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RESUMO

Este estudo determinou a prevaléncia de anticorpos inibidores de hemaglutinagéo
para alfavirus em equideos durante uma epizootia pelo virus da Encefalite Equina do
Leste na Paraiba, em 2009 e comparou os resultados obtidos entre as técnicas de
inibicdo de hemaglutinacédo e teste de soroneutralizagdo em microplacas. Analisou
os resultados obtidos para arbovirus em 15 inquéritos sorolégicos realizados em
equideos no Brasil, entre 2007 a 2009 e analisou os resultados para os arbovirus
encontrados em dois inquéritos soroldgicos realizados em aves silvestres no Par4,
entre 2007 a 2008. Na Paraiba, foi realizada coleta de sangue de 188 equideos, nos
outros inquéritos de 4.402 animais e de 544 aves silvestres. O material foi testado
pela técnica de inibicdo de hemaglutinacdo, soroneutralizagcdo em microplacas e foi
feito tentativa de isolamento viral. Na Paraiba, obteve-se uma prevaléncia real de
62,2% para Encefalite Equina do Leste e o teste de inibicdo por hemaglutinagéo
apresentou uma sensibilidade de 79,5% e especificidade de 87,3%. No Brasil, a
prevaléncia observada foi de 33,3% para os arbovirus, sendo 20,6% para os
flavivirus, 14,1% para os alfavirus e 10,1% para bunyavirus. Nas aves, a
positividade foi de 28,4%, sendo 14,7% para os alfavirus, 9,5% para os flavivirus e
7,4% para os bunyavirus. Observou-se uma elevada circulagcdo de anticorpos do
virus da Encefalite Equina do Leste em animais portadores inaparentes e que o teste
de inibicdo por hemaglutinacdo pode ser recomendado como de triagem. Os outros
arbovirus pesquisados foram encontrados em animais dos nove estados, havendo
diferenca na prevaléncia a partir da motivagcdo do inquérito. As aves migratérias

demonstraram ser importantes amplificadores desses agentes.

PALAVRAS-CHAVE: arboviroses, encefalomielite, meningites, prevaléncia,
soroneutralizacao
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ABSTRACT

This study determined the prevalence of hemagglutination-inhibition antibodies
against alphaviruses in horses during an epizootic event by Eastern Equine
Encephalitis virus in the state of Paraiba, Brazil, in 2009 and compared the results
between the techniques of hemagglutination inhibition and serum neutralization test
in microplates. The results of15 arboviruses obtained from serological surveys on
horses in Brazil from 2007 to , as well as the results for the arboviruses found in two
serological surveys on wild birds in the state of Para, between 2007 and 2008 2009
were analyzed,. In Paraiba, blood was collected from 188 horses during other
surveys of 4.402 animals and 544 wild birds. The material was tested by the
hemagglutination inhibition technique, neutralization was performed in microplates
aiming at virus isolation. In Paraiba, we obtained a true prevalence of 62.2% for
Eastern Equine Encephalitis and hemagglutination inhibition test had 79.5%
sensitivity and 87.3% specificity . In Brazil, the prevalence rate was 33.3% for
arboviruses, 20.6% for flaviviruses, 14.1% for alphavirus and 10.1% for bunyavirus.
In birds, the positivity was 28.4%, being 14.7% for alphaviruses, 9.5% for flaviviruses
and 7.4% for bunyavirus. There was a high circulation of antibodies against Eastern
Equine Encephalitis in inapparent-host animals and the hemagglutination inhibition
test can be recommended as screening method. The other arboviruses surveyed
were found in animals of the nine states with a significant difference in the
prevalence from the motivation of the survey. Migratory birds have proved to be

important amplifiers of these agents .

KEYWORDS: arbovirosis, surveys, serum neutralization, meningitis.
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CAPITULO 1
CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGAO

O termo “arthropod-borne virus” foi instituido, em 1942, para definir um
grupo de virus que se difundem entre artrépodes e sdo transmitidos biologicamente
a hospedeiros vertebrados e para designar os virus que sdo mantidos na natureza
em ciclos envolvendo vetores artrépodes hematdéfagos e hospedeiros vertebrados
(KIRCHNER, 1979; OMS, 1985; PAUVOLID-CORREA & VARELLA, 2008).

As alteragdes ambientais introduzidas pelo homem como o excessivo
desmatamento, a exploracdo do subsolo, a constru¢do de hidrelétricas, a
colonizacdo humana e a urbanizagdo ndo planejada entre outras, tém sido
associadas a emergéncia ou reemergéncia de arbovirus (GUBLER, 1998; KOTAIT et
al., 2006; CRUZ et al., 2009).

As arboviroses emergentes sao frequentemente de origem antropogénica
e podem invadir novas regides do mundo causando epidemias devido a mudangas
na composigcao genética desses virus ou nos reservatdrios naturais, na composigcéo
da dindmica da populacao de vetores ou ambientes (FIGUEIREDO, 2007; WEAVER
& REISEN, 2010).

Muitas vezes, os surtos de arboviroses emergentes podem estar
relacionados a alteragcbes relativamente pequenas na genética viral ou devido a
introducéo de novas variedades desses virus que tém aumentado os niveis de
viremia nos vertebrados, ampliando sua gama de hospedeiros e a capacidade de
amplificagéo nos reservatorios (CHOMEL et al., 2007; MORENS et al., 2008; GOLD
& HIGGS, 2009).

Segundo CALISHER et al.,, (1982), CAUSEY & CAUSEY (2002) e
FIGUEIREDO (2007), do total de arbovirus conhecidos, cerca de 40 causam febre,
encefalites, artralgias, mialgias, exantemas ou febres hemorragicas nas Ameéricas.
Alguns deles, como o virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV), o virus da
Encefalite Equina do Leste (EEEV), Encefalite Equina do Oeste (WEEV), Encefalite
Equina Venezuelana (VEEV) e o virus da Febre do Nilo Ocidental (WNV) sé&o



considerados importantes agentes etiolégicos de doengas neuroinvasivas humanas
e em equideos, com excecao do SLEV que ndo causa doenga nos equinos
(CALISHER et al., 1990; BURKE & MONARTH, 2001; VASCONCELOS et al., 2001;
CHADWICK, 2005; PFEFFER & DOBLER, 2010).

Alguns arbovirus tém carater epidémico, como o WNV que, desde 1999
na América do Norte, vem anualmente desencadeando surtos como o de 2003 nos
Estados Unidos, quando foram confirmados 9.858 casos com 262 mortes humanas.
Na Asia, a incidéncia anual por encefalite japonesa é estimada entre 30.000 a
50.000 casos com uma mortalidade de 10.000 pessoas. Além disso, a dengue
acomete mais de 50 milhées de pessoas no mundo a cada ano (BECKWITH et al.,
2002; KUNO & CHANG, 2005; CHOMEL et al., 2007; MORENS et al., 2008;
WEAVER & REISEN, 2010).

TRAVASSOS DA ROSA et al. (1997) e VASCONCELOS et al. (1998)
relataram a existéncia de cerca de trinta e seis arbovirus isolados no Brasil e que
tém sido incriminados como causadores de doenga em humanos. Destes, cinco sao
importantes em termos de saude publica, pois estdo associados com epidemias: 0
virus Dengue (DENV), Mayaro (MAYV), Oropouche (ORQV), Rocio (ROCV) e Febre
Amarela (YFV). Os DENV e OROV estdo associados com doenca humana
epidémica em areas urbanas, enquanto que os MAYV, ROCV e YFV especialmente
em areas rurais. Basicamente, o OROV determina um quadro febril e em algumas
vezes acompanhado por meningite asséptica. MAYV e DENV sao responsaveis por
quadros exantematicos, sendo que o DENV tem sido associado com quadros de
febre hemorragica, o que sabidamente é o mecanismo pelo qual o YFV determina a
sua apresentacao clinica classica. O ROCV esta associado com severo quadro de
encefalite (VASCONCELOS et al., 2001).

O maior risco para a ocorréncia de emergéncias causadas por
arboviroses vem da urbanizacdo extensiva e a colonizacédo deste habitat pela
expansao do mosquito altamente antropofilico, Aedes aegypti Linnaeus, 1762. Estes
fatores levaram ao aparecimento de permanentes ciclos de DENV em areas urbanas
e do virus Chikungunya (CHIKV). O surgimento nas Ameéricas, Europa e Africa do

Aedes albopictus Skuse, 1894, um importante vetor secundario do DENV e do



CHIKV, tem aumentado a transmisséo urbana destes virus (CHOMEL et al., 2007,
MORENS et al., 2008; GOLD & HIGGS, 2009; WEAVER & REISEN, 2010).

