdageo-faringeo. Os resultados dessa pesquisa
demonstraram que, em condicGes de laboratério, ha possibilidade de transmissdo da
doenca pela capivara a outras espécies animais.

Devido a caracteristica de abrigarem o VFA durante um longo tempo,
sem que haja o desenvolvimento de sintomatologia clinica, os bufalos africanos
(Syncerus caffer) e indianos (Bubalus bubalis) tém sido as espécies mais bem
estudadas na epidemiologia da FA, por serem considerados como 0s mais importantes
reservatoérios do VFA, atuando como possivel fonte de infeccdo para outras espécies de
animais domésticos (HEDGER et al., 1969; HYSLOP, 1970; HEDGER, 1976; SAMARA &
PINTO, 1983; ESTERHUYSEN et al., 1985; ANDERSON, 1986; BENGIS et al., 1986;
SAMARA et al., 1987; PASTORET et al., 1988; ANDERSON et al., 1993; DAWE et al.,
1994a; DAWE et al., 1994b).

Nocard & Leclainche em 1903 (apud URBAIN et al., 1938), relacionaram
os bubalinos no rol dos animais susceptiveis de infeccdo pelo VFA.

Em 1938, URBAIN et al., descreveram a ocorréncia de um surto de FA no
Parque Zooldgico de Vincennes, em Paris, ocasido em que foram acometidos pela
doenca, bisdo do Industdo (Bos bibos gaurus), bufalo africano (Syncerus caffer), gayal
(Bos frontalis) e bisdo americano (Bos americanus). Entre tais espécies, os bufalos
foram os Unicos que apresentaram a doenca clinica de forma branda.

MACAULAY (1963, 1964), em artigos de revisao sobre FA em animais
ndo domésticos, relacionam 29 espécies silvestres susceptiveis a essa enfermidade.
Entre tais espécies, estdo incluidos os bufalos africanos e indianos e, segundo esse
autor, o contato de animais silvestres portadores do VFA com bovinos pode originar
uma epizootia da doenca.

Na Africa, em um inquérito sorologico realizado com 1323 amostras de
soros de 39 espécies de animais silvestres colhidas durante cinco anos, CONDY et al.
(1969) observaram que 16 espécies apresentavam anticorpos neutralizantes para um
ou mais tipos de VFA, dentre as quais, os bufalos africanos foram os que apresentaram
os titulos mais elevados em anticorpos.

Na Rodésia e em Botswana, HEDGER et al. (1969) realizaram uma
pesquisa do VFA com colheita do muco esofageo-faringeo (PROBANG) e isolaram 5
estirpes distintas do virus em um total de 25 amostras de bufalos africanos destes
paises. Em vista disso, os autores levantaram a hipdtese do importante papel dessa
espécie como possivel perpetuadora e disseminadora da infeccdo pelo VFA para outras
populacdes de animais silvestres susceptiveis.

HEDGER et al. (1972) inocularam em bufalo africano, gnu (Connochaetes

taurinus), Kudu (Tragelaphus strepsicerus), impala (Aepycerus melampus), javali



(Phacocoerus aethiopicus), porco do mato (Potamochoerus porcus) e elefante
(Loxodonta africana) mantidos em uma area apropriada, uma suspensao do VFA tipo
“SAT 2”, oriunda de um surto dessa enfermidade em bovinos. Tais animais foram
mantidos em contato com bovinos, utilizados como controle. A doenga clinica foi
severa nos bovinos controles, kudus, javalis e porcos do mato, porém, o estado de
portador somente foi observado nos bovinos, kudus e bufalos africanos. Os gnus e o
elefante ndo apresentaram lesdes, nem anticorpos contra o VFA. Diante dos resultados
encontrados, os autores enfatizam a complexidade do problema em areas onde a FA é
endémica e onde diversas espécies animais de variada susceptibilidade estdao em
processo de interagao.

Na tentativa de comprovar a transmissao do VFA de bufalo africano para
bovino, CONDY & HEDGER (1974) mantiveram bufalos seguramente portadores do
virus, confinados durante dois anos e meio, com bovinos. A transmissao dos bubalinos
aos bovinos envolvidos no experimento ndo ocorreu, embora nos bufalos tenha sido
detectado altos titulos de anticorpos neutralizantes e isolado o virus do muco
esofageo-faringeo, caracterizando o estado de portador nesta espécie. Os bovinos ndo
apresentaram sinais clinicos da doenca ou anticorpos neutralizantes, bem como, ndo
foi isolado virus do muco esofageo-faringeo. Entretanto, esses autores demonstraram
a transmissdo da enfermidade de bufalo para bufalo.

O envolvimento do impala e do gnu na perpetuacao e disseminacdao do
VFA foi estudado por ANDERSON et al. (1975). A inoculagao, por via intradermolingual,
de uma estirpe do tipo “O” adaptada a bovino, em impalas e gnus, ndo resultou em
sinais clinicos nos impalas, mas lesdes brandas e atipicas foram observadas na lingua e
cascos de 2 gnus. A viremia foi comprovada em todos os impalas e em apenas um
gnu. A resposta imune humoral especifica também foi observada nas duas espécies,
sem contudo ter sido isolado virus em nenhuma delas apds o 7° dia de incubagdo, ndo
caracterizando, portanto, o estado de portador.

HEDGER (1976) em 1962, ap6s uma operagao de resgate na Rodésia,
testou 3163 soros de 47 espécies contra os tipos “SAT 1”, “SAT 2" e “SAT 3” do VFA.
Dezoito espécies mostraram possuir niveis significativos de anticorpos segundo o teste
de soroneutralizacdo sendo que os titulos mais altos foram encontrados em bufalos
africanos.

PINTO & HEDGER (1978) apds infeccdo natural e experimental com o
VFA, pesquisaram a ocorréncia de anticorpos anti-antigeno VIA através da prova de
Imunodifusdo Dupla em Gel de Agar (IDGA) e de anticorpos soroneutralizantes em
animais selvagens africanos. Além disso, realizaram isolamento do virus a partir de

amostras de muco esofdgeo-faringeo. De 432 soros de bufalos africanos de vida livre



analisados, 429 foram positivos a, no minimo, um dos trés tipos da estirpe “SAT”,
segundo os testes de soroneutralizagcdo; dos quais, 350 apresentaram anticorpos
anti-antigeno VIA na prova de IDGA e ainda, em 283 amostras conseguiu-se o
isolamento viral. Também foi capturado um grupo de 6 bufalos africanos de vida livre
com 3 meses de idade e sem sinais clinicos da doenga. A reagao ao antigeno VIA foi
detectada em todos os animais quando tinham 3 meses de idade, em 4, quando
possuiam 4 2 meses e em somente 1 quando atingiu 6 meses de idade. Foram feitas
varias tentativas, sem sucesso, para o isolamento viral e concluiu-se que a presenga
de anticorpos anti-antigeno VIA havia sido adquirido em fémeas infectadas. Na fase
experimental desse estudo, foram infectados com a estirpe “SAT 1”, bufalos africanos,
kudus, impalas, porcos do mato e gnus. Anticorpos foram detectados aos 17 dpi em
bufalos, kudus e impalas, porém, nessa Ultima espécie, os titulos soroneutralizantes
diminuiram rapidamente, ao contrario dos bufalos e kudus, os quais se tornaram
portadores. Os porcos do mato e javalis revelaram-se soropositivos, aos 45 dpi, mas
ndo se tornaram portadores.

Na india, HAJELA & SHARMA (1978) descreveram a ocorréncia de um
surto atipico de FA provocado por virus do tipo “A” em uma criagdo mista de bufalos
indianos com bovinos. Nos animais acometidos pela doenca, foram observadas lesdes
na boca e no espaco interdigital.

Em fazendas do Quénia, PALING et al. (1979) pesquisaram a presenga
de anticorpos soroneutralizantes para o VFA em bufalos africanos, antilopes
(Taurotragus orix), ovinos, caprinos e bovinos. A presenca de anticorpos anti-VFA nos
bufalos e nos antilopes foi interpretado como sendo de infecgdo natural, enquanto que
nas outras espécies, devido a infeccdo ou a vacinacdo.

Em S&o Paulo, JEREZ et al. (1979) investigaram soros de bufalos
indianos vacinados tri-anualmente com vacinas comerciais inativadas pelo AEI e
tentaram o isolamento viral a partir de material esofageo-faringeo. No total, foram
examinados 379 amostras de soros colhidos 60 dias apds vacinacdao sendo encontradas
86 amostras (23,0%) reagentes ao antigeno VIA. Do total de positivos, foram
escolhidos, aleatoriamente, sete animais para a prova de PROBANG e processamento
do isolamento viral. Em dois materiais, foi isolado VFA do tipo “C”. Neste estudo, a
presenca de anticorpos anti-antigeno VIA tanto poderia ser infecciosa como vacinal,
porém os autores concluem que, a presenga de virus no material esofdgeo-faringeo
indicou contato prévio desses animais com o VFA, embora ndo tivessem manifestado
sinais sugestivos da doenca.

SAMARA et al. (1981) pesquisaram anticorpos anti-antigeno VIA em

bufalos indianos, ovinos e caprinos, em propriedades e municipios diferentes no Estado



de Sdo Paulo. Nas 157 amostras colhidas de bufalos vacinados, foram encontrados 81
(51,5%) animais reagentes ao VIA. Em uma das propriedades havia ocorrido um surto
de FA em bovinos e, consequentemente, houve maior nimero de animais positivos
(20/21). Nao foram observados sinais clinicos da doenga em nenhum dos animais
amostrados. Para ovinos, foi analisado uma total de 370 soros, sendo que, 161
animais ndo eram vacinados e 209 haviam recebido a vacina hd mais de 60 dias. Apds
os exames, 20 animais foram positivos ao VIA, dos quais, quatro haviam sido
vacinados e o restante era proveniente do grupo de animais nao vacinados. Houve
maior niumero de ovinos positivos na propriedade onde ocorreu o surto em bovinos.
Dos 180 soros de caprinos colhidos, 130 ndo eram vacinados e 20 (5,4%) animais
deste grupo reagiram positivamente ao antigeno VIA. Os 50 animais restantes, haviam
sido vacinados ha mais de 60 dias e ndo apresentaram positividade ao teste. Também
para caprinos, em uma das propriedades amostradas havia ocorrido surto de FA em
bovinos 10 meses atras, porém ndo foi encontrado animal positivo nesta fazenda. Os
autores discutem esse resultado como sendo a baixa sensibilidade do teste ou a queda
no titulo de anticorpos apds os 10 meses.

SAMARA & PINTO (1983) descreveram um surto de FA que acometeu
duas fazendas (“A” e “B”) no Estado de Sao Paulo. Na fazenda “A” criavam-se bovinos
e bufalos e na fazenda “B”, predominava a criacdo de suinos, embora houvesse
também alguns bovinos e bubalinos. LesGes tipicas da FA foram observadas nos
bovinos e suinos, porém os bufalos ndo apresentaram nenhuma sintomatologia clinica
da doencga. O VFA do tipo “A” foi isolado 21 a 30 dias apds o surgimento do surto em 2
dos 10 bufalos amostrados na fazenda “A” e em 2 dos 8 bufalos amostrados na
fazenda “B”. Resultados mostraram que as estirpes isoladas na mesma propriedade
eram iguais, porém diferiam completamente quando comparadas com as estirpes
isoladas da outra propriedade. Concluiram esses autores que a transferéncia do VFA,
de bovinos e suinos contaminados, para bufalos, pode ocorrer em condigdes de intimo
contato entre essas espécies animais.

YOUNG et al. (1985) observaram sintomatologia clinica de FA
desenvolvida em bovinos, bubalinos e caprinos, durante um surto em 1983, em Java.
O ultimo caso da doenca datava de 1979 e havia 4 anos que ndo ocorria febre aftosa
na regido. Primeiramente, foram examinados 80 bovinos e 20 bubalinos na area
central de Java. Posteriormente, apareceram mais 15 bufalos e 3 carneiros com sinais
clinicos evidentes de infeccdo, na regido oeste. A severidade das lesGes em bovinos e
bubalinos foram semelhantes, ao contrario dos carneiros que desenvolveram sinais

bem menos evidentes.



No Zimbabwe, entre o periodo de 1989 a 1992, 7.970 ungulados
selvagens, compreendendo um total de 14 espécies animais, foram estudados,
utilizando-se o teste ELISA de Bloqueio de Fase Liquida para pesquisa da presenca de
anticorpos para as estirpes "SAT 1”, "SAT 2” e “SAT 3” do VFA (ANDERSON et al.,
1993). Desse total, 103 (1,2%) animais apresentaram anticorpos, principalmente para
o virus tipo “SAT 1”, incluindo o impala, elande (Taurotragus oryx), waterbuck (Kobus
ellipsiprymnus) e zibelinas (Hippotragus niger).

Ainda, DAWE et al. (1994a) observaram a transmissdo experimental do
VFA do bufalo africano ao gado bovino. Os budfalos foram infectados
experimentalmente com virus do tipo “SAT 2” do VFA e deixados em contato com
bovinos. Durante a fase aguda da doenca nos bufalos, os bovinos ndo apresentaram
sinais clinicos nem a presenca de anticorpos no soro. Contudo, cinco meses apods a
infeccdo, apareceram lesdes caracteristicas de FA. O seqlienciamento de nucleotideos
das estirpes isoladas tanto dos bufalos, quanto dos bovinos, mostraram grande
semelhancga entre si.

Posteriormente, DAWE et al. (1994b), estudaram um surto de FA
transmitido naturalmente do bufalo africano para o bovino doméstico, na mesma
regido. Segundo esses autores, bufalos foram vistos bebendo dgua da mesma fonte
dos bovinos, poucos dias antes de ter surgido o primeiro caso da doenca no rebanho.
Os bovinos haviam sido imunizados com vacina inativada contra os tipos "“SAT 17,
“SAT 2" e “SAT 3”, contudo apresentaram lesdes severas. O seqlienciamento de
nucleotideos do genoma das estirpes do virus “SAT 1” provenientes dos bovinos e dos
bufalos revelou pouca diferenca entre elas. A transmissdo do virus pelo ar, por pessoas
contaminadas e por contato com outros animais infectados foi descartada, pois os
bovinos eram origindrios de uma regido livre de FA e ndo tinham estado em contato
direto com outros bovinos durante 5 anos.

O papel na epidemiologia da FA de espécies de bi-ungulados domésticos
como ovinos, caprinos e suinos tem sido estudado. Dessa forma, FERNANDEZ &
FERNANDES (1970) realizaram um estudo experimental utilizando 167 ovinos de 9 a
12 meses e bovinos de 12 a 30 meses. Foi inoculada, por via intradermolingual em
carneiros, uma suspensdo viral da estirpe “0O; Caseros” e observada a adaptacao do
virus a esses animais. Essa estirpe viral, que era muito patogénica em bovinos e
suinos, mostrou-se mais branda quando inoculada em ovinos. Neste mesmo trabalho,
os autores descrevem, resumidamente, um surto a campo em 55 carneiros com as
mesmas caracteristicas dos que foram usados na pesquisa, causado pela mesma

estirpe viral do experimento. As lesdes foram demonstradas em somente 4 animais,



sendo que em 2, foram detectadas vesiculas na lingua e cascos; 1, apresentou lesoes
somente em um casco e no quarto animal, houve pequena lesdo na gengiva.