Desta forma, se faz necessario maiores conhecimentos sobre esses
agentes e do real risco de disseminacdo e da capacidade de causar grandes
epizootias e epidemias, além da implantacdo de uma politica mundial de vigilancia e
controle das arboviroses efetiva e de resposta rapida, objetivando um menor impacto
para a saude da populagéo e dos animais.

Diante da importancia das arboviroses, este estudo visou determinar a
magnitude da ocorréncia de anticorpos das principais arboviroses de importancia em
saude publica que circulam na populacédo de equideos e aves silvestres em territorio
brasileiro e definir a importancia da vigilancia veterinaria nestas espécies animais
como instrumento de prevencao e controle dessas doencas, além de comparar os
resultados obtidos para o EEEV, frente a uma epizootia em equinos ocorrida na
Paraiba, mediante uso das técnicas soroldgicas de inibicdo de hemaglutinagcéo (IH)

e teste soroneutralizagdo em microplacas (SN).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fontes de infecgao e principais vetores

As arboviroses sdo mantidas na natureza em ciclos complexos
envolvendo vetores artrépodes (principalmente mosquitos e carrapatos) que, apds a
infeccdo, transmitem estes microrganismos durante o repasto sanguineo em animais
(principalmente aves e mamiferos). O ciclo se completa quando um grupo de novos
artropodes se alimenta de animais virémicos. A transmissao vertical também pode
ocorrer, por uma rota transovariana, no qual o artrépode transmite o virus a sua
progénie. Grandes porcdes de genomas Flaviviridae foram observadas dentro de
mosquitos Aedes sp., indicando que estes virus latentes podem surgir a partir dai.
No entanto, esta é uma suposi¢cdo de que ainda necessita de confirmacdo (OMS,
1985; FIGUEIREDO, 2007)

Considerando o descrito acima, WEAVER & REISEN (2010),
corroboraram detalhando que a transmissdo biolégica entre os vetores pode ser
vertical, envolvendo a passagem do virus de uma fémea infectada para seus
descendentes de ambos os sexos. A transmissao horizontal pode ser venérea, de
um macho infectado verticalmente diretamente para uma fémea, bem como por via
oral a partir de um vetor para um hospedeiro vertebrado por meio da saliva durante a
alimentacéo de sangue.

Na Amazébnia brasileira, coabitam grande diversidade de espécies de
dipteros hematéfagos (mosquitos e flebotomineos) e vertebrados silvestres. Esta
diversidade de espécies e seu numero elevado constituem um achado uUnico no
mundo e propiciam condigdes ambientais bastante favoraveis a manutencido de
virus, em particular dos arbovirus, na natureza (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997,
VASCONCELOS et al., 2001).

O papel de reservatério e vetores é significativo, devido a trés fatores
basicos. Primeiro, existem varios registros de isolamento de virus como o EEEV, La
Crosse, Encefalite Japonesa, SLEV e WNV em mosquitos durante o inverno em
regides temperadas e subtropicais, quando a cessacédo de atividade do vetor é
claramente marcada. Segundo, ha um numero crescente de registros de

transmissao vertical em vetores no campo e por fim, a persisténcia em longo prazo



por meio da transmissao viral transestadial em carrapatos foi documentada diversas
vezes (KUNO & CHANG, 2005; WEAVER & REISEN, 2010).

O Ae. aegypti e Ae. albopictus sao os mais importantes vetores de
arbovirus para o homem. Ambas s&o espécies exoéticas que chegaram ao
Continente Americano apds desenvolverem, em seus ambientes primarios, grau
significante de sinantropia (DEGALLIER et al., 1989; GOMES, 1998; CAUSEY &
CAUSEY, 2002).

Mosquitos do género Psorophora Robineau-Desvoidy, 1827 (LOPES et
al., 1978) presentes na Amazoénia, as espécies Aedes scapularis (Rondani, 1848) e
Culex quinquefasciatus (Say, 1823), testados experimentalmente com sucesso por
MITCHELL et al. (1981), MITCHELL & FORATTINI (1984) e MITCHELL et al. (1986)
sdo considerados como vetores potenciais do ROCV. Segundo CRUZ et al. (2009),
€ importante assinalar que o OROV é, ap6s o virus da dengue, o arbovirus mais
prevalente que infecta humanos, sendo associado com epidemias, e tem como seu
transmissor o Culicoides paraensis Goeldi, 1905.

Os mosquitos do género Culex séo os principais vetores mantenedores
do WNV no Velho Mundo, sendo as espécies Culex pipiens Linnaeus, 1758 e Culex
restuans Theobald, 1905, frequentes vetores ornitofilicos do SLEV no nordeste dos
Estados Unidos, espécies infectadas com maior frequéncia neste pais (PETERSON
& ROEHRIG, 2001).

Dado o enorme numero de artropodes sugadores de sangue e a
diversidade de espécies de reservatérios disponiveis nos numerosos e variados
ambientes que ocupam, os arbovirus evoluiram de forma independente em
associagcado com um conjunto exclusivo de reservatorios competentes disponiveis,
usando um vetor para a sua replicacdo, sobrevivéncia e transporte entre os
hospedeiros vertebrados (DEGALLIER et al., 1989; KUNO & CHANG, 2005).

2.2 A importancia dos equideos e aves silvestres na disseminagao das

arboviroses de importancia em saude publica.

A maioria dos arbovirus tem seus ciclos de transmissido considerados

essencialmente zoondticos. Além dos animais doentes existem aqueles



cronicamente infectados ou portadores sadios, em especial animais silvestres, que
assumem uma importancia significativa na transmissdo desses virus. Assim, a
inclusdo de vertebrados reservatérios € fundamental quando se descrevem
esquemas de transmissao de arbovirus (PETERSON & ROEHRIG, 2001).

As trés principais informacbes utilizadas para a identificacdo de
reservatérios vertebrados para as arboviroses sédo o isolamento do virus de animais
suspeitos, a prevaléncia de anticorpos relativamente elevada nos animais
capturados no campo e a demonstracdo de viremia (virus de maior titulacdo e
duracédo) normalmente obtidos nos animais suspeitos, em condi¢cdes de laboratorio
(KUNO & CHANG, 2005).

Segundo CASALS (1957), TRAVASSOS DA ROSA et al. (1986) e
ZELLER et al. (1989) os arbovirus encontrados nas aves silvestres sao classificados
em diversos grupos sistematicos e os que tém importancia para a saude publica,
como seguramente associados as aves, pertencem aos géneros Alfavirus (WEEV,
EEEV, MAYV e PIXV), Flavivirus (ILHV, SLEV, CPCV e ROCV) e Bunyavirus (OROV
e MAGV).

O WEEV é patogénico para equideos e humanos, é transmitido
endemicamente na Amazénia entre aves silvestres (67 espécies distintas) e por
mosquitos dos géneros Culex Linnaeus, 1758 e Aedes Meigen, 1818 (DEGALLIER
et al.,1992). Enquanto que o ILHV apresenta um ciclo tipicamente ave-mosquito-ave,
apesar de ja terem sido detectados anticorpos ou isolados virus de outros
vertebrados como roedores, marsupiais, desdentados e morcegos (VASCONCELOS
et al., 1991; VASCONCELOS et al.,1998; VASCONCELOS et al., 2001).

Aves silvestres como perdizes, pardais, marrecos, corvos e aves
domésticas como frangos, perus e pombos podem infectar-se com um virus e
apresentar viremia por varios dias (CORREA & CORREA, 1992; BECKWITH et al.,
2002), desempenhando dessa maneira papel importante no ciclo de transmisséo e
manutencéo das encefalites equinas (TOMASSIAN, 1996).

Estudos realizados em varias partes do mundo demonstram a presenca
de anticorpos e isolamento viral em equideos dos mais diversos arbovirus de
importancia em saude publica, como WNV, EEEV, WEEV, VEEV, SLEV, MAYV,

OROV. Entretanto somente nos quatro primeiros, esta espécie animal apresenta



manifestacédo clinica e, somente no caso do VEEV, os equideos apresentam-se
como amplificadores do virus, demonstrando assim, ser na maioria dos casos um
hospedeiro acidental (KOTAIT et al., 1992; ACHA & SZYFRES, 2003; FLORES,
2007; RIET-CORREA et al., 2007; CDC, 2010).