Durante o curso de uma epidemia de FA em Malta no ano de 1975,
GARLAND et al. (1981) relatam os resultados de estudos realizados em trés visitas ao
local com a finalidade de detectar em bovinos, carneiros, cabras e suinos, a extensao
de infeccao inaparente e do efeito da vacinagao sobre animais portadores do VFA. O
isolamento do virus tipo “"0O”, responsavel pelo surto, foi conseguido em somente 3 das
278 amostras de muco esofageo-faringeo colhidas de ruminantes durante o surto.
Nenhum virus foi isolado do muco esofdgeo-faringeo de 305 amostras colhidas dois
meses depois do ultimo caso do aparecimento da doenga. Anticorpos anti-antigeno VIA
foram detectados somente em 11 de 196 amostras de soros colhidas em propriedades
consideradas de alto risco durante o surto e em 12 de 379 amostras colhidas na
segunda visita, enquanto que todas as 97 amostras séricas colhidas na terceira visita,
realizada um ano mais tarde, revelaram-se negativas para o antigeno VIA.

ABU ELZEIN et al. (1987) pesquisaram através das provas de IDGA e
ELISA indireto, a presenca de anticorpos, respectivamente contra o antigeno VIA e
contra o VFA em bovinos, ovinos e caprinos no Sudao, em amostras de soros colhidas
em 11 localidades diferentes. Em bovinos, a maioria dos animais apresentou
reatividade aos tipos “"0” e “"A”, seguido da reatividade ao tipo “"SAT 1” do VFA. Animais
positivos para o tipo “SAT 2” foram detectados somente em um local. Em ovinos,
foram encontrados animais soropositivos em 7 locais, também predominando os
reagentes aos tipos “0” e “A”. Em apenas 4 locais foram encontrados caprinos
positivos, sendo a reatividade para o tipo “"0O”, a mais observada. A positividade ao tipo
“SAT 2” nao foi demonstrada em caprinos, bem como ndo foram detectados animais
reagentes ao tipo “C” em nenhuma das espécies estudadas.

No Quénia, NDARATHI (1991) pesquisou 162 soros de ovinos e caprinos
e 230 de bovinos criados em uma darea onde animais domésticos e selvagens como
gazela, bufalo, gnu e girafa, pastavam juntos. Foi demonstrado que todos os soros
(100%) de ovinos e caprinos possuiam altos titulos de anticorpos neutralizantes para
os tipos "O", "A" e "SAT 1", enquanto que 44% foram positivos para o "SAT 2". Nos
bovinos, 90% dos soros apresentaram titulos significativos para o tipo "O"; 91% para
0 "SAT 1"; 48% para o "A" e 58% para o "SAT 2". Durante o desenvolvimento deste
estudo, ao contrario dos bovinos, ovinos e caprinos ndo apresentaram sintomas
clinicos da doenca e foi questionado o papel de portador assintomatico dessas espécies
na epidemiologia da FA.

HANCOCK & PRADO (1993) descreveram um surto ocorrido em 1990, no

Rio Grande do Sul, envolvendo ovinos, bovinos e suinos afetando 4 propriedades



rurais. A doenca em bovinos acometeu somente animais até 12 meses de idade, os
quais ndao haviam sido vacinados conforme a legislagcao vigente. A perda de animais foi
mais severa em ovinos que apresentaram claudicagdo, caquexia e aborto sem
aparecimento de lesdo oral, tendo ainda sido possivel detectar virus nessa espécie 190
dias apds o surto.

MACAULAY (1963) descreveu trabalhos realizados em 1933 e 1943, onde
foi isolado virus e encontrado lesdes severas na lingua, focinho e patas em porcos do
mato no Quénia. Durante esses estudos, foi verificado a transmissdao da doenca de
suinos para bovinos domésticos.

Na India, SHANKAR (1982) descreveu um surto de FA ocorrido no
“Indian Veterinary Research Institute” acometendo 173 de um total de 294 suinos
domésticos. Os animais apresentaram prostracdo, anorexia, vesiculas nas narinas,
lingua e cascos. A doenca pode ter tido origem em bezerros utilizados como teste de
vacinas anti-aftosa, trazidos de outro campus, e que mostraram sintomas dessa
enfermidade alguns dias antes ou pode ter sido causada pelo movimento de pessoas e
veiculos dentro do Instituto.

Outro surto, também na india, em suinos da raga Landrace e Yorkshire
foi descrito por UPPAL et al. (1983). A taxa de morbidade encontrada foi de 51,21% e
a de mortalidade 19,4% numa populacdo de 1.155 animais, ocorrendo em todas as
idades e em ambos os sexos. Foi isolada a estirpe “0” do VFA a partir de lesdes
cardiacas e do coxim plantar dos animais infectados.

No Estado de Sao Paulo, Brasil, TERRERAN et al. (1984) estudaram a
susceptibilidade de bovinos e suinos a uma estirpe de campo do tipo “A” do VFA,
proveniente de um surto ocorrido no municipio de Jaboticabal o qual, provavelmente,
teve origem em um matadouro acometendo 11.945 suinos de um total de 12.693,
sendo que, 5.379 animais (42,2%) morreram. Dos 2.239 bovinos existentes, 1.018
animais desenvolveram a doenca de forma branda. O virus isolado, do tipo "A", foi
utilizado para inoculacdo experimental nas espécies envolvidas no surto. Os porcos
desafiados desenvolveram sintomatologia de FA e as novilhas nao apresentaram
nenhuma alteragdo clinica ou patolégica, embora tenha sido verificado a presenga de
anticorpos anti-VIA, 21 dias ap0s a infeccdo. O fato de a doenca ter acometido muito
mais o rebanho suino do que o bovino, levou os pesquisadores a considerarem duas
hipéteses: a vacinacdo obrigatéria dos bovinos teria conferido a esses animais a
protecdo necessaria, ou a estirpe do virus envolvido nesse surto possuiria uma maior
afinidade e viruléncia para a espécie suina.

CHAMNANPOOD et al. (1995), na Tailandia, relataram os resultados de

uma pesquisa epidemioldgica da FA iniciada em 1990 pelo Departamento de Defesa



Sanitaria no Norte do pais. O intuito do trabalho era estudar o envolvimento de porcos
em surtos de FA e sua fungdo na dispersdo da doenca. As informacgdes foram colhidas
através de questionario aplicado em 60 cidades selecionadas, levantando dados sobre
o numero de surtos 5 anos antes deste estudo; data mais recente do aparecimento da
doenca e provaveis origens; numero de porcos acometidos, mortos ou abortados e
monitoramento sorolégico (em algumas cidades) utilizando-se os testes de
soroneutralizacdo (SN) e ELISA. Em 58/60 cidades pesquisadas, foi constatado que
somente bovinos e bubalinos foram acometidos pela FA. Em 3/5 cidades cujos porcos
desenvolveram a doencga, a morbidade foi de, aproximadamente, 10% e nos outros 2
municipios, chegou a atingir 40 e 100%, respectivamente. Em uma dessas cidades, o
inicio da enfermidade foi atribuido a introducdo de suinos infectados. A doenca se
dispersou para outros porcos e, posteriormente, para bovinos acometendo 30% desses
animais. A morbidade entre os suinos adultos atingiu 100% e 10% dos leitdes vieram
a oObito. O sorotipo “0” foi mais comumente envolvido nos surtos.

Com relacao ao Estado de Mato Grosso do Sul, em fevereiro de 1998,
houve ocorréncia da doenca na regido de Porto Murtinho, divisa com o Paraguai,
acometendo bovinos e suinos em 2 propriedades proximas. Os animais enfermos
apresentaram claudicacdo e ulceracdao na gengiva, lingua e no espaco interdigital em
diferentes estagios de evolugdo. Os 64 ovinos em contato direto com os bovinos ndo
apresentaram sintomas, porém foram abatidos juntamente com 1690 bovinos e 14
suinos como uma das medidas adotadas para controle do foco. O diagndstico
laboratorial foi feito através dos testes de IDGA em soro de suinos e bovinos doentes e
isolamento viral em amostras de epitélio bovino, tendo como resultado a tipificacdo da
estirpe “0;” do VFA (DEPARTAMENTO DE INSPECAO E DEFESA AGROPECUARIA, 1998).

Em janeiro de 1999, a enfermidade volta a se manifestar no municipio
de Navirai, Sul do Estado. Assim como no foco de Porto Murtinho, os bovinos e suinos
apresentaram graves sintomas da doenca em 2 propriedades vizinhas. Os ovinos ndo
apresentaram sinais clinicos. Foram amostrados epitélio lingual e soro dos animais
acometidos e o diagndstico do VFA resultou no tipo “0;” (DEPARTAMENTO DE
INSPECAO E DEFESA AGROPECUARIA, 2000, no prelo).

JA4 na regido Pantaneira, com o objetivo de fazer uma avaliagdo
epidemiolégica da FA na regido, MATHIAS et al. (1981), no periodo de janeiro a margo
de 1980, analisaram 1.330 soros bovinos pertencentes a 61 boiadas que sairam do
Pantanal com destino a outras regides dentro e fora do Estado. As provas sorolégicas
aplicadas foram a Imunodifusdo Dupla em Gel de Agar para deteccdo de anticorpos
anti-antigeno VIA e a microneutralizacdo em placas, para pesquisa de anticorpos

neutralizantes. Foram encontrados 560 (42%) animais positivos, sendo o tipo “0O”,



predominante. A comparagao entre as médias dos titulos de anticorpos entre as faixas
etarias, revelou a predominancia de animais reagentes a estirpe "O" em animais
menores de 3 anos e para as estirpes "A" e "C", nos bovinos entre 3 a 5 anos de idade.
Considerando que a maior parte dos animais estudados eram primo-vacinados, que a
maioria das boiadas era infectada e ndo protegida e, devido a grande comercializagao
de gado pantaneiro para regides dentro e fora do Estado, chegou-se a conclusdao que a
area de estudo, possivelmente, consistiria num ecossistema endémico de FA e com
alto risco de disseminagao da doenga.

Em agosto de 1994, segundo o Boletim de Ocorréncia de FA numero
4861 do Departamento de Inspecao e Defesa Agropecudria de Mato Grosso do Sul
(IAGRO/MS), foi relatado um foco da doenca no municipio de Corumba em um lote de
351 bovinos adquiridos num Leildo na regido da Nhecolandia. Destes, 30 animais
apresentaram sintomatologia clinica. O exame laboratorial demonstrou o virus tipo “0”
em material podal e lingual. A doenca ficou restrita a este lote de bovinos ndao havendo
transmissao para outras espécies nem para outras fazendas.

Em 1995, o IAGRO/MS realizou um inquérito sorolégico para FA no
Pantanal-Sulmatogrossense, com o objetivo principal de avaliar a eficacia da vacinagéo
anti-aftosa no que se refere ao seu efeito de reduzir a prevaléncia da infecgdo pelo VFA
na regido. O numero de amostras estudadas correspondeu a 3.885 bovinos
domeésticos, rotineiramente vacinados contra FA e com idade até 12 meses e entre 13
e 24 meses, colhidas em 311 propriedades. Numa primeira analise, foram encontrados
474 (12%) animais soropositivos no teste de IDGA, ao antigeno-VIA. Esses mesmos
soros foram posteriormente submetidos a outras provas soroldogicas, como o EITB -
“Enzyme-linked immunoeletrotransfer Blot” e o ELISA - “Enzyme-linked
immunosorbent Assay”) e o nimero de individuos infectados diminuiu para 12 (0,3%).
Esses resultados indicaram uma baixissima prevaléncia da infeccdo pelo VFA em
bovinos domésticos, com idade inferior a 24 meses, na regido pantaneira (MORAES et
al. 1997).

Vale ressaltar, no entanto, a interacdo entre animais domésticos e
silvestres, susceptiveis a infecgdo pelo VFA, a semelhanga do que tem sido observado
em alguns paises africanos, ocorre com frequéncia na regidao do Pantanal. Varias
espécies susceptiveis ao VFA, como veado campeiro (Ozotocerus bezoarticus), veado
mateiro (Mazama americana), cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), porco do
mato (Sus scrofa), cateto (Tayassu tajacu) e queixada (Tayassu pecari), podem ser
observadas em estreito contato com animais domésticos vacinados e ndo vacinados,

em condicOes naturais (Figura 1).



Diante de todo o exposto e tendo em vista a escassez de informacdes a
respeito da problematica da FA no Pantanal de Mato Grosso do Sul, julgamos
importante do ponto de vista do controle sanitario dessa enfermidade, a realizagdo de
um estudo sorolégico envolvendo a pesquisa de anticorpos anti-antigeno VIA e de
anticorpos contra as estirpes de referéncia O; Campos, A,4 Cruzeiro e Cs; Indaial do
VFA, em algumas espécies domésticas e silvestres ndo submetidas a vacinacgao

obrigatdria contra FA.

Figura 1: Grupo de porco do mato (Sus scrofa em estado feral) forrageando

juntamente com um bovino, Nhecoldndia, Pantanal sulmatogrossense.



2 - OBJETIVO

Pesquisar a presenga de anticorpos contra o VFA em algumas espécies
de animais silvestres e domésticas susceptiveis e ndo vacinadas, por meio das técnicas
de Imunodifusao em Gel de Agar (IDGA), para a detecgdo de anticorpos anti-antigeno
VIA e da técnica de ELISA Bloqueio de Fase Liquida (BFL-ELISA), usada para a
deteccdo e titulacdo de anticorpos contra as estirpes de referéncia O; Campos, Ay
Cruzeiro e Cs Indaial.

Titular os anticorpos nas amostras classificadas como positivas pelo
BFL-ELISA com diluicdo Unica, contra as estirpes de referéncia O; Campos, A,4 Cruzeiro
e C; Indaial.

Comparar os resultados das analises soroldgicas obtidos para cada uma
das espécies animais em estudo, entre as diferentes faixas etarias e locais de colheita

das amostras.



3 — MATERIAIS E METODO

3.1 - Descrigao do Local

O presente estudo foi realizado com amostras de soro sanguineo colhidas
de animais que vivem na sub-regido da Nhecolandia, no municipio de Corumba/MS
(Figura 3).