O ROCV somente foi isolado no homem, aves e mosquitos na regido do
Vale do Ribeira/SP, conforme descrito LOPES et al. (1978) e IVERSSON et al.
(1989). Entretanto, TAVARES-NETO (1986) e STRAATMANN et al. (1997) e
FIGUEIREDO (2000) relataram a presenca de anticorpos para o ROCV na Bahia e
Ribeirao Preto/SP. A deteccdo de anticorpos contra o ROCV em aves da Regiéao
Amazoénica, descrita por DEGALLIER et al. (1992) foi a primeira evidéncia da
possivel circulagao desse virus nessa regido.

Segundo PETERSON & ROEHRIG (2001), a experiéncia existente com o
WNV no Velho Mundo e com o SLEV na América permite pensar que o WNV pode
alcancar uma ampla distribuicdo geografica no continente americano e chegar a ter
uma grande variedade de mosquitos vetores e de espécies de aves silvestres como
reservatérios do virus. Por apresentarem uma viremia elevada, centenas de
espécies de passaros e mosquitos, sdo os grandes responsaveis pela manutencao
do ciclo da WNV no continente norte-americano (BECKWITH et al., 2002; ZEINAD et
al, 2004).

2.3 Principais arbovirus de importancia em saude publica

2.3.1 Familia Togaviridae

A familia Togaviridae abrange um grupo de virus envelopados que
possuem uma molécula de RNA de cadeia simples. A denominacdo Toga deriva de
aparéncia frouxa de envelope viral, lembrando uma vestimenta romana, observada
nas primeiras imagens obtidas por microscopia eletrénica, ou ainda devido ao
envelope deste virus estar intimamente associado ao nucleocapsideo. Esses virus
medem de 60 a 70 nm de didmetro (KOTAIT et al., 2006; FLORES, 2007; SELLON
& LONG, 2007), possui duas glicoproteinas denominadas E1 e E2 imunodominantes

que induzem a producédo de anticorpos neutralizantes. A glicoproteina E2 induz a



resposta mais forte de anticorpos neutralizantes (ambos policlonal e monoclonal) e
tem propriedades hemaglutinantes, cuja atividade é altamente modulada por pH
(ICTV, 2005; SELLON & LONG, 2007).

Essa familia € composta por dois géneros: Alfavirus e Rubivirus. O
primeiro abriga varios patdgenos humanos e animais, cuja principal caracteristica &
a transmissao por vetores. O género Rubivirus abriga apenas o virus da rubéola, um
patdbgeno exclusivo de humanos e que nao € transmitido por vetores (DAM et al.,
1999; FLORES, 2007; SELLON & LONG, 2007).

Segundo CALISHER et al. (1980), pelo menos onze tipos que ja foram
associados com doenga em humanos e dos quais oito tém sido responsaveis por
grandes epidemias: EEEV, WEEV, VEEV, MAYV, virus O’nyong-nyong (ONNV),
virus Ross River (RRV), virus Chikungunya (CHIKV) e virus Getah (GEV).

Alguns dos alfavirus tém importancia especial por serem causadores de
artrites, como: O'nyong-Nyong, Chikungunya, Ross River, Mayaro, Ibo-Ora, Barmah
Floresta, Sindbis, Pogosta, Ockelbo, entre outros, conhecidos por causar no ser
humano doengas em que as queixas reumaticas sdo uma caracteristica principal. As
mais proeminentes manifestagdes clinicas séo febre, fadiga, erupgbes cuténeas e
inflamacéo articular (CALISHER et al., 1980; LAINE et al., 2004).

Os virus das Encefalites do Leste, do Oeste e Venezuelana, e as
respectivas infeccbes possuem certa distribuicdo geografica limitada as Américas
(FLORES, 2007). Evidéncias da existéncia de um virus causador de EEE e um da do
Oeste, antigenicamente distintos, foram descritas pela primeira vez, em 1933.
Equinos imunizados com cepas de virus isolados de equinos infectados com o
EEEV e WEEV obtiveram protecédo diferenciada quando vacinados com o virus
atenuado de um local e expostos ao virus de outro local (BERTONE, 2000; SELLON
& LONG, 2007, PFEFFER & DOBLER, 2010).

As observacgdes de surtos epidémicos em equinos nos EUA, na década
de 1930, ja faziam suspeitar que houvesse mais de um virus causador da
enfermidade, pois no leste do pais a letalidade era ao redor de 90% e no oeste era
de 50%, ainda que os aspectos clinicos fossem muito similares (SELLON & LONG,
2007)
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Em 1963, foram realizados estudos epidemiolégicos em aves silvestres,
na Amazoénia brasileira, tendo sido isolado o EEEV e detectados anticorpos para o
WEEV em 72 espécies de aves (VASCONCELOS et al., 1991). Também naquela
regido foram isolados os subtipos Ill e IV do VEEV, em macaco-sentinela do género
Cebus e em grupo de mosquitos da espécie Anopheles nimbus, respectivamente
(VASCONCELOS et al., 1991; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1996).
O ciclo de transmissao dessas arboviroses, conforme observado na
Figura 1 esta intrinsecamente ligado primariamente ao ambiente silvestre, seus
vetores e reservatorios, aonde se torna endémico, e em segundo lugar a
aproximacédo com o homem, animais domésticos e vetores periurbanos, na qual
pode causar grandes epidemias e epizootias (FLORES, 2007; PFEFFER &
DOBLER, 2010).

EEEV EEEV WEEV VEEV Subtipos ID-IF,
(América do Norte) (América do Sul) -1

’ Culiseta \ f Culiseta f Culex Culex

\ melanura melanura tarsal:s sPP /
\ w / * Seleg#o por meio de
muta¢do T213R E2 em
% VEEV ID & IE
Variedade de alimentagdo & v

dos Mosquitos: Culex, VEEV subtipos
Ochlerotatus, Aedes, V IABI/IC

Cogquillettidia spp., etc. Ochiergishie % &
W melanimon ﬂ
Psorophora,
Ochlerotatus
taeniorhynchus

PFEFFER, M & DOBLER, G 2010

FIGURA 1 - Ciclo de transmissao das Encefalites Equinas adaptado de PFEFFER &
DOBLER, 2010.

Ciclos de Transmissdo
Endemico

Ciclos de Transmissédo
Epidémico

As consequéncias da infeccdo natural nas espécies hospedeiras variam
desde infecgdes sub-clinicas agudas ou crbnicas (aves, equideos, insetos) até
enfermidades fatais. A capacidade de hospedeiros vertebrados servirem de fonte de

infeccdo e participarem do ciclo de transmissdo do agente depende dos niveis de
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viremia e da preferéncia especifica dos insetos hematdéfagos (CORREA & CORREA,
1992; FLORES, 2007).

Nos humanos, além da transmissdo naturalmente conhecida, por via
vetorial, existe a contaminagdo por meio de transfusdo sanguinea e transplante de
orgdo. Nos vetores pode acorrer a transmissao vertical (FIGUEIREDO, 2007,
PFEFFER & DOBLER, 2010) (Figura 2).

, .:5‘__‘% \ , {"*a.eb \

‘& Tmnsmisséo@ @ Transmissdo @
< . / < .
vertical vertical

Ciclo
Rural

Ciclo
Urbano

KMovimentagéo de mosquito}%
—p

Culex tarsalis Culex pipiens
outros Culex spp. outros Culex & Aedes spp.

—eeee
3 Migragao de aves ?

PFEFFER, M & DOBLER, G 2010

FIGURA 2 - Formas de contaminagéo e de transmissdo das Encefalites Equinas
adaptado de PFEFFER & DOBLER, 2010.

Embora a vacinagdo em larga escala nas Américas, tenha reduzido a
magnitude e o numero de surtos de EEE, WEE e EEV nos equideos, o impacto de
doenca ainda é significativo devido a natureza fulminante dos sinais clinicos e
elevada taxa de letalidade em cavalos afetados (SELLON & LONG, 2007).
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A EEE foi a primeira, entre as EE a ser detectada, em equinos da regido
leste dos Estados Unidos (Massachussets), em 1831. Este foco foi o maior que
ocorreu em humanos, com 38 casos. Possui uma letalidade em equinos de 80% a
90% e em humanos de 65%. Tem quatro grupos antigénica e geneticamente
distintos, sendo: Grupo |, Grupo Il, Grupo |IA e Grupo Il (ACHA & SZYFRES, 2003;
KOTAIT et al., 2006).