Trata-se de regido formada por campos limpos, cerrados, “vazantes”,
“salinas”, e “baias” (ALLEM & VALLS, 1987). Essas Ultimas, sdo lagoas de agua doce,
temporarias ou permanentes, que variam desde poucas dezenas de metro até 1 a 2
Km de didmetro (ADAMOLI, 1987). Recebem a denominacdo de “salina”, quando sdo
de agua salgada. Ao redor desses corpos hidricos, encontra-se uma vegetagdo arborea
densa chamada localmente de “cordilheira” que, por se localizar em terreno mais
elevado, fica livre da inundacdo constituindo-se em reflgio para os animais na época
da enchente (Figura 2).

As “vazantes”, se formam no auge das chuvas, ligando uma baia a outra
e ndo possuem leito definido. Na época da seca, a maioria desaparece dando lugar aos
campos nativos da regido (ALLEM & VALLS, 1987).

A vegetagdo da Nhecolandia é formada por gramineas e leguminosas de
porte baixo, adaptadas a pobreza do solo, aos longos periodos de alagamento e
estiagem e a queima. O solo é formado pelo leque aluvial do Rio Taquari, caracterizado
por sedimentos areno-silicosos (POTT, 1981). Além dessas formagoes, encontra-se
ainda na regido a presenca de “corixos”, que sdao cursos de agua possuidores de leito
acanalado. Na época da seca, eles diminuem de volume mas ndo desaparecem (ALLEM
& VALLS, 1987).



Figura 2: Vista aérea da sub-regido da Nhecoldndia, Pantanal sulmatogrossense,
demonstrando as “baias” rodeadas por “cordilheiras” e na parte superior, a

direita da foto, uma “vazante”.
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Figura 3: Mapa do Pantanal matogrossense e sulmatogrossense, evidenciando a regido

de estudo.

3.2 - Animais Analisados

A pesquisa foi conduzida em 78 amostras de soros de boi bagua (Bos
taurus indicus em estado feral). Esses animais, sdo bovinos nao arrebanhados durante
o trabalho anual com o gado, que permanecem no campo, nao sendo mais manejados
e passando a ter caracteristicas de animais de vida livre. Todas as amostras foram
obtidas na Fazenda "B" no ano de 1998. Oito bovinos (10,3 %) estavam na faixa etaria

até 12 meses; 26 (33,3 %), entre 12 e 36 meses e 44 (56,4 %), acima de 36 meses.



Os bufalos indianos (Bubalus bubalis), totalizaram 39 amostras colhidas
em 1998, sendo que, 34 (87,2%) pertenciam a Fazenda "A" e 5 (12,8%), a Fazenda
"G". Treze (33,3%) animais foram agrupados na faixa etaria até 12 meses; 7 (18,0%),
entre 12 e 36 meses e 19 (48,7%) acima de 36 meses de idade.

Foram colhidos 39 (28,1%) soros de carneiro (Ovis aries), na Fazenda
"A", 47 (33,8%), na Fazenda "C", 41 (29,5%), na Fazenda "D" e 12 (8,6%), na
Fazenda "F", totalizando 139 amostras colhidas no ano de 1998. A faixa etaria até 3
meses de idade era composta por 7 (5,0%) animais, entre 3 meses a 12 meses, por
30 (21,6%) animais e com mais de 12 meses de idade, por 102 (73,4%).

Quarenta e oito (76,2%) e 15 (23,8%) amostras de soro de porco
domeéstico (Sus scrofa) foram colhidas somente no ano de 1998, nas Fazendas "A" e
"B", respectivamente, totalizando 63 amostras, distribuidas nas faixas etarias: 1
(1,6%) soro conseguido de um animal com menos de 2 meses de idade; 26 (41,3%)
soros de animais entre 2 a 7 meses e 36 (57,1%) soros de animais com idade acima
de 7 meses.

De porco do mato (Sus scrofa em estado feral), foi colhido um total de
49 soros, dos quais, 11 (22,4%) foram obtidos no ano de 1994, 11 (22,4%), em 1996
e 27 (55,2%), no ano de 1998. Deste total, 4 (8,7%) eram de animais de até 2
meses de idade, 13 (28,3%), de animais entre 2 a 7 meses e 29 (63,0%) de animais
com mais de 7 meses de idade. Trés animais ndo tiveram sua idade identificada. As
colheitas foram efetuadas nas Fazendas “A” e “E”, totalizando 31 (63,3%) e 18
(36,7%) amostras, respectivamente. Somente na Fazenda “A”, houve amostragem nos
trés anos citados acima. Na Fazenda “E”, todas as amostras datavam de 1998.

O grupo dos cervideos foi constituido por 7 veados campeiros
(Ozotocerus bezoarticus), 7 veados catingueiros (Mazama goazoubira) e 01 cervo do
Pantanal (Blastoceros dichotomus), totalizando 15 amostras. A captura ocorreu nas
Fazendas "A" e "B" com 12 (80,0%) e 3 (20,0%) animais, respectivamente, sendo
que, sete (46,7%) animais foram capturados no ano de 1996 e 8 (53,3%), em 1997.
Quanto a idade, 2 (18,2%) animais foram identificados como sub-adultos, 9 (81,8%),
como adultos e 4 ndo tiveram sua idade determinada.

As amostras colhidas a campo, foram devidamente identificadas,
dessoradas a temperatura ambiente, acondicionadas sob refrigeracao até o transporte
ao laboratdrio, quando os soros obtidos foram inativados em banho-maria a 56°C
durante 30 minutos e, posteriormente, armazenados a -20°C, até serem submetidos a
analise soroldgica. Nenhuma das espécies em estudo era vacinada contra a FA.

Com a finalidade de apresentar os dados de maneira mais racional, os

animais foram agrupados, de acordo com a idade, em 3 categorias: lactente (fase



pré-desmame), jovem (fase pds-desmame) e adulto (fase reprodutiva). A Tabela 1,

relaciona as espécies utilizadas no presente estudo de acordo com a idade, local e ano

de colheita.

Tabela 1: Nimero de amostras segundo a espécie, idade, local e ano de colheita do

material sanguineo, Nhecolandia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.

Boi bagua

Bufalo Carneiro

Porco
domeéstico

Porco do Cervideos

mato

Total

Numero de 78 (20,4%)
amostras

Idade
lactente 8 (10,3%)
jovem 26 (33,3%)

adulto 44 (56,4%)

Fazenda
N o
"B" 78 (100%)
e
"D
ng"
nE

llGIl

Ano
1994
1996

1997

1998 78 (100%)

39 (10,2%) 139 (36,3%)

13(33,3%) 7 (5,0%)
7 (18,0%)

19 (48,7%) 102 (73,4%)

30 (21,6%)

34 (87,2%) 39 (28,1%)

47 (33,8%)
41 (29,5%)

12 (8,6%)

5 (12,8%)

39 (100%)

139 (100%)

63 (16,4%)

1(1,6%)
26 (41,3%)
36 (57,1%)

48 (76,2%)

15 (23,8%)

63 (100%)

49 (12,8%)

4 (8,7%)
13 (28,3%)
29 (63%)

31 (63,3%)

18 (36,7%)

11 (22,4%)

11 (22,4%)

27 (55,2%)

15(3,9%) 383 (100%)

33 (8,8%)

2(18,2%) 104 (27,6%)
9 (81,8%) 239 (63,6%)

12 (80,0%) 164 (42,8%)

3 (20,0%)

7 (46,7%)

8 (53,3%)

96 (25,1%)

47 (12,3%)
41 (10,7%)

18 (4,7%)
12 (3,1%)

5 (1,3%)

11 (2,9%)
18 (4,7%)

8 (2,1%)

346 (90,3%)



3.3 - Prova de IDGA para pesquisa de anticorpos anti-antigeno VIA.

Para a pesquisa de anticorpos anti-antigeno VIA foi utilizado a prova de
IDGA, de acordo com o procedimento descrito por COWAN & GRAVES (1966) e
modificado por PINTO & HEDGER (1978). Em linhas gerais, placas de Petri de 85 mm
de didmetro foram preenchidas com 16 ml de agar purificado (BACTOAGAR-DIFICO) a
1,5% em tampdo TRIS 0,02M, contendo 0,15M de NaCl e azida sdédica a 0,1% em pH
7,8. Apods a solidificacdo do agar, foram feitos 7 orificios com o auxilio de um molde
hexagonal. O orificio central, de 4 mm de didmetro, foi preenchido com o antigeno VIA
de referéncia obtido junto ao Centro Panamericano de Febre Aftosa e os 2 orificios
periféricos opostos, de 5mm de diametro, foram preenchidos com o soro de referéncia
positivo, previamente titulado. Nos demais orificios restantes periféricos, também de
5mm de diametro, foram colocados os soros a serem testados, de tal forma que cada
soro teste foi adicionado a uma cavidade no gel localizada adjacente aquelas do soro
de referéncia positivo. Apds a colocacdo dos reagentes, as placas foram imediatamente
colocadas em camaras Umidas e incubadas a temperatura ambiente (aproximadamente
28°C). As leituras foram efetuadas em intervalos de 24 horas até o 7° dia, com o
auxilio de um transiluminador. A interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo
com as recomendagdes propostas por McVICAR & SUTMOLLER (1970) e PINTO &
GARLAND (1979). Segundo esses autores, o soro teste era considerado positivo
guando ocorresse reagao de identidade total visivel entre ele e o soro controle positivo;
0 soro teste era considerado fracamente positivo se ocorresse reacao na qual a linha
de precipitacao do soro controle positivo sofresse ligeira curvatura em direcdo ao soro
teste e, negativo, quando o soro controle positivo fornecesse linha de precipitagao

“reta” ou seja, sem curvatura em direcao ao soro teste.

3.4 - Imunoreagentes do teste BFL — ELISA.

3.4.1. Antigenos Virais

Foram utilizadas suspens®es antigénicas inativadas com etileno-imina-binaria (BEI)*
de cada uma das 3 estirpes de referéncia do VFA, no caso 0O; Campos,

* As suspensodes virais ja inativadas com BEI das estirpes de referéncia vacinal O Campos, Az
Cruzeiro e C3 Indaial. foram gentilmente cedidas pelo Laboratério Regional de Referéncia Animal do
Ministério da Agricultura (LANARA - MA / Campinas - SP)



A,, Cruzeiro e C; Indaial. Tais estirpes virais, conforme informagdes do fornecedor¥*,
foram, propagadas em cultura de células da linhagem BHK-21, clone 13. As
suspensoes resultantes foram clarificadas, através da adicdo de cloroféormio e de
centrifugacdo a 2.000g e inativadas com BEI. Depois de distribuidas em aliquotas de
20ml cada uma, foram estocadas a -70°C, até o momento do uso.

A diluicdo otima de reatividade da suspensdo antigénica de cada uma
dessas trés estirpes, foi determinada pelo método do sandwich-ELISA, fazendo-se
reagir varias diluicbes da suspensdo antigénica (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) com a
duas diluicdes do soro de captura (1:2000 e 1:4000) e, posteriormente com diferentes
diluicdes do anti-soro detector (1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600), segundo protocolo de
ARAUJO Jr. (1994).

3.4.2. Purificacdao dos Antigenos 146S

A purificacdo dos antigenos 146S de cada uma das trés estirpes do VFA O,
Campos, A,s Cruzeiro e C; Indaial foi realizada através de ultracentrifugagdo em
gradiente de sacarose, de acordo com a técnica de BROWN & CARTWRIGHT (1963). Em
linhas gerais, cada uma das suspensdes virais, cultivadas consoante descrito
anteriormente, foi clarificada por meio de cloroférmio a 10% seguido de centrifugacdo
a 3000g durante 10 minutos a 4°C e, posteriormente, concentrada através de
precipitacdo com sulfato de amoénio a 100% de saturacdao (v/v) tamponado com
trihidroximetil amino metano em pd. Apds o sedimento da precipitacdo com sulfato de
amonio ter sido ressuspenso, através da adicao de 20ml de PBS (0,14M NaCl, 0,01M
PO,~, pH 7.6), procedeu-se clarificacdao por meio de centrifugagdo a 10.000 x g por 10
minutos.

Apos tal procedimento, o sobrenadante obtido foi novamente submetido a
ultracentrifugacdao a 95.000 x g por 4 horas, para sedimentacdo do antigeno 146S. O
sedimento resultante, rico em antigenos 146S, foi ressuspenso em um volume de 3 ml
do mesmo tampdo acima descrito e, a seguir, colocado no topo de um gradiente
continuo de sacarose de 15 a 45% (p/p), o qual foi novamente ultracentrifugado a
95.000 x g durante 4 horas e trinta minutos, em rotor "swing-out", a fim de promover
a separacgao do antigeno 146S dos demais componentes antigénicos virais, bem como
das substancias do meio de cultura celular, de acordo com o procedimento descrito por
BARTELING & MELOEN (1974).

Por meio de uma bomba peristaltica e coletor de fracdes, foram colhidas

fracdes do gradiente, de 1 ml cada, injetando-se vagarosamente sacarose a 55% no



fundo do tubo. A leitura espectrofotométrica de cada fracdo foi realizada em
comprimento de onda de 260 nm (ARN) e 280 nm (proteina). Os antigenos foram
quantificados pelo coeficiente de extingdo 7,6 segundo BACHRACH et al. (1964). As
fragoes contendo mais que 50 pg/ml de antigeno 146S foram reunidas em frasco
Unico, e novamente mensuradas suas concentracdes de RNA e de proteinas, sendo a

seguir armazenadas em freezer a -70°C, até o momento de uso.

3.4.3. - Soros de Captura Anti-VFA Monoespecificos

Foram produzidos segundo o protocolo de HAVE et al. (1984) através da
inoculacdo, em coelhos, de duas doses de particulas 146S purificadas (50pg/dose) de
cada uma das estirpes virais de referéncia misturadas aos adjuvantes completo
(primeira dose) ou incompleto (segunda dose) de Freund. As doses foram
administradas em intervalos de 4 semanas sendo os animais sangrados 10 dias apos a
ultima imunizagcdo, quando os soros foram separados, inativados a 56°C por 30
minutos, alicotizados e armazenados a -20°C até o momento do uso.

A diluicdo 6tima de reatividade do anti-soro de captura foi determinada,
por titulacdo em bloco, conforme ja descrito (item 3.4.1). Para tanto, foram colocadas
para reagir 2 diluicdes dos soros de captura (1:2000 e 1:4000) frente a diluicdes do
antigeno viral homologo (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) e, posteriormente frente a
diferentes diluigdes do anti-soro detector de cobaias (1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600).

3.4.4 - Soros Detectores Anti-VFA Monoespecificos

Foram preparados conforme recomendam FERRIS et al. (1984), em
cobaias, através da inoculacdo de uma dose de particulas 146S (50pg) purificadas de
cada uma das estirpes virais de referéncia, acrescidas de adjuvante completo de
Freund, sendo os animais sangrados ao final de 4 semanas. Apds essa primo-
imunizacao o soro obtido foi inativados a 56°C por 30 minutos e depois de alicotizados,
estocados a-20°C.

A diluigao étima de reatividade do antissoro detector foi determinada pelo
método BFL-ELISA, consoante o que foi explanado no item 3.4.3; fazendo-se reagir
diluicdes do antissoro detector (1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600) com 2 diluigbes do
antissoro de captura (1:2000 e 1:4000) e as diluigbes do antigeno (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32),

conforme anteriormente descrito (item 3.4.3).



3.4.5. - Conjugado Imunoenzimatico

A IgG de cobaio purificada por cromatografia de troca idnica em
DEAE-celulose (MONTASSIER et al., 1987) foi usada para imunizar 2 coelhos. A IgG de
coelho anti-IgG de cobaio obtida apds cromatografia em coluna de DEAE-celulose foi
conjugada a peroxidase, segundo o método proposto por WILSON & NAKANE (1978).
Para tal, 10 mg de peroxidase foram dissolvidas em 2,5 ml de agua bidestilada, sob
agitacdo magnética, durante 5 minutos, em frasco ambar. Foi, entdo, adicionado a
enzima dissolvida, 0,5 ml de uma solugao de metaperiodato de sédio 0,1 M preparado
em agua bidestilada, um pouco antes de seu uso. Essa solugdo foi mantida sob
agitacdo durante 20 minutos, a temperatura ambiente, para efetuar a oxidagdo da
enzima. Em seguida, foi feita a dialisacdo dessa mistura em tampao acetato 0,001 M
pH 4,4, “overnight” e em geladeira.

Para proceder a conjugacdo, foi colocado 2 ml de IgG de coelho anti IgG
de cobaio na concentracdao de 10 mg/ml em um frasco @mbar a temperatura ambiente
e, sob agitacdo, foi adicionado 30 pul de tampao carbonato bicarbonato 0,5 M pH 9,5
para alcalinizacdo da imunoglobulina.

O mesmo procedimento foi realizado com a peroxidase oxidada a qual foi
gotejada sobre a IgG alcalinizada, e mantida 2 horas a temperatura ambiente e sob
agitacdo. Em seguida, foi adicionado 125 ul de borhidreto de sédio 0,105 M, mantida a
reacdo sob agitacdo ocasional durante 2 horas a 4°C e finalmente, dialisada contra
PBS 0,01 M PO,4-- 0,14 M NaCl pH 7,2, “overnight” & 4°C.

O conjugado foi submetido a cromatografia de gel de filtragdo em coluna
de Sephadex G-100 de 1,6 cm de didmetro e 67 cm de altura equilibrada com
PBS 0,01 M PO4-- 0,14 M NaCl pH 7,2. O mesmo tampao foi utilizado para eluicdo e o
fluxo foi padronizado em 10 gotas/minuto, colhendo-se fracdes de 1 ml cada. A leitura
foi feita em 280 nm para deteccdo da proteina total e 403 nm para deteccdo da
peroxidase. As fracdes com D.Os acima de 0,3 a 280 nm e de 0,2 a 403 nm foram
recolhidas, misturadas, concentradas contra polietilenoglicol (PEG) 6000 e dialisada
contra PBS pH 7,2. Por fim, foi adicionado um volume igual de glicerina tamponada
com fosfato a pH 7,4. O conjugado foi distribuido em frascos contendo 1 ml cada e
armazenado a - 20°C.

O conjugado foi entdo titulado através do método de ELISA direto frente
a diferentes concentracGes de IgG de cobaio, para determinagdo de sua diluicdo 6tima

de uso, conforme preconizam VOLLER et al. (1976).



3.4.6 - Técnica de BFL-ELISA

O método de BFL-ELISA, originalmente descrito por HAMBLIN et al.
(1986) e com adaptacdes reportadas por ARAUJO Jr. et al. (1996), foi empregado na
deteccao e quantificagdo de anticorpos presentes nos soros das diversas espécies
animais aqui estudadas.

Numa primeira etapa, denominada de fase liquida do teste, todas as
amostras de soro a serem analisadas foram acrescentadas, em duplicata, em uma
diluicdo Unica, igual a 1:16, preparadas em tampao PBS 0,01 M PO,4-- 0,14 M NaCl pH
7,4 acrescido de Tween 20 a 0,05% e mais 10% de leite em pdé desnatado (PBST-LPD).
Para tanto, foi utilizada uma microplaca apropriada de fundo em “U” (CORNING), que
nao adsorve os imunocomplexos, a qual previamente foi bloqueada com 200
ul/cavidade, de PBS-LPD, durante 2 hs.

Em seguida, foi adicionada a diluicdo ideal de uma das suspensdes virais
de referéncia a cada um dos tipos do VFA (O; Campo, A,; Cruzeiro e Cs; Indaial)
preparadas em tampdo PBST, as cavidades da microplaca ja contendo as diluicGes
Unicas dos soros teste. As cavidades das colunas 10, 11, e 12 das fileiras A a H, com
excecao das cavidades G 12 e H 12 da microplaca (deixadas como branco da reagao),
foram reservadas respectivamente para funcionarem como controle dos antigenos, ou
seja, para registrarem as densidades opticas (D.Os) maximas da reagdo. A reacdo foi
incubada “overnight” a 4°C, em cdmara Umida. Ao mesmo tempo, 50 pl/cavidade da
diluicdo 6tima do antissoro de captura (anti-soro de coelho) monoespecifico anti-VFA
foram adsorvidos em placas de fundo plano, (MAXSORP-NUNC), e incubadas da
mesma maneira que a reagao de fase liquida.

No dia seguinte, 50ul /cavidade dos reagentes da fase liquida, contendo
as misturas de virus mais os soros a serem testados, foram transferidos para as
microplacas de ELISA adsorvidas previamente com anti-soro de captura e bloqueadas
com solugdo de 10% de leite em pd desnatado em tampdo carbonato-bicarbonato
(200ul), sendo a reacao incubada por 1 hora a 37°C.

Apds incubacdo, a placa foi lavada 5 vezes com PBST, seguida da adicao
de 50ul/cavidade do soro detector anti-VFA monoespecifico, preparado em cobaia.
Seguiu-se novo periodo de incubacdo e lavagem, tal como se procedeu no passo
anterior e, entdo, foi adicionado o conjugado, na sua diluicdo 6tima de uso (1:1000),
incubando-se a reacdao durante 60 minutos a 37°C. Procedeu-se, ao final dessa fase, a
nova lavagem da placa e a adigdo da solucdo do substrato H,O, a 30% mais
cromdgeno, ortofenilenodiamina (OPD), a qual foi preparada em tampdo citrato-
fosfato, sendo a incubacao feita a temperatura ambiente por 15 minutos. A reacdo foi

bloqueada com 50ul /cavidade de HCl a 2M. As D.Os foram lidas em leitor apropriado



para placas de ELISA (BIO-RAD MODELO-550), em um comprimento de onda de 492
nm contra o Branco da reacdo, sendo calculadas as percentagens de inibicdo conforme

método recomendado por ARAUIJO Jr. et al. (1996), utilizando-se a férmula:

PI = (1-x/y) x 100
X = média das duplicatas das D. Os dos soros testes

Y = média das D. Os dos controles negativos da reacao

Os soros que apresentaram resultado positivo no ensaio de diluicdo sérica
Unica (1:16), isto &, percentagens de inibicdo maiores ou iguais a 50%, 60% e 42%,
respectivamente para as estirpes 0O; Campos, A,; Cruzeiro e C; Indaial, foram, a
seguir, testados no BFL-ELISA, em diluicdes seriadas de razao constante igual a 2,
iniciando-se na diluicao de 1:16.

A leitura dos resultados foi feita conforme ja mencionado. Os titulos de
anticorpos foram expressos como o logaritimo da reciproca da maior diluicdo do soro
capaz de reduzir, em 50%, a média das D.Os registradas para os controles, e portanto
de inibir o desenvolvimento da cor na reagdo imunoenzimatica.

Para a determinacgao dos titulos, calculou-se, em primeiro lugar, a média
aritmética das leituras das D.Os das cavidades do controle do antigeno. Em seguida,
essa média foi dividida por 2 para determinar o valor correspondente a 50% dessa
D.0O. média. Depois, foram obtidos a média das duplicatas das D.Os dos soros testes
imediatamente anterior e posterior a esse valor, observando suas respectivas diluicdes.

Por fim, aplicou-se a férmula:

T= ([X-A] log y) + ([B-X] log z)

B-A

Onde:

X= Ponto representado por 50% da média aritmética das D.Os dos controles.
A= Média da D.O. imediatamente anterior a X.

B= Média da D.O. imediatamente posterior a X.

Y= Reciproca da diluicdo referente a D.O. imediatamente posterior a X.

Z= Reciproca da diluicdo referente a D.O. imediatamente anterior a X.

T= Titulo do soro teste referido como logaritmo da base 10.



Os titulos foram classificados nas faixas de: baixo (menor que 1,5),
intermediario (entre 1,5 a 2,5) e elevado (maior que 2,5). As amostras que

apresentaram titulo menor que 1,5 foram consideradas como resultados negativos.



4 - RESULTADOS

4.1 - Resultados da pesquisa de anticorpos anti-antigeno VIA e contra as

estirpes 0; Campos, A,; Cruzeiro e Cs; Indaial no teste BFL-ELISA.

Na Tabela 2, estdo registrados os resultados das amostras positivas ao
anti-antigeno VIA (Prova de IDGA), bem como frente as estirpes O; Campos, A
Cruzeiro e Cs Indaial, (Prova de BFL-ELISA), obtidos em soros de boi bagua, bufalo,
carneiro, porco doméstico e porco do mato.

A analise dos resultados obtidos revelou 47 amostras (12,3%) reagentes
ao antigeno VIA e 175 (45,7%), contendo anticorpos para uma ou mais das trés
estirpes (0O; Campos, A,4 Cruzeiro e C3 Indaial) do VFA utilizadas no teste de BFL-ELISA
(Figura 4). Todas as amostras soropositivas ao teste de IDGA também foram positivas
ao teste de BFL-ELISA, sendo que 29/47 (61,7%) das amostras, positivas ao antigeno
VIA, apresentaram, concomitantemente, anticorpos para as 3 estirpes de VFA, evento
esse mais observado entre os bubalinos.

Nenhum cervideo (veado campeiro, veado catingueiro e cervo do

Pantanal) apresentou sorologia positiva nas provas de IDGA e BFL-ELISA.



Tabela 2: Resultados das amostras positivas nas espécies estudadas, em relagdao aos

testes de IDGA e BFL-ELISA, Nhecolandia, Pantanal sulmatogrossense,

1998.

Espécies animais N° de amostras IDGA BFL-ELISA
analisadas

N° de positivos % N° de positivos %
Boi Bagua 78 25 32,1 54 69,2
Bufalo 39 17 43,6 31 79,5
Carneiro 139 02 1,4 58 41,7
Porco Doméstico 63 01 1,6 22 34,9
Porco do mato 49 02 4,1 10 20,4
Cervideos 15 0 -- 0 --
Total 383 47 175

IDGA
12,3%

BFL-ELISA
45,7%

Figura 4: Percentagem de amostras positivas nas espécies estudadas de acordo com os

resultados encontrados nos testes de IDGA e BFL-ELISA, Nhecolandia,

Pantanal sulmatogrossense, 1998.



4.2 - Resultados da analise das amostras positivas, segundo as provas de

IDGA e BFL-ELISA, de acordo com a espécie animal.

4.2.1 - Boi bagua
Do total de 78 amostras de soros de boi bagua, todas colhidas no ano de
1998 e oriundas de um mesmo local (Fazenda “B"), 25 (32,1%) animais revelaram-se
positivos no teste de IDGA e 54 (69,2%), no BFL-ELISA. Desse total de positivos no
ensaio imunoenzimatico, 29 (37,2%) apresentaram reatividade para a estirpe O;
Campos, 33 (42,3%) para a estirpe A,4 Cruzeiro e 43 (55,1%) para a estirpe C; Indaial
(Figura 5), sendo que 17 amostras apresentaram anticorpos para as trés estirpes de

VFA simultaneamente e dessas, 10, foram positivas também ao antigeno VIA.

78
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Estirpe Oy  Estirpe Ay;  Estirpe C; Total de
Campos Cruzeiro Indaial Amostras

Figura 5: Amostras de soro de bovino bagua (Bos taurus indicus em estado feral)
reagentes as estirpes O; Campos, A,4; Cruzeiro e C3 Indaial segundo o teste

BFL-ELISA, Nhecolandia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.



A pesquisa de anticorpos anti-antigeno VIA nos bovinos baguas, revelou
5 (20,0%) animais de até 12 meses de idade; 12 (48,0%), entre 12 a 36 meses, e
8 (32,0%) animais com idade acima de 36 meses, reagentes. Ja o teste de BFL-ELISA
evidenciou 3 animais (10,3%) com idade até 12 meses; 12 (41,4%) entre 12 a 36
meses e 14 (48,3%) com mais de 36 meses, com titulos de anticorpos para a estirpe
0; Campos. Anticorpos para a estirpe A4 Cruzeiro foram detectados em 05 animais
(15,2%) com idade até 12 meses; em 11 animais (33,3%) entre 12 a 36 meses € em
17 (51,5%) com idade superior a 36 meses. Na estirpe C; Indaial foram encontrados
07 animais (16,2%) com até 12 meses e 18 (41,9%) animais para ambas as faixas
etarias entre 12 a 36 meses e acima de 36 meses de idade (Tabela 3).

Na titulacdo de anticorpos das amostras séricas positivas, os titulos de
anticorpos foram expressos em logaritimo de base 10 e agrupados em trés categorias:
titulos inferiores a 1,5; entre 1,5 a 2,5 e superiores a 2,5 sendo considerados como
titulos de baixa, média e alta magnitudes, respectivamente.

Frente a estirpe O; Campos, 12 animais apresentaram titulos inferiores a
1,5 sendo 2 animais com idade até 12 meses, 6 entre 12 a 36 meses e 4 acima de 36
meses. Dezessete animais tiveram titulos entre 1,5 a 2,5, sendo 1 com idade inferior a
12 meses, 6 com idade entre 12 a 36 meses e 10, acima de 36 meses. A média dos
titulos encontrados para a faixa etaria até 12 meses foi 1,47; em animais entre 12 a
36 meses, 1,54 e acima de 36 meses, 1,73. A média dos titulos encontrados para este
sorotipo foi de 1,62 (Tabela 4).

Com relacdo a titulacdo de anticorpos contra a estirpe A,4 Cruzeiro, foram
detectados 6 animais com titulos menores que 1,5, dos quais, 1 com idade até 12
meses e 5, com idade entre 12 a 36 meses. Os titulos compreendidos entre 1,5 a 2,5
totalizaram 27 animais sendo 4 com idade até 12 meses; 6, entre 12 a 36 meses e 17,
acima de 36 meses. Nao houve titulos maiores que 2,5 para as estirpes O; Campos e
A,4 Cruzeiro. A média dos titulos encontrados para a faixa etaria até 12 meses foi
1,68; em animais entre 12 a 36 meses, 1,61 e acima de 36 meses, 1,84. A média para
essa estirpe viral foi de 1,74 (Tabela 4).