A infeccéo por EEE, em humanos, pode cursar em manifestagdes clinicas
de uma doencga sistémica ou encefalica. A primeira infecgdo sistémica tem inicio
abrupto e é caracterizada por calafrios, febre, mal-estar, artralgia e mialgia. A
doenca dura de uma a duas semanas, sua recuperacado € completa quando néo ha
envolvimento do sistema nervoso central. Em criangas e adultos, a forma encefalica
caracteriza-se por inicio abrupto e a encefalite se manifesta apdés alguns dias de
doenca sistémica. Os pacientes com a forma severa da doenca apresentam: febre,
dor de cabecga, irritabilidade, agitacdo, sonoléncia, anorexia, vOmitos, diarréia,
cianose, convulsdes e coma (FLORES, 2007; CDC, 2010).

Nos equideos, a infeccdo pode cursar com uma variedade de
manifestagdes clinicas, que vao desde infecgdo inaparente, doenca sistémica sem
sinais neurolégicos, até doenga neurologica fatal. O periodo de incubacgao € de cinco
dias, ap6s o qual surgem hipertermia, depresséo, anorexia, sonoléncia e fraqueza. A
fase neuroldgica é mais severa que nas infec¢des pelo WEEV e VEEV e cursa com
disturbios visuais (cegueira total ou parcial), fotofobia, bruxismo, disfagia,
incoordenacdo motora, pressionamento da cabeca contra anteparos, andar em
circulos, ataxia, paralisia, coma e morte (BLOOD, 1991; CORREA & CORREA,
1992; FLORES, 2007; SILVA FILHO, 2007). Irritabilidade também pode acontecer
(BERAN & STEEEE, 1994).

Essa enfermidade tem uma grande importdncia para humanos nos
Estados Unidos e Canada. Durante o periodo de 1955-1976 foram registrados cerca
de 900 casos nos EUA. Uma média de seis casos humanos de EEE é relatada a
cada ano nos Estados Unidos (CDC, 2010). A incidéncia mais elevada correspondeu
a 1965, com 172 casos. Segundo a OPAS (1983), o unico caso registrado na
América Latina e Caribe foi diagnosticado a partir de dados clinicos e sorolégicos no
Rio de Janeiro em 1961. Entretanto, ROMANO-LIEBER & IVERSSON (2000)
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demonstraram uma prevaléncia de infec¢des por alfavirus, representados pelos
EEEV e VEEV em 21,4% das pessoas avaliadas da zona rural do Vale do Ribeira.
FERNANDEZ et al., 2000, detectaram em estudo realizado no Parana, anticorpos
neutralizantes contra o EEEV em 22 equinos daquele estado.

SANTOS et al. (2011) relataram uma epizootia de EEEV envolvendo 74
equinos ocorrida durante dois meses e 13 dias, em 2009, atingindo 16 municipios do
oeste da Paraiba, na qual os animais apresentaram uma taxa de letalidade de
48,6%.

Além do envolvimento de equideos, surtos pelo EEEV tém sido descritos
em criagdes de faisdes, emas, frangos de corte, marrecos-de-pequim e de algumas
aves silvestres ameacadas de extingdo (FLORES, 2007). O EEEV possui ciclos
secundarios de manutengdo, envolvendo além das aves, macacos, roedores,
marsupiais e répteis (DEGALLIER et al., 1992).

A Encefalite Equina do Oeste (WEE) é uma enfermidade causada por um
virus antigenicamente relacionado com o EEEV (84% de homologia de aminoacidos)
e pertence ao mesmo grupo antigénico do Sindbis (SIN), possui uma elevada
frequéncia de mutagcbes e recombinac¢des. Ha identificacdo de diversos subtipos,
porém, somente o subtipo classico apresenta importancia epidemiolégica. Sua
caracterizacdo sugere que se originam de isolados enzodticos e mutagbes, sendo,
portanto ndo virulentos para equideos (KOTAIT et al., 2006; FLORES, 2007).

Nas Ameéricas, essa enfermidade é rara, porém severa. Foi descrita pela
primeira vez nos Estados Unidos, em 1930. Em 1941, ocorreu uma grande epidemia
que acometeu cerca de 3.000 pessoas simultaneamente a uma epizootia que atingiu
30.000 cavalos. No norte do hemisfério, a taxa de letalidade dos casos clinicos se
aproxima de 70%. Fora dos Estados Unidos, se registrou um surto na Republica
Dominicana, entre 1948 e 1949, outro na Jamaica em 1962, dois casos em Trinidad
e Tobago e um no Brasil, na década de 50. Também se tém registrado varios surtos
em equideos, codornizes, faisdes, patos e perdizes. Entre as aves exdticas, as taxas
de ataque tém sido de até 50% com perdas graves econémicas na América do Norte
(OPAS, 1983; FLORES, 2007).

Na Ameérica do Sul, o virus ja foi isolado na Argentina, Brasil, Guiana,

Equador e Uruguai, onde tem sido responsavel por morbidade em equinos. Casos



14

humanos associados tém sido raros ou ausentes. O WEEV ainda nao foi isolado na
América Central, onde inquéritos sorolégicos também indicam que infeccdes
humanas sao raras (OLITSKY & CASALS, 1959; THEILER & BOWNS, 1973;
CALISHER et al., 1985; KARABATSOS, 1985, FERNANDEZ et al., 2000).

No Brasil, o WEEYV foi isolado pela primeira vez em equinos, no Rio de
Janeiro e foi sorologicamente relacionado a espécie SIN do complexo antigénico
WEE (BRUNO-LOBO et al.,1961). Em 1963, foram realizados estudos
epidemiolégicos em aves silvestres, na Amazodnia brasileira, tendo sido isolado o
EEEV e detectados anticorpos para o WEEV em 72 espécies de aves
(VASCONCELOS et al., 1991). Ja foi isolado em vetores, na Floresta da Tijuca, no
Rio de Janeiro, e em algumas oportunidades foram encontrados anticorpos em
equinos e humanos (IVERSSON et al., 1982, KOTAIT et al., 2006).

O virus da encefalomielite equina venezuelana (VEEV) foi primeiro
caracterizado por KUBES & RIOS (1939), que isolaram o virus do cérebro de um
equino coletado na Venezuela. Desde entdo, outras cepas foram isoladas e
caracterizadas na Coldbmbia, Trinidad e Equador (SHOPE et al., 2002).

Os agentes causadores das EE sdo os alfavirus mais importantes que
circulam em equideos e humanos nas Américas. Os primeiros casos foram descritos
no norte da América do Sul e afetaram equideos da regido. Entre 1938 e 1973,
varios surtos de proporgcdes consideraveis ocorreram em intervalos de 10 anos.
Entre 1969 e 1972, ocorreu uma grande epidemia entre a América Central e México,
afetando milhares de equideos e centenas de pessoas (ACHA & SZYFRES, 2003;
FLORES, 2007).

O VEEV é endémico na parte setentrional da América do Sul, América
Central, Trinidad e Tobago, México e Florida/EUA (GONZALEZ-SALAZAR et al.,
2003). Periodicamente se manifesta com epizootias e epidemias, como as
observadas durante 1967-1971, quando o virus se propagou desde a América do
Sul até a América Central e nos Estados Unidos. Calcula-se que neste periodo
ocorreram mais de 100.000 mortes de equideos e centenas de milhares de
infecgdes em humanos. Em torno de 1% das pessoas infectadas apresentaram

quadro de encefalite com a taxa de letalidade em torno de 3,6% (OPAS,1983;
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FLORES, 2007). O virus tem permanecido latente nos ultimos anos devido a
programas intensivos de vacinagcado em equideos (FLORES, 2007).

O ciclo de transmissédo do VEEV envolve equideos que servem como a
principal fonte do virus, porque diferentemente dos EEEV e WEEYV, ele se replica em
altos titulos durante a fase virémica nesta espécie animal, servindo assim de fonte
de infeccédo para novos mosquitos hematofagos. Ja a infecgdo de seres humanos é
um evento final, enquanto bovinos e suinos quando infectados desenvolvem
infeccbes inaparentes, mas podem servir como fonte potencial de infeccéo para
mosquitos hematdéfagos (GONZALEZ-SALAZAR et al., 2003; SCOTT & JACOBSON,
2003).

O VEEV pertence a um grupo de alfavirus que abrange seis diferentes
subtipos (I, II, Ill, IV, V e VI) e subdivididos em varias espécies (VEEV, Mosso das
Pedras, Everglades, Mucambo, Tonate, Pixuna, Cabassou e Rio Negro) e variantes
(AB, A, B, C, D, E e F), agrupados de acordo com a sua relagdo antigénica e cada
grupo apresenta viruléncia e potencial epizoético diferentes (SHOPE et al., 2002;
WEAVER et al., 2004; FLORES, 2007).