J4, no que diz respeito a estirpe C; Indaial, ndo foi detectado nenhuma
amostra com titulo inferior a 1,5. Na faixa entre 1,5 a 2,5 foram encontrados 35
animais, sendo 5 com até 12 meses de idade; 12, em animais entre 12 a 36 meses, e
18 em animais acima de 36 meses. As amostras com titulos superiores a 2,5
resultaram em 8, sendo que, 2 em animais até 12 meses de idade e 6 entre 12 a 36
meses. A média dos titulos encontrados para a faixa etaria até 12 meses foi 2,32; em
animais entre 12 a 36 meses, 2,35 e acima de 36 meses, 2,07. A média resultante dos
titulos obtidos para Cs Indaial foi de 2,23 (Tabela 4).



Tabela 3: Percentagem de amostras reagentes ao antigeno VIA (IDGA) e as estirpes

0, Campos, A,; Cruzeiro e C3 Indaial de acordo com o teste BFL-ELISA, em

bovinos baguas (Bos taurus indicus em estado feral) segundo distribuigdo

por faixa etaria, Nhecoldndia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.

IDGA BFL-ELISA
ESTIRPES VIRAIS

IDADE Positivos %  O; Campos % A, Cruzeiro %  CjlIndaial %
Até 12 meses 5 20,0 3 10,3 5 15,2 7 16,2
12 a 36 meses 12 48,0 12 41,4 11 33,3 18 41,9
Acima de 36 8 32,0 14 48,3 17 51,5 18 41,9
meses

TOTAL 25 100 29 100 33 100 43 100

Tabela 4: Distribuicdao dos titulos de anticorpos obtidos no BFL-ELISA contra as estirpes

O; Campos, A,; Cruzeiro e Cs; Indaial, em soros de bovinos baguas (Bos

taurus indicus em estado feral), de acordo com as diferentes faixas etarias,

Nhecolandia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.

ESTIRPE 0, CAMPOS

ESTIRPE Ay CRUZEIRO ESTIRPE C; INDAIAL

Titulo de anticorpos

Titulo de anticorpos

Titulo de anticorpos

(log) (log) (log)

Idade Menor 1,5a Média/ Menorde 1,5a Média/ 1,5a Maiorde Média/

de 1,5 2,5 idade 1,5 2,5 idade 2,5 2,5 idade
Até 12m 2 1 1,47 1 4 1,68 5 2 2,32
12 a 36m 6 6 1,54 5 6 1,61 12 6 2,35
Acima de 36 4 10 1,73 - 17 1,84 18 - 2,07
meses
Total 12 17 - 6 27 - 35 8 -
Média /faixa 1,36 1,81 - 1,42 1,81 - 2,13 2,65 -
de titulo
Média geral 1,62 1,74 2,23

da estirpe




4.2.2 - Buafalo

Das 39 amostras de soros de bubalinos, a prova de IDGA revelou
17 (43,6%) reagentes ao antigeno VIA, enquanto que o BFL-ELISA detectou 31
(79,5%), das quais, 23 (59,0%) com anticorpos para a estirpe O; Campos, 31 (79,5
%) para a estirpe A,4 Cruzeiro e 17 (43,6%) para a estirpe Cs Indaial (Figura 6). Cabe
ressaltar que ndao ha histérico de vacinacdo nestes animais em estudo, pelo menos,
durante os 8 ultimos anos.

Dezessete animais apresentaram anticorpos para as 3 estirpes virais
concomitantemente e, destes, 16 também apresentaram anticorpos anti-antigeno VIA.
Todas as amostras soropositivas ao tipo A,4 Cruzeiro, apresentaram, simultaneamente,
anticorpos para as estirpes O; Campos e C; Indaial. Quatro (23,5%) e 13 (76,5%)
amostras pertencentes a animais com menos de 12 meses e acima de 36,
respectivamente, apresentaram reacao ao antigeno VIA. N3o houve amostra reativa
em animais entre 12 a 36 meses (Tabela 5).

O BFL-ELISA detectou 4 (17,4%) amostras, provenientes de animais com
até 12 meses de idade, 4 (17,4%) de animais entre 12 e 36 meses e 15 (65,2%) de
animais com idade superior a 36 meses, com anticorpos para a estirpe O; Campos.
Anticorpos para a estirpe A,; Cruzeiro resultaram em 10 (32,3%) animais na faixa
etaria de até 12 meses de idade, em (16,1%) animais entre 12 e 36 meses e em 16
(51,6%) animais acima de 36 meses de idade. Em 3 (17,6%) animais com idade até
12 meses e em 14 (82,4%) com mais de 36 meses, foram encontrados anticorpos para
a estirpe Cs; Indaial. Nenhum animal na faixa etaria entre 12 a 36 meses foi positivo
para esta estirpe (Tabela 5).
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Figura 6: Amostras de soro de bufalo indiano (Bubalus bubalis) reagentes as estirpes
0O; Campos, A,; Cruzeiro e C; Indaial, segundo o teste BFL-ELISA,

Nhecoldndia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.



Tabela 5: Percentagem de amostras reagentes ao antigeno VIA (IDGA) e as estirpes
0, Campos, A,; Cruzeiro e C3 Indaial de acordo com o teste BFL-ELISA, em
bufalos indianos (Bubalus bubalis) segundo distribuicdo por faixa etaria,

Nhecoldndia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.

IDGA BFL-ELISA
ESTIRPES VIRAIS

IDADE Positivos % O; Campos % Ay Cruzeiro %  Cslindaial %
Até 12 meses 4 23,5 4 17,4 10 32,3 3 17,6
12 a 36 meses - - 4 17,4 5 16,1 - -
Acima de 36 13 76,5 15 65,2 16 51,6 14 82,4
meses

TOTAL 17 100 23 100 31 100 17 100

Das 5 amostras colhidas na Fazenda “G”, 3 (60,0%) apresentaram reacao
a uma das estirpes virais segundo o teste BFL-ELISA e nenhuma reagiu ao antigeno
VIA. Na Fazenda “A", 17 (50,0%) e 28 (82,3%) do total de 34 soros colhidos, reagiram
positivamente perante a prova de IDGA e ao teste BFL-ELISA, respectivamente.

A titulacdo de anticorpos das amostras de soros de bubalinos positivos no
BFL-ELISA revelou, para a estirpe O; Campos, 1 animal de até 12 meses de idade e 3,
entre 12 a 36 meses apresentando titulos menores que 1,5, totalizando 4 amostras.
Na faixa de titulos entre 1,5 a 2,5 foram encontrados 12 animais sendo, 1 animal até
12 meses, 1, entre 12 a 36 e 10 acima de 36 meses. Ja para os soros com titulos
acima de 2,5, foram observados 7 amostras provenientes de 2 animais com idade até
12 meses e 5 acima de 36 meses. A média dos titulos encontrados para a faixa etaria
até 12 meses foi de 2,40; para amostras de animais entre 12 a 36 meses, 1,38 e
acima de 36 meses, 2,32. A média dos titulos encontrados para esta estirpe viral foi
2,17 (Tabela 6).

Para a estirpe A,; Cruzeiro, foi encontrado somente 1 animal com idade
acima de 36 meses com titulo menor que 1,5. Dezoito animais demonstraram titulos
entre 1,5 a 2,5 sendo que, 7 possuiam idade até 12 meses, 4, entre 12 a 36 meses e 7
acima de 36 meses. Titulos maiores que 2,5 apresentaram 3 animais com até 12
meses, 1, com idade entre 12 a 36 e 8 acima de 36 meses, totalizando 12 amostras. A
média dos titulos encontrados para animais na faixa etaria até 12 meses foi de 2,43;
entre 12 a 36 meses, 2,36 e acima de 36 meses de idade, 2,53. A média

correspondente a essa estirpe foi de 2,47 (Tabela 6).



No que tange a estirpe Cs; Indaial, ndo foi encontrado animais com
titulagdo menor que 1,5. Apenas 1 animal foi encontrado com titulo entre 1,5 a 2,5 e
este possuia idade superior a 36 meses. Titulos superiores a 2,5 foram observados em
16 amostras, sendo em 3 animais na faixa etaria de até 12 meses e em 13 animais,
acima de 36 meses de idade. Titulos na faixa etaria até 12 meses apresentaram 3,44
como média e para a faixa etaria acima de 36 meses, 2,99. N3do houve animais
reagente na faixa de idade entre 12 a 36 meses. A média de titulos resultante para
essa estirpe foi de 3,07 (Tabela 6).

Tabela 6: Distribuicdo dos titulos de anticorpos obtidos no BFL-ELISA contra as estirpes
0; Campos, Ays Cruzeiro e Cs; Indaial, em soros de bubalinos (Bubalus
bubalis) de acordo com as diferentes faixas etarias, Nhecolandia, Pantanal

sulmatogrossense, 1998.

ESTIRPE 0 CAMPOS  ESTIRPE Ay CRUZEIRO ESTIRPE C; INDAIAL

Titulo de anticorpo (log) Titulo de anticorpo (log) Titulo de anticorpo (log)

Idade Menor 1,5a Maior Média/ Menor 1,5a Maior Média/ 1,5a Maior Média/
de 1,5 2,5 de25 idade de1,5 2,5 de 2,5 idade 2,5 de 2,5 idade

Até 12m 1 1 2 2,40 - 7 3 2,43 - 3 3,44

12 2 36m 3 1 . 138 - 4 1 236 - ; -

Acima de 36 - 10 5 2,32 1 7 8 2,53 1 13 2,99

meses

Total 4 12 7 - 1 18 12 - 1 16 -

Média/faixa 1,33 2,08 2,82 1,50 2,26 2,87 2,45 3,11

de titulo

Média geral 2,17 2,47 3,07

da estirpe




4.2.3 - Carneiro

Do total de 139 amostras de soros de carneiro analisadas, somente 2
foram reagentes ao antigeno VIA, enquanto que 58 amostras foram positivas ao teste
de BFL-ELISA detectou. Em sintese, os resultados da pesquisa de anticorpos através
da técnica de BFL-ELISA revelaram 54 (38.8%), 53 (38,1%) e 45 (32,4%), das
amostras de soros, positivas para as estirpes O; Campos, A,s Cruzeiro e Cs Indaial,
respectivamente (Figura 7). Nao houve amostras com presenca de anticorpo somente
para as estirpes O; Campos e Cs Indaial. Quarenta soros apresentaram anticorpos para
as 3 estirpes virais simultaneamente.

A andlise das amostras positivas de carneiros, quanto a idade, revelou a
presenca de 3 (5,5%) animais de até 3 meses de idade, de 9 (16,7%) animais entre
3 a 12 meses e de 42 (77,8%) com idade superior a 12 meses contendo anticorpos
para a estirpe O; Campos. No caso da estirpe A,4 Cruzeiro, em 3 (5,7%), 4 (7,5%) e
46 (86,8%) animais foram detectados anticorpos, respectivamente nas faixas etarias
até 3 meses, entre 3 a 12 meses e acima de 12 meses. ]Ja para a estirpe C; Indaial,
foram identificados 2 (4,4%) soros positivos em animais com até 3 meses de idade, 9
(20,0%) entre 3 a 12 meses e 34 (75,6%) em individuos com mais de 12 meses. Os
Unicos 2 animais positivos no teste de IDGA possuiam mais de 12 meses de idade
(Tabela 7).
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Figura 7: Amostras de soro de carneiro (Ovis aries) reagentes as estirpes O; Campos,
A4 Cruzeiro e Cs Indaial segundo o teste BFL-ELISA, Nhecolandia, Pantanal

sulmatogrossense, 1998.



Tabela 7: Percentagem de amostras reagentes ao antigeno VIA (IDGA) e as estirpes
0; Campos, A,4 Cruzeiro e Cz Indaial de acordo com o teste BFL-ELISA, em
carneiro (Ovis aries), segundo distribuicdo por faixa etaria, Nhecolandia,

Pantanal sulmatogrossense, 1998.

IDGA BFL-ELISA
ESTIRPES VIRAIS

IDADE Positivos %  O; Campos % Ay Cruzeiro %  Cslindaial %
Até 3 meses - -- 3 5,5 3 57 2 4.4
3 a 12 meses - - 9 16,7 4 7,5 9 20,0
Acima de 12 2 100 42 77,8 46 86,8 34 75,6
meses

TOTAL 2 100 54 100 53 100 45 100

Segundo os resultados do teste BFL-ELISA, a ocorréncia das 3 estirpes de
VFA nas diferentes propriedades estudadas, revelou para a estirpe O; Campos, 3
amostras positivas na Fazenda “C”, todas em animais acima de 12 meses. Quinze
amostras soropositivas foram encontradas na Fazenda “A”, sendo que, 2 eram animais
até 3 meses e 13, em animais acima de 12 meses. Na Fazenda “D” foram reveladas 36
amostras contendo anticorpos para a estirpe acima citada, sendo 1 amostra
pertencente a um animal até 3 meses, 9, em animais entre 3 a 12 meses e 26, acima
de 12 meses de idade. Nao foram encontrados animais soropositivos na Fazenda “F”
(Figura 8).

Para a estirpe A,4 Cruzeiro, 1 e 5 amostras oriundas de animais acima de
12 meses, foram reveladas nas Fazendas “F” e “C”, respectivamente. Na Fazenda “A”,
houveram 16 amostras soropositivas sendo 2 em animais até 3 meses e 14, acima de
12 meses de idade. Ja a Fazenda “D”, totalizou 31 amostras contempladas da seguinte
forma: 1, de animal até 3 meses de idade, 4, de animais entre 3 a 12 meses e 26, de
animais acima de 12 meses (Figura 8).

A estirpe Cs; Indaial, demonstrou 9 animais apresentando anticorpos na
Fazenda “A” sendo 1 com até 3 meses e 8 acima de 12 meses de idade. Na Fazenda
“D” foram demonstrados 1 animal até 3 meses, 9, entre 3 e 12 meses e 26 acima de
12 meses de idade totalizando 36 amostras soropositivas. Nao foram encontradas

amostras positivas nas Fazendas “C” e “F” (Figura 8).



De acordo com o teste de IDGA, 1 soro reagente pertencia a um animal
da Fazenda “A” e o outro soro, da Fazenda “"D".
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Figura 8: Amostras soropositivas de carneiro (Ovis aries) de acordo com os resultados
do teste BFL-ELISA nos diferentes locais de colheita do material sanguineo

segundo distribuicdo por faixa etaria.



A analise por diluicdes seriadas, das amostras de soros positivas no
BFL-ELISA, revelou para a estirpe O; Campos, 3 animais com titulo menor que 1,5,
sendo que 2 possuiam 3 a 12 meses de idade e 1, com idade acima de 12 meses. Na
faixa de titulos entre 1,5 a 2,5 foram detectados 20 soros, sendo 2 originados de
animais com até 3 meses de idade, 5, entre 3 a 12 meses e 13 com mais de 12 meses
de idade. Com respeito aos titulos superiores a 2,5 foram encontradas 31 amostras,
sendo 1 proveniente de animal com até 3 meses de idade, 2, de animais entre 3 a 12
meses e 28 de animais com mais de 12 meses. A média resultante dos titulos
encontrados para animais na faixa etdria até 3 meses foi de 2,16; para animais na
faixa entre 3 a 12 meses, 2,20 e acima de 12 meses, 2,62. A média geral dos titulos
encontrados nesta estirpe foi de 2,52 (Tabela 8).

Para estirpe A4 Cruzeiro, nenhuma amostra apresentou titulo menor que
1,5. Um animal, com até 3 meses de idade, 1, de 3 a 12 meses e 12 com mais de
12 meses de idade apresentaram titulos entre 1,5 a 2,5, totalizando 14 amostras.
Titulos superiores a 2,5 foram observados em 39 amostras distribuidas da seguinte
forma: 2 animais com até 3 meses, 3 amostras de animais entre 3 a 12 meses e 34
com idade maior que 12 meses. A média dos titulos encontrados para a faixa etaria até
3 meses, foi de 2,52; para a faixa de idade entre 3 a 12 meses, 2,74 e acima de 12
meses, 2,79. A média dos titulos resultantes para essa estirpe viral foi 2,77 (Tabela
8).

Titulos de anticorpos para a estirpe Cs Indaial, menores que 1,5 também
ndao foram encontrados. Titulos compreendidos na faixa entre 1,5 a 2,5 foram
observados em 1 animal, com menos de 3 meses, 3, entre 3 a 12 meses e 6 com idade
superior a 12 meses, totalizando 10 animais. Titulos superiores a 2,5, foram
encontrados em 35 amostras sendo que, 1 pertencia a um animal com até 3 meses, 6,
entre 3 a 12 meses e 28 com mais de 12 meses de idade. A média dos titulos
encontrados em animais com até 3 meses, foi de 2,45; entre 3 a 12 meses, 2,59 e
acima de 12 meses, 3,12. A média dos titulos encontrada nessa estirpe foi de 2,98
(Tabela 8).



Tabela 8: Distribuicdao dos titulos de anticorpos obtidos no BFL-ELISA contra as estirpes
0, Campos, A4 Cruzeiro e C;3 Indaial, em soros de carneiro (Ovis aries), de
acordo com as diferentes faixas etarias, Nhecolandia, Pantanal

sulmatogrossense, 1998.

ESTIRPE 0 CAMPOS  ESTIRPE Ays CRUZEIRO ESTIRPE Cj3 INDAIAL

Titulo de anticorpos (log) Titulo de anticorpos (log) Titulo de anticorpos (log)

|dade Menor 1,5a Maior Média/ 1,5a Maior Média/ 1,5a Maior  Média/

de15 25 de25 idade 2,5 de 2,5 idade 2,5 de 2,5 idade
Até 3 meses - 2 1 2,16 1 2 2,52 1 1 2,45
3 a 12 meses 2 5 2 2,20 1 3 2,74 3 6 2,59
Acima de 12 1 13 28 2,62 12 34 2,79 6 28 3,12
meses
Total 3 20 31 - 14 39 - 10 35 -
Média/faixa 1,47 1,92 3,01 1,98 3,06 210 3,24
de titulo
Média geral 2,52 2,77 2,98
da estirpe

A andlise de diluicbes seriadas, das amostras de soros positivas no
BFL-ELISA de acordo com os diferentes locais de colheita, revelou para a estirpe
0, Campos, para titulos menores que 1,5, 1 animal na Fazenda “A” e 2, na Fazenda
“B”. Titulos na faixa de 1,5 a 2,5 apresentaram 3 amostras na Fazenda “C”, 10, na
Fazenda “A” e 7, na Fazenda “D”. Titulos superiores a 2,5, revelaram 4 animais na
Fazenda “A” e 27 na Fazenda “D”. Para a estirpe A,; Cruzeiro, nenhuma Fazenda
demonstrou amostras com titulos inferiores a 1,5. Na Fazenda “F” foram encontradas
1, na Fazenda “C”, 5, na Fazenda “A”, 7 e na Fazenda “D”, 1 amostra com titulos entre
1,5 a 2,5. Nove e 30 animais nas Fazendas “A” e “D” apresentaram titulos acima de
2,5, respectivamente. A estirpe C; Indaial foi encontrada somente nas Fazendas “A” e
“D"” compreendendo 6 e 4 animais com titulos entre 1,5 a 2,5 e 3 e 32 animais com

titulos superiores a 2,5, respectivamente, como demonstra a Tabela 9.



Tabela 9: NUmero de amostras positivas e média dos titulos de anticorpos anti-estirpes
0; Campos, A,4 Cruzeiro e Cz Indaial, em soros de carneiro (Ovis aries), de
acordo com os diferentes locais de colheita, Nhecolandia, Pantanal

sulmatogrossense, 1998.

Estirpe Oy FAZENDA F FAZENDA C FAZENDA A FAZENDA D
Campos
Amostras Média Amostras Média Amostras Média Amostras Média
positivas positivas positivas positivas
Titulacao
<15 - - 1 1,38 2 1,51
1,5a25 - 3 1,65 10 1,77 7 2,24
> 25 - - 4 2,73 27 3,05
Estirpe A,y FAZENDA F FAZENDA C FAZENDA A FAZENDA D
Cruzeiro
Amostras Média Amostras Meédia Amostras Média Amostras Média
positivas positivas positivas positivas
Titulacao
<15 - - - -
1,5a25 1 1,78 5 1,90 7 1,98 1 2,46
> 25 - - 9 2,86 30 3,11
Estirpe C; FAZENDA F FAZENDA C FAZENDA A FAZENDA D
Indaial
Amostras Média Amostras Média Amostras Média Amostras Média
positivas positivas positivas positivas
Titulagéo
<15 - - - -
1,5a25 - - 6 2,03 4 2,19

> 25 - - 3 2,82 32 3,27



4.2.4 - Porco doméstico

Os resultados dos estudos realizados em porcos domésticos revelaram,
das 63 amostras colhidas, 1 (1,6%) animal reagente positivo ao antigeno VIA (IDGA) e
22 (34,9%) contendo anticorpos para 2 das 3 estirpes virais utilizadas no teste de
BFL-ELISA. Foram identificados 7 (11,1%) amostras de soros com anticorpos para a
estirpe O; Campos e 22 (35,0%) amostras com anticorpos para a estirpe A,4 Cruzeiro.
Nao foi encontrado nenhum soro com anticorpos para a estirpe C; Indaial (Figura 9).
Os 7 animais soropositivos ao sorotipo O; Campos, também foram reagentes ao A,
Cruzeiro.

A andlise dos soros que resultaram positivos, demonstrou que o Unico
soro reagente no teste de IDGA pertencia a um animal acima de 7 meses de idade. No
teste de BFL-ELISA, 1 animal, entre 2 a 7 meses de idade, e 6, com mais de 7 meses,
apresentaram anticorpos frente a estirpe O; Campos. No tocante a estirpe A,4 Cruzeiro,
em 5 e em 17 animais, nas faixas etarias entre 2 a 7 meses e acima de 7 meses,
respectivamente, foram detectados anticorpos para essa estirpe viral. Em nenhum
animal com até 2 meses de idade, foram encontrados anticorpos para as estirpes de
VFA utilizadas no teste de BFL-ELISA (Tabela 10).
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Figura 9: Amostras de soro de porco doméstico (Sus scrofa) reagentes as estirpes
0O; Campos e A,4 Cruzeiro segundo o teste BFL-ELISA, Nhecolandia, Pantanal

sulmatogrossense, 1998.



Tabela 10: Percentagem de amostras reagentes ao antigeno VIA (IDGA) e as estirpes
0O, Campos e A,, Cruzeiro de acordo com o teste BFL-ELISA, em porco
domeéstico (Sus scrofa), segundo distribuicdo por faixa etaria, Nhecolandia,

Pantanal sulmatogrossense, 1998.

IDGA BFL-ELISA
ESTIRPES VIRAIS
IDADE Positivos % O, Campos % Ay, Cruzeiro %
2 a7 meses - - 1 14,3 5 22,7
Acima de 7 meses 1 100 6 85,7 17 77,3
TOTAL 1 100 7 100 22 100

A Unica amostra reagente no teste de IDGA, foi proveniente de um
animal da Fazenda “B”. J&, de acordo com os resultados do BFL-ELISA, 9 amostras
soropositivas, foram originadas de animais da Fazenda “A” e 13, da Fazenda “B”,
conforme a Figura 10. Todas as amostras que reagiram ao tipo O; Campos, em ambas

as fazendas, reagiram ao tipo A,4 Cruzeiro do virus VFA.
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Figura 10: Amostras soropositivas de porco doméstico (Sus scrofa) segundo os
resultados do teste BFL-ELISA, nos diferentes locais de colheita do material

sanguineo.



A analise dos resultados por diluicdo seriada dos soros, de acordo com a
idade do animal, revelou como positivo, 1 individuo entre 2 a 7 meses e 3, com mais
de 7 meses de idade os quais apresentaram titulos menores que 1,5, totalizando 4
amostras. Na faixa de titulacao entre 1,5 a 2,5, somente foram encontrados 2 animais
e ambos com mais de 7 meses de idade, para a estirpe O; Campos. Nao foi encontrado
titulos superiores a 2,5. A média de titulos para animais entre 2 a 7 meses foi de 1,43
e em amostras de individuos com idade superior a 7 meses, 1,42. A média para essa
estirpe foi 1,42 (Tabela 11).

Para o tipo A,4 Cruzeiro do VFA, foi identificada 1 amostra reativa em um
animal com mais de 7 meses. Titulos entre 1,5 a 2,5 foram demonstrados em 14
amostras sendo 4 em animais na faixa etaria entre 2 a 7 meses e 10, em animais
maiores do que 7 meses. Na faixa de titulos maiores que 2,5, 1 e 6 soros,
respectivamente, demonstraram titulos em animais de 2 a 7 meses e superiores a 7
meses de idade. A média dos titulos encontrados para a faixa etaria entre 2 a 7 meses
foi 2,20 e com mais de 7 meses, 2,30. A média geral da estirpe A,; Cruzeiro foi 2,28
(Tabela 11).

Tabela 11: Distribuicdo dos titulos de anticorpos obtidos no BFL-ELISA contra as
estirpes O; Campos e A,; Cruzeiro, em soros de porco doméstico (Sus
scrofa), de acordo com as diferentes faixas etarias, Nhecoldndia, Pantanal

sulmatogrossense, 1998.

ESTIRPE 0, CAMPOS ESTIRPE A,; CRUZEIRO
Titulo de anticorpos (log) Titulo de anticorpos (log)
Idade Menorde 15525 Média/ Menorde 15325 Maiorde Média/
1,5 idade 1,5 2,5 idade
2 a 7 meses 1 - 1,43 - 4 1 2,20
Acima de 7 meses 4 2 1,38 1 10 6 2,30
Total 5 2 - 1 14 7 -
Média/faixa de 1,34 1,60 1,47 2,13 2,68
titulo
Média geral da 1,39 2,28

estirpe




A titulagdo das amostras positivas levando em consideracdo o local de
colheita dos soros demonstrou, para o virus tipo O; Campos, 1 amostra reagente com
titulo menor que 1,5 na Fazenda “A”. Na Fazenda “B”, ocorreram 3 amostras com titulo
menor que 1,5 e 2 na faixa de titulagdo entre 1,5 e 2,5. Para a estirpe A,, Cruzeiro, na
Fazenda “ A”, foram detectadas 1, 7 e 1 amostra para titulos menores que 1,5, entre
1,5 e 2,5 e superiores a 2,5, respectivamente. Na Fazenda “B”, foram revelados 7

soros com titulo entre 1,5 e 2,5 e 6 amostras com titulos maiores que 2,5 (Tabela 12).

Tabela 12: Numero de amostras positivas e média dos titulos de anticorpos anti-
estirpes O; Campos e A,; Cruzeiro, em soros de porco doméstico (Sus
scrofa), de acordo com os diferentes locais de colheita, Nhecoldndia,

Pantanal sulmatogrossense, 1998.

Estirpe O, Campos FAZENDA A FAZENDA B
Amostras positivas  Média Amostras positivas  Média

Titulagéo

<15 2 1,21 3 1,37

1,5a25 - - 2 1,60

>25 - - - -

Estirpe Ay, Cruzeiro FAZENDA A FAZENDA B
Amostras positivas  Média Amostras positivas  Média

Titulagéo

<15 1 1,47 - -

1,56a25 7 2,20 7 2,10

>25 1 2,53 6 2,70




4.2.5 - Porco do mato

Os resultados da anadlise soroldgica, realizada em 49 amostras colhidas
de porco do mato, revelaram 2 amostras de soros reagentes positivo ao antigeno VIA
na prova de IDGA, e 3 (6,1%), 9 (18,4%) e 1 (2,0%) amostras, contendo anticorpos
para as estirpes O; Campos, A,; Cruzeiro e Cs; Indaial, respectivamente, no teste de
BFL-ELISA, totalizando 10 amostras positivas (Figura 11).

A analise dos animais amostrados, quanto a idade, revelou a nao
existéncia de soro positivo na faixa etdria abaixo de 2 meses de idade, nos dois testes
laboratoriais efetuados (IDGA e BFL-ELISA). Na prova de IDGA, as 2 amostras
positivas ocorreram em animais com idade superior a 7 meses. No BFL-ELISA, 3 soros
de animais com mais de 7 meses, apresentaram anticorpos para a estirpe O; Campos.
J4, para a estirpe A,4 Cruzeiro, foram identificadas 1 amostra com anticorpo em animal
na faixa etaria entre 2 a 7 meses, e 8 amostras provenientes de animais com idade
superior a 7 meses. Em somente 1 amostra, proveniente de um animal com mais de 7

meses de idade, foi detectado anticorpo para estirpe C; Indaial (Tabela 13).
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Figura 11: Amostras de soro de porco do mato (Sus scrofa em estado feral) reagentes
as estirpes O; Campos, A,; Cruzeiro e C; Indaial segundo o teste BFL-

ELISA, Nhecolandia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.



Tabela 13: Percentagem de amostras reagentes ao antigeno VIA (IDGA) e as estirpes
0, Campos, A,4 Cruzeiro e C; Indaial de acordo com o teste BFL-ELISA, em
porco do mato (Sus scrofa em estado feral) segundo distribuicdo por faixa

etaria, Nhecolandia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.