Em 1990, IVERSSON et al. (1990) relataram a presenca de anticorpos
neutralizantes, para a variedade IF (Mosso das Pedras) do complexo EEV, em 24%
(6/25) dos soros de soldados que haviam retornado de treinamento em area silvestre
do Vale do Ribeira, Sdo Paulo. Vinte desses soldados tiveram doenca febril por volta
do sétimo dia ap6s o retorno. Em dois deles detectaram-se anticorpos IgM para esse
arbovirus, constituindo-se no primeiro relato de doenca humana, naturalmente
adquirida, causada por esse agente, no Brasil. No mesmo periodo, ROMANO-
LIEBER & IVERSSON (2000) demonstraram prevaléncia de infec¢des por alfavirus,
representados pelos EEEV e VEEV, de 21,4% em pessoas da zona rural do Vale do
Ribeira.

Pelo menos dez espécies de mosquitos podem participar da
epidemiologia e transmissdo dos virus da EEV, incluindo os géneros Culex sp. e
Aedes sp. e a eficiéncia de transmissédo varia entre as diferentes espécies de
vetores e de virus (FLORES, 2007).

O virus da febre de Mayaro (MAYV) é um membro da familia Alfavirus,

do género Togaviridae, e esta intimamente relacionado com o virus Chikungunya,
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O'nyong-Nyong, Ross River, Barmah Forest e o virus Sindbis. A infec¢cao por estes
virus produzem doencas clinicas similares em humanos. E tipicamente uma doenca
febril aguda como a dengue com trés a cinco dias de duragdo, caracterizada por
cefaléia, dor retro-orbitaria, artralgias, artrite, mialgias, vomitos, diarreia e erupgdes
cutdneas. No entanto, uma caracteristica proeminente da doenca & a poliartrite,
ocasionalmente incapacitante, podendo ser de moderada a severa e persistir por
meses (OPAS, 1983; TORRES et al., 2004).

Os primeiros isolamentos do MAYV foram obtidos em Trinidad & Tobago,
em 1954, a partir do sangue de cinco individuos com quadro febril (ANDERSON et
al,1957). No ano seguinte o virus foi isolado no Brasil, durante uma epidemia em
uma localidade situada as margens do rio Guama, cerca de 200 Km a leste de
Belém. Estudos subsequentes demonstraram que a imunidade para o agente é
amplamente disseminada em popula¢cées humanas da regido Amazénica e Centro-
Oeste do Brasil (PINHEIRO & LEDUC, 1986). Anticorpos para o agente também tém
sido assinalados em residentes de outros paises da América do Sul, como
Colémbia, Guiana, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Venezuela, da América
Central, como Costa Rica, Guatemala e Panama.

A imunidade contra o MAYV é frequente na populagdo das zonas rurais
da América do Sul. Em algumas localidades até 60% dos habitantes tém anticorpos
contra os alfavirus. Entretanto, existem poucos surtos relacionados, sem relatos de
mortes, porém os pacientes apresentam artralgias severa, particularmente nas
extremidades, com incapacitacéo temporaria (OPAS, 1983).

No Brasil, embora o maior numero de casos tenha sido reportado na
regido amazobnica, existem relatos de deteccdo de anticorpos em Goias, Parana,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, sugerindo que a circulagéo viral
ocorre em outras regides do Pais (NEEE et al., 1968; VASCONCELOS et al., 1998;
COIMBRA et al., 2007 ).

Embora o ciclo silvestre principal do virus MAY seja bastante semelhante
ao da YF (HERVE et al.,, 1986), envolvendo macacos e mosquitos do género
Haemagogus Williston, 1896 e surgindo em forma de epidemias simultaneas (HOCH
et al., 1981; PINHEIRO et al., 1986). O virus também tem sido isolado em aves (41

espécies), marsupiais e répteis. Assim, estudos entomoldgicos acerca das
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preferéncias tréficas do vetor serdo necessarios para avaliar o papel relativo de cada
um desses hospedeiros vertebrados no ciclo de manutencdo desse importante
patdogeno humano (DEGALLIER et al., 1992; CRUZ et al., 2009).

2.3.2 Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae é composta pelos géneros Hepacivirus, causador
da Hepatite “C” em humanos; Pestivirus que inclui o virus da peste suina classica e
0 virus da diarreia viral bovina que infectam exclusivamente animais € o género
Flavivirus (FAUQUET et al., 2005; ICTV, 2005).

Os flavivirus estdo divididos em cerca de 60 espécies virais de dificil
identificacdo morfologica. Taxondmicamente estado distribuidos em dez grupos
antigenicamente relacionados e s&o transmitidos primariamente por insetos
(SCHATZMAYR & BARTH, 2005; LINDENBACH et al., 2007). O protétipo deste
género é o YFV (virus da febre amarela), responsavel por doengca severa em
humanos e primatas ndo humanos nas regides tropicais e equatoriais. Além deste, o
WNV, SLEV e o JEV s&o também virus zoonéticos de importancia em sanidade
animal.

Os flavivirus incluem varios virus de grande importancia epidemiolégica
por causarem doencas em humanos e/ou animais de interesse econémico e por
apresentarem ampla distribuicdo geografica. Pelo menos 40 flavivirus ja foram
associados a infeccdo humana, dentre os quais, o YFV, o DENV, o SLEV, o JEV, o
WNV e o ROCV estéo associados a grandes epidemias (TRAVASSOS DA ROSA et
al., 1997, VASCONCELOS et al., 1998; FLORES, 2007).

Os flavivirus podem ser transmitidos para humanos e outros animais por
meio da picada de artrébpodes hematoéfagos (mosquitos e carrapatos) ou por via
transovariana, entre os hospedeiros artrépodes. A transmissao para os artrépodes
frequentemente necessita que o virus produza elevada viremia no hospedeiro
vertebrado e replique nos tecidos dos artrépodes infectados (KARABATSOS, 1985;
GUBLER et al., 2007).

GOULD et al. (2003) referiram sobre a presenga dos flavivirus em todos

os continentes, com excecao da Antartida. Estes virus apresentam uma distribuicdo
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geografica distinta e sua disperséo esta diretamente relacionada a: (i) infecgdo de
diferentes hospedeiros vertebrados e/ou invertebrados; (ii) ecologia do habitat
natural em que cada virus é encontrado; (iii) condigbes climaticas; e (iv) impacto da
urbanizacao e do sistema de transporte. Os dados filogenéticos ilustram claramente
como a adaptacdo de cada virus em hospedeiros vertebrados e invertebrados
especificos influenciam na evolugdo viral, dispersdo, epidemiologia e,
possivelmente, na patogénese dos flavivirus.

Os flavivirus variam amplamente o seu potencial patogénico. Grande
parte deles produz doenga em humanos e muitos sdo patogénicos para diferentes
espécies animais como aves, suinos equinos, caninos, entre outras. Estes virus
podem ser divididos em categorias: os que produzem infec¢cdo no sistema nervoso
central, acompanhada de meningoencefalite (WNV, ROCV e SLEV); os associados
com febre, artralgia e eritemas (DENV) e aqueles associados com febre hemorragica
(YFV) (FLORES, 2007; LINDENBACH et al., 2007).

A Febre do Nilo Ocidental (WNV) é causada por um virus RNA, membro
da familia Flaviviridae (género Flavivirus), enquadrado no complexo antigénico do
virus da encefalite japonesa, que inclui os virus St. Louis, Rocio, Ilhéus, entre outros
(PETERSEN & ROEHRIG, 2001; ZEINAD et al, 2004, DIAZ et al., 2008; BRASIL,
2010; BRASIL, 2011).

Em 1940, o WNV foi isolado de uma mulher procedente do Distrito de
West Nile, provincia do Nordeste de Uganda, na Africa Oriental. A partir desta data,
existem relatos de infec¢cdo por esse virus, causando ou ndo a doencga clinica em
varias regides da Africa, Europa e Asia (BERNOKOPK et al., 1953; TAYLOR et al.,
1956; FILIPE & PINTO, 1969; OSTLUND et al., 2001, BRASIL, 2011).

Na histéria recente, o WNV marcou a introdu¢do de um flavivirus vindo do
Velho para o Novo Mundo quando, em agosto de 1999 foi detectada a sua presenca
nos Estados Unidos, onde se instalou e vem causando epidemias desde ent&o
(NASH et al., 2001, ACHA & SZYFRES, 2003, PAUVOLID-CORREA & VARELLA,
2008). O virus disseminou-se em seguida ao Canada, México e América Central,
acometendo humanos, equinos e aves. Na variante encontrada a partir dos EUA foi

observada uma estreita relagdo com o virus encontrado em lIsrael, porém a forma
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como ele foi introduzido ainda é desconhecida (ACHA & SZYFRES, 2003, BRASIL,
2010).

Na América do Sul, em especial na Colémbia, em 2004, foi considerada
uma evidéncia indireta da presengca do WNV, encontrado a partir de sorologia
positiva em aves domésticas e equinos; em 2005 e 2006 na Argentina foi isolado
virus em equinos e detectada a presenca de anticorpos e na Venezuela em 2006
foram também detectados anticorpos em equinos (MORALES et al., 2006; BOSCH
et al., 2007; MATTAR et al., 2007; DIAZ et al., 2008).

No Brasil, PAUVOLID-CORREA et al. (2011), relatam a deteccdo de
anticorpos neutralizantes obtidos em 3,0% dos equinos amostrados na regiao de
Nhecolandia, no pantanal sul mato-grossense. BRASIL (2011) refere a importancia
da deteccao de anticorpos recentemente achados a partir de inquéritos soroldgicos,
assim como as recentes comunicagdes cientificas, que demonstraram evidéncias de
presenca de anticorpos contra o WNV em animais e ressaltaram a importéncia da
manutencdo da vigilancia da circulacdo do virus no Brasil. A Nota Técnica n°
28/2011 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), reforca que embora tenham sido
obtidos resultados sorologicos positivos em duas pesquisas publicadas e em
algumas amostras coletadas em acdes de vigilancia animal, ainda ndo foram
registrados casos confirmados em nenhuma espécie animal, nem em humanos no
Brasil. A deteccédo de anticorpos, embora sugestiva da circulagéo viral, ndo permite
concluir sobre a presencga do virus no Pais, sendo necessario, para tal, o isolamento
do virus em animais, vetores ou em humanos.

O homem, assim como cavalos, caes e outros animais domésticos sao
hospedeiros incidentais do WNV, que apresentam baixa viremia, ndo estando
envolvidos com o ciclo do parasita no meio ambiente (ZEINAD et al., 2004, HAYES
et al., 2005). Assim, o virus € mantido na natureza por meio de ciclos alternados de
infeccdo em aves silvestres e mosquitos hemato6fagos. A infeccdo de mamiferos
silvestres e domeésticos, de aves domésticas e de humanos €& ocasional e
aparentemente ndo contribui para a manutengcédo do virus na natureza (KOMAR,
2003, PAUVOLID-CORREA & VARELLA, 2008).

A transmissao do WNV para humanos, equinos e outros animais depende

da abundéncia de mosquitos vetores, dos padrées de alimentacdo e ecoldgicos
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locais e do grau de exposi¢ao destes hospedeiros a insetos hematdéfagos (KOMAR,
2003; HAYES et al., 2005)

As aves migratérias foram responsaveis pela disseminacdo desse virus
para o México, Caribe, América Central e do Sul. O padrdo de disseminagcédo do
WNV dos EUA para o Norte da América do Sul, entre 1999 e 2004, em etapas, €
compativel com a disseminagao por passaros migratérios (KOMAR & CLARK, 2006;
LADEAU et al., 2007).

Segundo BRASIL (2010), as infecgbes nos humanos pelo WNV, de forma
geral, causam uma infecgcdo clinicamente inaparente, sendo que 20% dos casos
desenvolvem uma doenca leve. Os primeiros sinais e/ou sintomas da forma leve da
doenca séo: febre de inicio abrupto, acompanhada de mal-estar, anorexia, nausea,
vomito, dor nos olhos, dor de cabeca, mialgia, exantema maculo-papular e
linfoadenopatia. Uma em cada 150 infecgbes resulta em doenga neuroldgica severa,
cujo maior fator de risco € a idade avancada. A encefalite € mais comumente
relatada do que a meningite. Ambas apresentam-se com febre, fraqueza, sintomas
gastrointestinais e alteracdo no “padrdao mental”. Podem apresentar exantema,
fragueza muscular severa e paralisia flacida. S&o incluidas as apresentacdes
neuroldgicas, como ataxia e sinais extrapiramidais, anormalidades dos nervos
cranianos, mielite, neurite 6tica, polirradiculite e convulsédo. Ha relato de miocardite,
pancreatite e hepatite fulminante (PAUVOLID-CORREA & VARELLA, 2008).

Nos equinos, os sinais observados com maior frequéncia sao anorexia,
fraqueza, depressédo, incoordenacdo, ataxia e decubito. Febre nem sempre esta
presente. Bruxismo, andar em circulos, hiperexcitabilidade, pressionamento da
cabeca contra anteparos e convulsdes também tém sido relatados. A taxa de
letalidade em equinos varia entre 25 e 45% (BUNNING et al., 2002; WARD et al.,
2006; PAUVOLID-CORREA et al.,2011).

A susceptibilidade do WNV entre as aves difere de acordo com a espécie.
Entre as silvestres, os corvideos, passeriformes e chaladriformes s&o as mais
susceptiveis (KOMAR et al., 2006). Estas espécies desenvolvem elevados niveis de
viremia e excretam grandes quantidades de virus. Os sinais clinicos caracteristicos
da doenca incluem depresséo, letargia, plumas erigcadas e sinais neuroldégicos como

ataxia, paralisia, movimentos de pedalagem, torcicolo, opistétomo e incoordenacao.
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As taxas de mortalidade sdo geralmente elevadas e os ébitos geralmente ocorrem
em 24 horas (FLORES & WEIBLEN, 2009; BRASIL, 2010).

Como estratégia de vigilancia dessa enfermidade tem-se por base a
perspectiva de vigilancia ecologica e de casos humanos, que deve ser implantada a
partir de necessidade e condi¢do do local, considerando a mortandade aviaria,
epizootias em equinos, a vigilancia sentinela, a vigilancia entomoldgica e a deteccgéo
precoce de casos humanos (MARTINEZ et al., 2002; BRASIL, 2010)

O virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV) esta intimamente relacionado
ao complexo antigénico do Virus da Encefalite Japonesa, grupo que contém também
outros patégenos de importancia médica, como os WNV e o Virus da Encefalite de
Murray Valley, além do ROCV e ILHV (RICE, 1996, ZEINAD et al., 2004).

Os mosquitos, principalmente os do género Culex, sao infectados quando
fazem o repasto sanguineo em aves infectadas pelo SLEV. Estes mosquitos
transmitem o virus para os seres humanos e animais durante o processo de
alimentacdo. O virus se replica nas aves e nos mosquitos, mas nenhum deles
adoece (TSAI & MITCHELL, 1988; DIAZ et al., 2005; CDC, 2009). Na América
Central e do Sul, o ciclo de transmisséo aparenta ser mais variado, incluindo outros
géneros de mosquitos como Sabethes Humbodt, 1819, Mansonia Blanchard, 1901 e
Haemagogus (VASCONCELOS et al., 1998; CHARREL et al., 1999; REISEN, 2003).

Ainda que o SLEV esteja muito difundido no hemisfério sul, somente na
Ameérica do Norte se considera a enfermidade como um problema de saude publica.
Estima-se que desde o isolamento do virus em 1933, existem registros de cerca de
10.000 casos com 10% de letalidade. A maioria dos casos foi relatada nos Estados
Unidos. A maior epidemia registrada na histéria da enfermidade ocorreu em 1975
neste pais, com 1.815 casos. Além dos Estados Unidos e Canada, somente foi
registrado um surto no México em 1974, com 51 casos diagnosticados. Entre 1953 a
1965 a Argentina, Jamaica, Suriname e Trinidad Tobago, notificaram sete casos
com prova sorolégica de infeccao pelo SLEV (OPAS, 1983).

Em 2005, foram confirmados 47 casos humanos e nove 6&bitos na
Provincia de Cordoba, Argentina e feito isolamento do virus a partir de Cx.
quinquefasciatus, capturados na mesma época dos casos (DIAZ et al., 2005;
SPINSANTI et al., 2005).
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Os poucos casos confirmados por isolamento do agente na Ameérica
Central e do Sul foram clinicamente caracterizados por acessos febris relativamente
benignos. A incidéncia nas pessoas com mais de 60 anos de idade € de cinco a 40
vezes maior que no grupo de zero a nove anos (OPAS, 1983; TSAI & MITCHELL,
1988; ACHA & SZYFRES, 2003; CDC, 2009).