IDGA BFL-ELISA
ESTIRPES VIRAIS
IDADE Positivos %  O; Campos % Ay Cruzeiro %  Cslindaial %
2 a7 meses - - - - 1 11,1 - -
Acima de 7 2 100 3 100 8 88,9 1 100
meses
TOTAL 2 100 3 100 9 100 1 100

Analisando as amostras reagentes, de acordo com o ano de colheita, nao
foi encontrado soro positivo no ano de 1994. No ano de 1996, somente foram
detectados anticorpos para a estirpe A,4 Cruzeiro em 4 amostras oriundas de animais
da Fazenda “A”. No ano de 1998, 9 amostras demonstraram anticorpos contra
antigenos do VFA em soros oriundos da fazenda “E", sendo que desse total, foram
detectados anticorpos para a estirpe O; Campos em 3 animais, para a estirpe Ay,
Cruzeiro em 5 animais, e para a estirpe C; Indaial, em 1 animal (Figura 12).

Os resultados do BFL-ELISA com diluicdo seriada das amostras séricas
gue apresentaram reacdo positiva, demonstraram titulos menores que 1,5 e entre 1,5
a 2,5, respectivamente, em 2 e 1 amostras de soros para a estirpe O; Campos sendo
que todos eram animais com idade superior a 7 meses. Ndao houve amostras com
titulos superiores a 2,5. A média para os titulos encontrados em animais nessa faixa
etaria foi de 1,37. A média geral para essa estirpe foi de 1,37 (Tabela 14).

Para a estirpe A,, Cruzeiro, ndo houve amostras com titulos inferiores a 1,5. Na faixa
de titulos entre 1,5 a 2,5, foram detectados 6 soros, sendo que, 1, pertencente a um
animal de 2 a 7 meses e 5, a animais com idade superior a 7 meses. Trés amostras de
soros de animais com mais de 7 meses de idade revelaram titulos superiores a 2,5. O
valor médio dos titulos encontrados para a faixa de idade entre 2 a 7 meses foi 2,32 e
a média dos titulos para idade superior a 7 meses foi de 2,38. A média da titulacdo
para essa estirpe foi de 2,38 (Tabela 14). Um Unico animal apresentou anticorpo para
a estirpe Cs Indaial, com titulo entre 1,5 a 2,5 e sua idade era superior a 7 meses. O

valor do titulo encontrado foi 1,82 (Tabela 14).
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Figura 12: Amostras soropositivas de porco do mato (Sus scrofa em estado feral)
segundo os resultados do teste BFL-ELISA, de acordo com o ano e local de

colheita do material sanguineo.

Tabela 14: Distribuicdo dos titulos de anticorpos obtidos no BFL-ELISA contra as
estirpes O; Campos, A,4 Cruzeiro e Cs; Indaial, em soros de porco do mato
(Sus scrofa em estado feral), de acordo com as diferentes faixas etarias,

Nhecolandia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.

ESTIRPE 0 CAMPOS  ESTIRPE Ay CRUZEIRO ESTIRPE C; INDAIAL

Titulo de anticorpos (log)  Titulo de anticorpos (log) Titulo de anticorpos (log)

Idade Menor 15325 Média/ 15525 Maiorde Média/ 15a25 Média/
de 1,5 idade 2,5 idade idade

2 a7 meses - - - 1 - 2,32 - -

Acima de 7 2 1 1,37 5 3 2,38 1 1,82

meses

Total 2 1 - 6 3 - 1 -

Média/faixa 1,30 1,51 2,22 2,70 1,82

de titulo

Média geral 1,37 2,38 1,82

da estirpe




A andlise de diluicbes seriadas das amostras de soros positivos, de
acordo com os diferentes locais de colheita, revelou para a estirpe O; Campos, 2
amostras cujos titulos foram inferiores a 1,5 e 1 para a faixa entre 1,5 a 2,5, todas
originadas da Fazenda “E”. A estirpe A,; Cruzeiro, demonstrou 4 amostras com titulo
entre 1,5 a 2,5, procedentes da Fazenda “A”. Na Fazenda “E”. foram encontrados 2 e 3
soros com titulacdo entre 1,5 e 2,5 e maior que 2,5, respectivamente. O Unico animal
reagente a estirpe Cs; Indaial possuia titulo entre 1,5 e 2,5 e foi capturado na Fazenda
“E” (Tabela 15).

Tabela 15: Numero de amostras positivas e média dos titulos de anticorpos anti-
estirpes O; Campos, A4 Cruzeiro e C;z Indaial, em soros de porco do mato
(Sus scrofa em estado feral), de acordo com os diferentes locais de

colheita, Nhecoldndia, Pantanal sulmatogrossense, 1998.

Estirpe O, Campos FAZENDA A FAZENDA E

Amostras positivas Média Amostras positivas Média
Titulagéo
<15 - - 2 1,30
1,5a25 - - 1 1.51
>25 - - - -
Estirpe Ay, Cruzeiro FAZENDA A FAZENDA E

Amostras positivas Média Amostras positivas Média
Titulagéo
<15 - - - -
1,5a25 4 2,21 2 2,24
>25 - - 3 2,70
Estirpe C;Indaial FAZENDA A FAZENDA E

Amostras positivas Média Amostras positivas Média
Titulagéo
<15 - - - -
1,5a25 - - 1 1,82

>2,5 - - - -




5 - DISCUSSAO

No presente estudo, soros colhidos de diferentes espécies de animais
silvestres e domésticas susceptiveis e ndo vacinadas contra o virus da febre aftosa
(VFA), em fazendas localizadas na sub-regido de Nhecoldndia, no Pantanal de Mato
Grosso do Sul, revelaram a presenca de anticorpos anti-antigeno VIA e de anticorpos
tipo especifico para as estirpes O; Campos, A,s Cruzeiro e C; Indaial, mediante as
provas de IDGA e BFL-ELISA, respectivamente.

Analisando os dados inseridos na Tabela 2 verifica-se, no que concerne a
deteccdo de anticorpos anti-antigeno VIA, 25 (32,1%) de 78 soros amostrados de
bovino bagud, 17 (43,6%) de 39 soros de bufalo, 02 (1,4%) de 139 soros de carneiro,
01 (1,6%) de 63 amostras de porco doméstico, 02 (4,1%) de 49 soros de porco do
mato, continham anticorpos contra o referido antigeno. Em relagéo aos resultados da
pesquisa de anticorpos tipo especificos, observou-se que 54 (69,2%) amostras de soro
de boi bagua, 31 (79,5%) de bufalo indiano, 58 (41,7%) de carneiro, 22 (34,9%) de
porco doméstico e 10 (20,4%) de porco do mato possuiam anticorpos para, pelo
menos, uma das trés estirpes padroes do VFA utilizadas na prova de BFL-ELISA.

A analise geral desses dados sugere que, no periodo da colheita de
amostras ou anterior a este, houve atividade de infeccdo pelo VFA na regido
amostrada. Tal fato é atestado pela presenca significativa de animais reagentes
positivos as provas de IDGA e BFL-ELISA. Somente nos cervideos, ndo foi encontrado
nenhuma amostra soropositiva de acordo com os testes utilizados. Esse resultado
assemelha-se ao observado por LAWMAN et al. (1978) na Inglaterra, entretanto,
entretanto, ARAUJO Jr. & DUARTE (2000) encontraram 37/117 cervos do pantanal,
soropositivos na regido da Usina Hidroelétrica de Porto Primavera/SP. CHRISTIENSEN

(1939) citado por MACAULAY (1963), revisou toda a literatura européia e concluiu que



os cervideos eram raramente afetados pela FA e poderiam ter pouca importancia na
epidemiologia da doenca.

Em adicdo, o presente trabalho se reveste de importédncia ainda maior
pelo seu carater inédito, j& que se constitui na primeira avaliagdo soroldgica realizada
no Pantanal sulmatogrossense sobre a pesquisa de anticorpos contra o VFA em
espécies domeésticas e silvestres ndo vacinadas e, tampouco submetidas aos
procedimentos usuais de manejo.

A demonstracdo da ocorréncia dos trés sorotipos de virus em bois
baguas, confirmam os resultados encontrados por MATHIAS et al. (1981), na regido da
Nhecolandia.

O numero de bovinos baguas positivos, bem como a média geral dos
titulos detectados no BFL-ELISA, foi maior para a estirpe Cz Indaial do VFA (Figura
5/Tabela 4). Ao contrario, MATHIAS et al. (1981) verificaram para a regido da
Nhecoldndia a predominancia de animais reagentes positivos para o subtipo Oy
Campos. Embora passados 13 anos, esses resultados corroboraram com os dados
encontrados nos focos de FA ocorridos em 1994, na regido da Nhecolandia, e em 1998
e 1999 em Porto Murtinho e Navirai, os quais se constituem nos ultimos relatos da
doenca no Estado de Mato Grosso do Sul onde também foram isolados virus
pertencente oo subtipo “0;” do VFA conforme registrado no Boletim de Ocorréncia de
FA n® 4861 e nos relatérios do DEPARTAMENTO DE INSPEGAO E DEFESA
AGROPECUARIA DE MATO GROSSO DO SUL (1998, 2000 (no prelo)).

Deve-se levar em conta a possibilidade de, nos casos especificos dos
bovinos baguas e bubalinos com mais idade, a especificidade e titulo dos anticorpos
anti-VFA encontrados, ter sido em conseqliéncia de um episédio de infecgdo que tenha
ocorrido em um periodo distante a data de colheita das amostras de soros desses
animais. Pode-se supor que individuos mais velhos tenham passado por mais de uma
infeccdo provocada por diferentes estirpes do VFA, havendo nesse caso o estimulo de
resposta imune de memoria. Isso explicaria a ndo predominancia de um perfil de
reatividade soroldgica mais especifica e distinta capaz de identificar o tipo de virus que
efetivamente estava circulando no campo na ocasido em que as amostras de soro
foram obtidas.

Em bubalinos, na primeira etapa da analise soroldgica, quando foi feita
uma triagem das amostras, houve maior nUmero de soros com presenga de anticorpos
contra a estirpe A,4 Cruzeiro do VFA, detectados pelo teste BFL-ELISA (Figura 6).
Entretanto, na fase posterior de titulacdo de anticorpos por essa mesma técnica, o

valor médio dos titulos encontrados, foi maior para a estirpe Cz Indaial (Tabela 6).



Os titulos mais elevados de anticorpos em bovinos baguas e bufalos para
a estirpe Cs; Indaial do VFA é intrigante, tendo em vista que esse tipo de virus,
sobretudo nas décadas de 60 e 80, quando a doenca ainda ocorria de forma endémica
no pais, sempre apresentou ocorréncia de isolamento baixa em relagdo aos tipos "0O" e
"A", sejam em casos espontdneos da enfermidade (CASTRO, M. P. et al., 1967;
PUSTIGLIONE NETTO et al., 1974; KOTAIT et al., 1979; PASSOS et al., 1990/1994)
ou de animais em estado de portador (JEREZ et al., 1979). Contudo, um trabalho de
rotina sistematico e continuo envolvendo o isolamento e a tipificacdo de VFA de casos
expontaneos da doenca no campo, foi desenvolvido desde 1963, por técnicos do
Instituto Bioldgico demonstrando a ocorréncia da FA né&stado de Sao Paulo. Ficou
demonstrado nesses estudos, a predominancia de um determinado tipo de virus sobre
o outro, dependendo das condicdes epidemioldgicas da regido estudada (PUSTIGLIONE
NETTO et al., 1969; ANGELI et al., 1985). Esses trabalhos, demonstraram que o tipo
“0"” parecia ocorrer de maneira ciclica a cada quatro anos; o tipo “A” se caracterizava
pela ocorréncia de focos limitados provocados por estirpes variantes, e o tipo “C” era
de ocorréncia ocasional (PUSTIGLIONE NETTO et al., 1974; KOTAIT et al., 1979). Com
o advento das vacinagGes macicas obrigatdrias e o controle da FA no campo, o virus do
tipo “C” nao tem sido mais isolado. Contudo, diante dos resultados obtidos, ndo se
pode descartar em definitivo a circulagdo de virus do tipo “C” entre os bovinos e
bubalinos estudados, uma vez que ha animais que s6 apresentaram titulos médios ou
elevados de anticorpos contra essa estirpe viral, concomitantemente com titulos muito
reduzidos ou ausentes de anticorpos contra as estirpes O; Campos e A,4 Cruzeiro.

A deteccao de anticorpos para o VFA nos bovinos baguas e bufalos
amostrados sem que esses animais houvessem sido vacinados e até mesmo sem
terem apresentado sintomas da doenca, vem de encontro aos dados relatados por
SUTMOLLER & GAGGERO, (1965); SUTMOLLER et al., (1968); HEDGER et al., (1969);
HYSLOP (1970); CONDY & HEDGER, (1974); HEDGER, (1976); PINTO & HEDGER,
(1978); JEREZ et al., (1979); SAMARA & PINTO, (1983); ESTERHUYSEN et al. (1985);
ANDERSON (1986); BENGIS et al. (1986); SAMARA et al., (1987); PASTORET et al.
(1988); ANDERSON et al. (1993); DAWE et al., (1994a) e DAWE et al., (1994b), que
demonstraram nessas espécies, a manutencdo do virus por longo periodo de tempo, na
condicdo de portador assintomatico, com a produgao de niveis séricos elevados de
anticorpos.

Conforme demonstrado por PINTO & GARLAND, (1979), anticorpos anti-
antigeno VIA podem ou ndo se desenvolver apds repetidas vacinacbes, mas a
freqléncia e duracdo dessas respostas é sempre fugaz, ou seja, ao redor de 30 a 40

dias apos a ultima vacinacdo, o que nao é o caso dos animais envolvidos na presente



investigacdo. Esse fato sugere que a atividade de infeccdo pelo VFA, em particular
entre bovinos baguads e bubalinos, seja devido a possivel presenca de animais
portadores dessa virose. Dessa forma, ndo deve ser descartada a possibilidade de
disseminacdo da doenca entre animais domésticos e silvestres devido ao intimo
contato desses na regiao em estudo conforme revela a Figura 1.

Tanto os suinos domésticos quanto os silvestres, demonstraram um
maior nimero de amostras positivas para a estirpe A,; Cruzeiro, bem como uma maior
média nos titulos encontrados para essa mesma estirpe viral (Figuras 9 e 11/Tabelas
11 e 14). A baixa percentagem de amostras reagentes ao antigeno VIA do VFA nessas
espécies (Tabela 2) é explicavel pela nao persisténcia de anticorpos para esse
antigeno, depois de longo periodo de tempo apods a infeccdo ou desafio com esse virus,
bem como por ndo adquirem, como os bovinos e bubalinos, o estado de portador
(SUTMOLLER et al., 1968; HYSLOP, 1970; BLOOD et al., 1983; WOODBURY, 1995).