No Brasil, a presenca do SLEV tem sido encontrada em inquéritos
soroldgicos resultantes do trabalho de vigilancia de arbovirus (VASCONCELOS et
al., 1998). No Vale do Ribeira/SP, estudos de prevaléncia sorolégica demonstraram
a presengca de anticorpo neutralizantes e IgG em humanos e em aves,
respectivamente, sugerindo a circulagdo do virus na regido (FERREIRA et al., 1994;
ROMANO-LIEBER & IVERSSON, 2000). Em 2006, foram detectados anticorpos
IgG, monotipicos para SLEV em 88% das aves capturadas em Iguape/SP (BISORDI
et al., 2006). Em humanos, existe relato de dois casos ocorridos em Belém/PA,
sendo um caso na década de 70 e outro dez anos depois (PINHEIRO et al., 1981;
PINHEIRO et al., 1986). Outro caso foi relatado em Registro/SP (COIMBRA et al.,
1999) e depois em 2004, em S&o Pedro/SP foi caracterizado o primeiro isolamento
desse virus em humanos no Estado de S&do Paulo (ROCCO et al., 2005).

Além das aves, na Amazbdnia Brasileira, macacos, preguicas, tatus,
marsupiais, morcegos e provavelmente quelbénios terrestres do género Chelonoidis
sdo suspeitos de também participar na manutencdo do SLEV num nivel endémico
(DEGALLIER et al., 1989). TSAl & MITCHELL, (1988) relataram a deteccdo de
anticorpos para SLEV em mamiferos terrestres, como guaxinim (Procyon lotor) e
gambas (Didelphis marsupialis) na América do Norte e em macacos e roedores na
América do Sul.

Segundo ACHA & SZYFRES (2003), em inquéritos sorologicos se tem
comprovado a infecgdo em muitas espécies animais, inclusive em equideos,
existindo relato de alguns casos com manifestagéo clinica associada ao SLEV nesta
espécie animal.

Cerca de 1% das infec¢des pelo SLEV sdo clinicamente aparentes e a
grande maioria das infec¢cdes permanece sem diagnédstico. O periodo de incubacgao
da doenca varia de cinco a 15 dias. O inicio da doenga geralmente é abrupto, com

febre, dor de cabeca, tonturas, mal-estar e nauseas. Os sinais e sintomas se
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intensificam ao longo de um periodo de varios dias a uma semana. Alguns pacientes
se recuperam espontaneamente apos este periodo, outros desenvolvem sinais de
comprometimento  neuroldgico, incluindo rigidez do pescogo, confusao,
desorientacéo, tonturas, tremores e instabilidade. Coma pode se desenvolver em
casos graves. A doenca é geralmente mais branda nas criangas do que em adultos
mais velhos. A proporgéo geral de letalidade é de cinco a 15%. O risco de doenca
fatal também aumenta com a idade (CDC, 2009).

A encefalite de Rocio € uma enfermidade focal observada pela primeira
vez, em 1975, no litoral sul de S&o Paulo. Durante dois anos consecutivos ocasionou
surtos, com cerca de 1000 casos clinicos diagnosticados e se propagou por 20
municipios do Vale do Ribeira e Baixada Santista. A taxa de letalidade foi em torno
de 5% dos casos hospitalizados e cerca de 20% permaneceram com sequelas
cerebrais. A transmissao esta associada com fatores ecoldgicos e em pessoas com
mais de 15 anos de idade (IVERSSON, 1980; OPAS, 1983; ACHA & SXYFRES,
2003).

Os reservatérios, hospedeiros e vetores do ROCV nédo sdo bem
conhecidos, contudo varios estudos ecoldgicos e experimentais sugerem que as
aves silvestres constituem os principais hospedeiros vertebrados e que aves
domésticas podem atuar como hospedeiros amplificadores. Também foram
encontradas elevadas taxas de animais reagentes em roedores e marsupiais.
Entretanto, com base no isolamento do virus e os dados de sorologia, o ROCV é
mantido em um ciclo em que as aves selvagens, incluindo algumas espécies
migratdrias, sao os reservatorios e mosquitos Aedes sp. e Psorophora sp. sao os
vetores. Ainda é desconhecido como este novo flavivirus surgiu em 1973 e
desapareceu sete anos depois do Vale do Ribeira (LOPES et al., 1978; IVERSSON,
1988; ACHA & SZYFRES, 2003).

A presenca de anticorpos neutralizantes para o ROCV tem sido detectada
em pessoas e animais que vivem em areas rurais do sudeste e nordeste do Brasil. E
possivel que este virus circule em regides distintas do Brasil e o ressurgimento do
ROCV com consequentes surtos de encefalite severa representa uma ameaca
permanente (ACHA & SZYFRES, 2003; FIGUEIREDO, 2007).
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Fora do Estado de Sao Paulo, foram identificados cinco casos de infecgéo
pelo ROCV no Parana, numa regido préxima ao Vale do Ribeira (IVERSSON, 1988)
e oito casos como sorologia positiva para o0 ROCV em quatro municipios da Bahia
(STRAATMANN et al., 1997).

O periodo de incubacédo dura em torno de 12 dias. As manifestacdes
clinicas sao muito variadas variando desde uma febre brusca e cefaléia, vOmitos e
dores abdominais. As manifestacdes neurolégicas consistem em rigidez da nuca,
confusao mental e perturbagcdées motoras e de equilibrio. Causam lesdes histoldgicas
no cérebro comuns a outras encefalites agudas viricas, com a particularidade de
acometer principalmente a estrutura do talamo, nucleo dentado e hipotalamo
(ROSEMBERG, 1977).

O virus da Febre de Ilhéus (ILHV) foi isolado pela primeira vez em
Ilhéus/BA, em 1944, e novamente isolado de cinco pacientes de Sdo Paulo/SP em
1995 (NASSAR et al., 1997). Estd amplamente distribuido nas Américas Central e
do Sul, em especial na Argentina, Brasil, Colébmbia, Guatemala, Honduras, Panama
e Trinidad e Tobago (PINHEIRO et al., 1986; PRIAS-LANDINEZ et al., 1986; ACHA
& SZYFRES, 2003). Exibe um ciclo caracteristico, no qual o virus circula entre aves
e mosquitos, e que varios outros vertebrados foram encontrados sendo portadores
de anticorpos ou dos quais se isolou o virus, tais como roedores, marsupiais,
desdentados morcegos, macacos e humanos (KARABATSOS, 1985; HERVE et al.,
1986; DEGALLIER et al., 1989; NASSAR et al.,, 1997). No que se refere as aves
hospedeiras, o ILHV parece bastante versatil, sendo encontrado em todos os tipos e
estratos de vegetacéo.

O principal vetor € o Psorophora ferox Didelphis marsupialis Von
Humboldt, 1819 (KARABATSOS, 1985; NASSAR et al., 1997), mas também ja foi
isolado em Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyard & Knab, 1908; em Juquitiba/SP
(CHAMELET et al., 1996), além de Aedes que parece ser o principal vetor do virus.
Também ja foi possivel demonstrar de forma experimental que os mosquitos Ae.
aegypti, Ae. serratus e P. ferox podem transmitir o virus a ratos lactantes pela picada
(ACHA & SZYFRES, 2003).

Segundo MEDEIROS (2009), o ILHV e ROCV apresentam possivelmente

0 mesmo vetor; entretanto a distribuicdo geografica destes flavivirus & distinta,
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sendo o ILHV detectado em diferentes regides do Brasil e da América do Sul e
Central, o ROCV esta aparentemente restrito ao sudeste do pais.

E provavel que a infeccdo no humano transcorra na forma inaparente ou
na maioria das dos casos produza uma enfermidade febril diferenciada e leve. Os
principais sintomas da febre de Ilhéus sao: febre, dor de cabeca, mialgia, artralgia,
prostracao, problemas respiratorios, fotofobia, encefalite e pleocitoses. Nos animais
a doenca é assintomatica, entretanto existe viremia suficiente para infectar os
vetores (ACHA & SZYFRES, 2003).

ILHV e ROCV sé&o antigenicamente relacionados e apresentam potencial
neuroinvasivo. O espectro clinico varia desde infec¢cdes assintomaticas até quadro
de encefalite. No entanto, a maioria absoluta dos 83 casos de ILHV registrados
caracterizou-se por quadros febris, com evolugdo média de trés dias
(VASCONCELOS et al, 1992; VASCONCELOS et al.,1998). Apresenta inicio subito,
com febre moderada ou elevada, acompanhada de cefaléia, calafrios, fotofobias,
artralgia, mialgias e astenia, sendo a recuperagdo completa sem sequelas
(VASCONCELOS, 1992; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997; FIGUEIREDO, 2000).