A auséncia de sinais clinicos na populacdo de suinos estudada
possivelmente esteja relacionada ao baixo grau de patogenicidade da estirpe viral para
essa espécie. De fato, ha estirpes virais altamente patogénicas e adaptadas a suinos e
ndo a bovinos e outras espécies, as quais provocam severas lesbes e altas taxas de
mortalidade nos porcos afetados conforme reportadas por SHANKAR, (1982); BLOOD
et al., (1983); UPPAL et al., (1983); TERRERAN et al., (1984); CHAMNANPOOD et al.,
(1995) e pelo DEPARTAMENTO DE INSPECAO E DEFESA AGROPECUARIA DE MATO
GROSSO DO SUL (1998 e 2000 (no prelo)). Merece ressalva o fato de, na regido de
estudo, nao ter havido notificacdo de foco de FA, seja por parte de autoridades
sanitarias ou relato da doenca por moradores locais.

Situacao semelhante pode ser usada para interpretar os resultados da
analise sorolégica em ovinos, que também ndao mantém, por muito tempo, niveis
elevados de anticorpos contra antigenos desse virus (BLOOD et al., 1983; HYSLOP,
1970), exceto quando esses animais forem vacinados e revacinados. Da mesma forma
que SAMARA et al., (1981); GARLAND et al. (1981); ABU ELZEIN et al., (1987);
NDARATHI (1991) e o DEPARTAMENTO DE INSPECAO E DEFESA AGROPECUARIA DE
MATO GROSSO DO SUL, (1998, 2000 (no prelo)), relataram a auséncia de sinais
clinicos de FA em ovinos soropositivos, também os animais amostrados nesse trabalho
ndo apresentaram sintomas da doenca. Os carneiros, apresentaram predominancia de
reatividade a estirpe O; Campos (Figura 7). Entretanto, a estirpe Cs; Indaial revelou
maior média dos titulos de anticorpos encontrados (Tabela 8).

No que diz respeito a analise efetuada, na etapa de triagem das
amostras, segundo a faixa etdria dos animais, os resultados do teste de IDGA

revelaram, para bovinos baguas, 48% dos soros com reatividade na faixa etaria entre



12 a 36 meses de idade, diferindo da prova de BFL-ELISA, na qual os animais acima de
36 meses é que apresentaram uma maior quantidade de amostras positivas (Tabela
3).

No entanto, na etapa de titulacdo dessas amostras, verificou-se que as
estirpes O; Campos e A,, Cruzeiro revelaram maiores valores médios para os animais
acima de 36 meses, ao contrario da estirpe Cs; Indaial, que apresentou um resultado
semelhante a este, em animais entre 12 a 36 meses de idade (Tabela 4). Cabe
observar que a reatividade contra a estirpe C; Indaial, foi observada em apenas 8
animais que apresentaram titulos superiores a 2,5, no entanto a média foi maior do
gue a demonstrada pelos soros dos animais, cuja faixa de titulos de anticorpos estava
compreendida entre 1,5 e 2,5, e na qual foram classificados 35 animais (Tabela 4).

Nos bufalos, ambos os testes laboratoriais utilizados demonstraram maior
numero de soros positivos em individuos adultos. Entretanto, a analise dos titulos de
anticorpos, evidenciou, para as estirpes O; Campos e Cs; Indaial, maiores valores
médios em animais com até 12 meses de idade. Para a estirpe A,4 Cruzeiro, a média
mais elevada nos titulos de anticorpos foi observada em individuos acima de 36 meses
de idade (Tabela 6).

Do total de 19 soros de bufalos adultos amostrados, 13 eram reagentes
positivos ao antigeno VIA e, 15, 16 e 14 individuos continham anticorpos para as
estirpes O; Campos, A,; Cruzeiro e Cz Indaial, respectivamente. Portanto, quase a
totalidade dos animais adultos revelaram a presenca de anticorpos para o VFA, sem
contudo, terem apresentado sintomas aparentes da doenca (Tabela 5). Ja no que se
refere aos 13 soros colhidos em bubalinos jovens com até 12 meses de idade, 10
continham anticorpos contra o VFA. Destes, 4 animais possuiam idade inferior a 6
meses e demostraram ser reagentes a uma das trés estirpes do VFA segundo revelou o
teste BFL-ELISA. Trés deles, também apresentaram anticorpos anti-antigeno VIA
(Tabela 5). Nesse caso, ndo pode ser descartada uma possivel interferéncia, de
anticorpos passivamente recebidos através do colostro, conforme foi antes
demonstrado por PINTO & HEDGER (1978). Com efeito esses anticorpos poderiam
estar presentes nos bubalinos neonatos e jovens até cerca de 5 meses e meio de
idade, sem que na verdade eles tivessem sofrido infeccdo pelo VFA.

Nesse aspecto, SAMARA et al. (1987), demonstraram a presenca de
anticorpos colostrais em bufalos indianos de 3 meses e meio a 5 meses e meio de vida
e que eram filhos de mdes multivacinadas. Foi reportado ainda, por esses autores, que
o numero de animais reagentes diminuia @ medida em que a idade desses animais

aumentava. A partir de 5 meses e meio, 0os animais ndo apresentaram reacdao positiva



até a idade de 12 meses e meio, quando os anticorpos anti-antigenos do VFA voltaram
a ser detectados, devido a ocorréncia de um surto de FA que havia ocorrido na regiao.

GOMES (1984), pesquisou niveis de anticorpos colostrais em bovinos de
6 a 169 dias de idade. As colheitas dos soros foram efetuadas antes da vacinagao, 105
dias pés-vacinagdo e 7 dias pds-revacinacdo. Os resultados revelaram altos titulos de
anticorpos em animais até 60 dias na 1° colheita, diminuindo gradativamente
conforme aumentava a idade dos individuos evidenciando a protecdo passiva. Por
ocasido da revacinacdo, os animais apresentaram resposta secundaria elevando,
novamente, a titulagao.

Em ovinos, e porcos do mato o maior nimero de amostras positivas bem
como a maior média dos titulos, de acordo com os dois testes realizados, foram
encontrados em animais adultos, ou seja, maior que 12 e 7 meses, respectivamente
(Tabelas 7, 8, 13 e 14). Para ovinos, esses dados, podem ser imputados ao maior
nimero de amostras colhidas nessa faixa etaria. Nos suinos silvestres, o numero
reduzido de lactentes capturados pode justificar a auséncia de animais reagentes nessa
faixa etaria.

Os porcos domésticos apresentaram soros com anticorpos somente para
os virus dos tipos “"0” e “A". A maior quantidade de amostras positivas foi encontrada
em animais com idade acima de 7 meses. No entanto, a estirpe O; Campos
demonstrou maior média de titulos em animais entre 2 a 7 meses de idade e a estirpe
A4 Cruzeiro em animais com mais de 7 meses de idade. Somente 1 animal foi
reagente ao teste de IDGA (Tabela 10 e 11).

A diferenga no numero de soros positivos entre os locais de colheita de
soros de bubalinos, no caso as fazendas "A" e "G", sobre os resultados da presente
analise soroldgica, acredita-se que se deva mais ao fato de o nimero de animais
amostrados ser bem superior na Fazenda “A” do que na "G". E necessario também
salientar que todas as amostras reagentes ao antigeno VIA na prova de IDGA, foram
provenientes da primeira propriedade.

Com excecao da Fazenda “C”, as demais propriedades onde foram
colhidas amostras de ovinos constituem-se em fazendas vizinhas. E interessante notar
gue essa fazenda, apesar de ter mais animais amostrados, revelou um menor niumero
de amostras soropositivas do que as Fazendas “A” e “D” (Figura 8). Esta Ultima,
embora com a quantidade de amostras colhidas semelhante ao da Fazenda “A” (Tabela
2), apresentou maior numero de soros regentes a uma das trés estirpes virais de
referéncia, bem como titulos mais elevados (Tabela 9). A grande evidéncia de soros
positivos em animais adultos deve-se ao maior niumero de amostras colhidas em

animais nessa faixa etaria, como mencionado anteriormente (Figura 8).



A analise dos resultados soroldgicos direcionada a esclarecer a possivel
influéncia dos diferentes locais de colheita das amostras de soros de suinos domésticos
e silvestres, revelou uma maior quantidade de soros positivos bem como as maiores
médias dos titulos encontrados, na Fazenda “B” e “E”, respectivamente. Entretanto,
nessas propriedades foram colhidas um nimero menor de amostras do que na Fazenda
“A” (Figuras 10 e 12/Tabelas 12 e 15).

As Fazendas “A” e "“B” apresentaram-se como propriedades de onde
foram colhidas amostras séricas de duas ou mais espécies de bi-ungulados domésticos
e silvestres. Dentro desse contexto, o bufalo indiano e o bovino bagua passam a
desempenhar um importante papel como fonte de infeccdo ou como fator
desencadeante de surtos da doenca para populacdes susceptiveis conviventes ou
proximas a seu habitat natural. De fato, conforme ja relatado (MACAULY, 1963, 1964;
HEDGER et al., 1969; CONDY & HEDGER, 1974; SAMARA & PINTO, 1983; DAWE et al.,
1994a e DAWE et al., 1994b) ha possibilidade de ocorrer transmissao do VFA do bufalo
africano ou indiano para outras espécies, em ambientes onde ocorra interacdo entre
essas populacdes, embora isso ndao possa ter sido demonstrado nesse trabalho.

Em porcos do mato, a avaliagdo da interferéncia do ano de colheita
revelou um crescente nimero de amostras positivas (0, 4 e 9 amostras nos anos de
1994, 1996 e 1998, respectivamente) como revela a Figura 12.

Diante dos resultados e inferéncias acima mencionados, deve-se levar em
conta a possibilidade da existéncia de infeccdo provocada pelo VFA em espécies
domeésticas e silvestres bi-ungulados. Esse fato é atestado tanto pelas amostras de
soros com presenga de anticorpos contra o antigeno VIA ora detectados, como, mais
notoriamente, pelos resultados obtidos no teste BFL-ELISA.

Finalmente, é importante salientar que os dados obtidos nesse trabalho
enfatizam a necessidade de um estudo complementar planejado, objetivando o
isolamento e/ou a deteccdao de genes ou segmentos génicos do VFA, a partir do muco
esofageo-faringeo dos bovinos baguas, bufalos indianos e ovinos da regidao em estudo,

pelo fato dos animais dessas espécies serem reconhecidos como portadores do VFA.



6.CONCLUSOES

Os resultados dos estudos objetivando a presenca de anticorpos
anti-antigeno VIA e anti as estirpes O; Campos, A,; Cruzeiro e Cz Indaial do virus da
febre aftosa em algumas espécies de animais silvestres e domésticas susceptiveis e
ndo vacinadas contra essa doenca, na sub-regido da Nhecoldndia, municipio de

Corumba, no Pantanal de Mato Grosso do Sul, permitem as seguintes conclusdes:

1. A auséncia de vacinacdo nas espécies pesquisadas e a ocorréncia de
anticorpos anti-antigeno VIA , bem como de anticorpos tipo especificos, em maior
ou menor reatividade para, pelo menos uma das trés estirpes virais em estudo
(0; Campos, A4 Cruzeiro e Csz Indaial), em um numero significativo de animais

amostrados, é indicativo de infeccdo viral;

2. As percentagens de bovinos (bois bagua em estado feral), bubalinos,
ovinos, suinos domésticos e suinos silvestres (porco do mato em estado feral),
reagentes ao antigeno VIA foram de 32,1%, 43,6%, 1,4%, 1,6% e 4,1%
respectivamente. Estes resultados foram interpretados como sendo devido a
ocorréncia de replicagdo viral nos animais investigados, tendo em vista que o
antigeno VIA, nas condicdes em estudo, é capaz de detectar, sem sombra de

duvida, animais infectados;

3. A alta porcentagem de bois bagua (32,1%) e de bubalinos (43,6%) nédo
vacinados, reativos ao antigeno VIA e adicionada ainda a presenca de anticorpos
anti VFA tipo especificos, sdo indicativos da presenga de animais portadores nestas

duas espécies;

4. A reatividade de porcos domeésticos (1,6%) e de porcos do mato em
estado feral (4,1%) ao antigeno VIA, apesar do pequeno nUmero de amostras
reagentes, deve ser interpretada como sendo de infecgdo recente, tendo em vista
gue tais espécies animais ndo se tornam portadoras do virus da febre aftosa apds

episddio de infeccdo por esse virus.



5. Embora os animais domésticos e silvestres estudados possam ser
portadores do mesmo virus e um poder infectar o outro, ndo ha evidéncia nesse

estudo, que uma populacdo predomine como origem da infeccao para a outra.

6. Os resultados da pesquisa de anticorpos anti-VFA realizados no presente
trabalho suportam a hipotese da necessidade de realizagdo de um estudo
complementar planejado, objetivando o isolamento viral e/ou a deteccao de genes
ou segmentos génicos do VFA, a partir do muco esofdgeo-faringeo dos bovinos
baguas, bufalos indianos e ovinos desta e de outras sub-regiées do Pantanal

sulmatogrossense.
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ABSTRACT

A serologic survey, using Agar Gel Immunodifusion (AGID) and Liquid Phase Blocking-
ELISA (LPB-ELISA) were assessed in this study, in the period from to 1996 to 1998, to
detect or titer, respectively, antibodies to Virus Infection Associated Antigen (VIAA)
and the foot-and-mouth disease virus (FMDV) O; Campos, A,; Cruzeiro e Cs; Indaial
reference strains, in non-vaccinated domestic and wild susceptible animal species. A
total of 383 blood serum samples were collected from free-ranging cattle (78 samples),
water buffalo (39 samples), sheep (139 samples), domestic (63 samples) and wild pigs
(49 samples) and deers (15 samples), living in the Pantanal (Nhecolandia region) of
Mato Grosso do Sul State, Brazil. All the investigated species, excepting deer, showed
positive animals to FMDV antigens. The AGID detected a total of 47 (12,3%) positive
animals for VIA antigen, mostly of them were free-living cattle and buffalo. The LPD-
ELISA identified 175 (45,7%) serum samples as reactive to FMDV antigens, specially
among cattle, buffalo and sheep. The predominant reactivity to FMDV antigens,
characterized by the higher number of positives and the higher antibodies titers, were
detected to C; Indaial strain, particularly among the free-living cattle. Buffaloes and
pigs showed, in turn, a prominent reactivity to A,4 Cruzeiro strain, while sheep reacted
more to O; Campos strain, though buffalo and sheep serum samples had higher
antibody titers to C; Indaial strain. The highest frequency of positive animals to VIA
antigen were found in free-ranging cattle, whose age ranged from 12 to 36 months,
contrasting to the results of LPB-ELISA that detected the highest rate of positives in
the older bovines (36 months). The older animals from other species demonstrated,
in both serological tests, the highest frequency of positivity. Concluding, the detection
of animals positive to the antigens of FMDV among the non-vaccinated individuals from
susceptible species living in Pantanal, Mato Grosso do Sul, Brazil, particularly the
results in adults and in domestic and wild pigs, indicate the occurrence of viral activity

and consequently the presence of potencial carriers of this virus in this region.
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