PEREIRA et al. (2001) isolou o ILHV a partir de amostras de sangue de
duas aves das espécies Sporophila caerulescens (papa-capim) e Molothrus
bonariensis (chupim), e detectou a presenca de anticorpos inibidores de
hemaglutinagcdo, monotipicos para o ILHV nas aves rolinha caldo-de-feijao
(Columbina talpacoti), pombinha (Geopelia cuneata), chupim (Molothrus bonariensis)
e canario-da-terra (Sicalis flaveola), nos saguis (Callithrix jacchus e C. penicillata) e
no quati (Nasua nasua) do Parque Nacional do Tieté em Sao Paulo.

O virus Cacicaporé (CPCV) foi isolado de uma ave na regido amazoénica,
desconhece-se a doenga humana causada por este virus (FIGUEIREDO, 2000).
Segundo estudos realizados por KUNO et al. (1998), BATISTA et al. (2001) e
BALEOTTI et al. (2003) este virus esta intimamente relacionado com o virus da
Encefalite Japonesa, causando encefalite em humanos e animais.

O virus Iguape (IGUV) foi isolado, em 1979, a partir de camundongo
sentinela exposto a picada de artropodes na Mata Atlantica do municipio de Iguape,

Sao Paulo, (COIMBRA et al, 1999). Antigenicamente foi classificado como
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integrante do Grupo B, sendo, portanto um flavivirus. Nenhum caso de infecgéo
humana foi associado ao virus até o momento (FIGUEIREDO, 2000; ICTV, 2005).

Anticorpos inibidores da hemaglutinagdo, monotipicos para o virus
Iguape, foram detectados em animais domésticos e silvestres na Regido do Vale do
Ribeira/SP. Anticorpos monotipicos tém sido também detectados em soros
humanos, embora ndo haja evidéncia de doencga clinica. Uma cepa de virus foi
obtida a partir de mosquitos Na. cruzii (BOCATO-CHAMELET et al, 2001).

2.3.3 Familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae, possui o maior numero de virus que afeta os
animais, abriga centenas de espécies virais isoladas principalmente de insetos. E
composto por virions grandes e tem como genoma trés moléculas de RNA de
polaridade negativa. A maioria desses virus foi isolada de insetos e vertebrados,
sem estarem necessariamente associados a doencas (MERTZ, 1997; VOGEL,
2007).

Essa familia possui cinco géneros, compostos por mais de 300 virus
diferentes: Orthobunyavirus, Phebovirus, Hantavirus, Nairovirus e Tospovirus (virus
de plantas). Com exceg¢do dos hantavirus, os outros géneros sado arbovirus
(FIGUEIREDO, 1999; TESH & VASCONCELOS, 2006; VOGEL, 2007).

Pelo menos 41 desses virus tém sido associados com doengas humanas
nos tropicos. Dentre estes, alguns produzem doencas severas e por vezes fatais o
que ocorre, por exemplo, nas infecgbes pelo virus da febre do Vale Rift, pelo virus
da febre hemorragica do Congo e da Criméia e pelo virus La Crosse da encefalite da
California (MANGIAFICO et al., 1988; MERTZ, 1997; TESH & VASCONCELOS,
2006). Os outros bunyavirus patogénicos para humanos produzem doencas febris
inespecificas. Devido a sua natureza nao-especifica e a limitada capacidade de
diagnéstico dos virus em muitos paises tropicais, essas infec¢cdes sao
frequentemente confundidas com outras doencgas febris comuns como a malaria ou
dengue (TESH & VASCONCELOS, 2006).

A patogenia desses virus varia, uma vez que existem diferentes grupos

de virus dentro da mesma familia, mas geralmente a inoculagdo do agente com a
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picada do inseto vetor determina uma viremia passageira, e a replicagdo e
amplificacdo do virus ocorre nos 6rgaos-alvo, que varia conforme o Bunyavirus. A
patogenicidade e viruléncia também variam com o tipo de virus (FIGUEIREDO,
1999; VOGEL, 2007).

O virus Oropouche (OROV) €& o principal bunyavirus causador de
enfermidades em humanos com perfil epidémico e com elevada capacidade de
disseminagao encontrada em nosso meio (VASCONCELOS, 2009).

Segundo PINHEIRO et al. (1962), o virus foi isolado pela primeira vez na
Regido Amazbnica, em 1960, a partir do sangue de uma preguica (Bradypus
trydactilus) capturada em uma area silvestre e de um lote de mosquitos Ae. serratus.
No ano seguinte, a doencga foi detectada em Belém/PA, ocasido em que o virus
causou uma grande epidemia, na qual cerca de 11.000 pessoas foram afetadas pela
doenca.

No Brasil, do ponto de vista clinico e epidemiolégico, o OROV é o mais
importante e estd associado a epidemias na Regido Amazénica, onde é superado
somente pelo DENV. Ele infecta primariamente humanos, que apresentam febre,
cefaléia, mialgias, artralgias, anorexia, tonturas, calafrios e fotofobia. Este virus se
mantém na natureza através do ciclo silvestre e urbano (VOGEL, 2007).

No ciclo silvestre, preguicas, macacos e aves sdo o0s hospedeiros
vertebrados e o Ae. serratus, Cx. quinquefasciatus e Culicoides paraensis (maruim).
No ciclo urbano, o virus € transmitido de pessoa a pessoa por meio da picada do
Culicoides paraensis, amplamente disseminado em areas tropicais e subtropicais
das Américas (DEGALLIER et al.,1989; VASCONCELOQOS et al., 1992; PINHEIRO,
1997).

O OROV esta amplamente distribuido em varios estados amazonicos,
incluindo o Acre (1996), Amapa (1981), Amazonas (1981), Rondbnia (1991) e
Tocantins (1988). Em 1988 foi observado no Maranhdo, em um primata em Minas
Gerais e em outros paises, como Peru e Panama. Além disso, entre 1980 e 2005,
casos esporadicos ou pequenos surtos auto-limitantes tém sido relatados na regiao
amazonica do Brasil e na regiao peruana de lquitos. Mais recentemente, em 2006,
com base na positividade para o OROV obtida por sorologia, isolamento de virus e

deteccdo do genoma viral por PCR, a incidéncia estimada para infecgéo por pelo



28

OROV foi de 76,9% em Magalhdes Barata/PA e 73,3% na area rural de
Maracana/PA, indicando pelo menos 18.000 casos de infecgdes por OROV (NUNES
et al.,, 2005; VASCONCELOS et al., 2009). Além disso, estudos realizados em
Juriti/PA entre 2006 e 2007, por CRUZ et al.(2009) demonstraram uma incidéncia de
1,5% (23/1597) em soro de humanos que indicou que houve circulagéo ativa do
OROQV no periodo do estudo, provavelmente sob forma de um micro surto.

O bunyavirus Maguari (MAGV) pertence ao sorogrupo Bunyamwera, tem
hospedeiros de habitos diurnos (Ae. scapularis, Ae. serratus, Ae. fulvus e Ps. ferox)
e de habitos noturnos (An. nuneztovari e An. triannulatus). Cavalos apresentando
anticorpos para o MAGV foram descritos na Regido do Pantanal (VASCONCELOS
et al., 1992; IVERSON et al, 1993; FIGUEIREDO, 1999).

Segundo FIGUEIREDO (1999), o virus Tacaiuma (TCMV) pertencente ao
grupo soroldgico Anopheles A, ja foi isolado de seres humanos, macacos, animais
sentinela e de mosquitos Haemagogus, Ae. triannulatus e Anopheles cruzii, vetores
deste virus na Regido Amazénica e em S&o Paulo. Também ja foi isolado de um
paciente apresentando quadro febril em Sdo Paulo. Além disso, ja foram detectados
anticorpos inibidores da hemaglutinacdo para Tacaiima em um morador de zona
rural de Ribeirdo Preto/SP e em cavalos na Regido do Pantanal (IVERSSON et al.,
1993; IVERSSON, 1994).

Por fim, fica assim demonstrado a diversidade de arbovirus existentes em
nosso meio que acometem humanos e animais vertebrados, apresentando
diferentes manifestac¢des clinicas de gravidade variadas, além da complexidade de
vetores e reservatorios envolvidos nos ciclos de transmissao e o efeito das acgbes
antropicas, caracterizando, desta forma, a importancia destas arboviroses para a

saude publica e animal.
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CAPITULO 2

SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-ALFAVIRUS EM EQUIDEOS EM
UM SURTO DE ENCEFALITE EQUINA, PARAIBA, 2009

SEROPREVALENCE OF ANTIBODIES AGAINST ALPHAVIRUSES IN HORSES
DURING AN OUTBREAK OF EQUINE ENCEPHALITIS IN PARAIBA STATE,
BRAZIL, 2009

RESUMO
Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia de anticorpos inibidores

da hemaglutinagdo para alfavirus em equinos investigados durante um surto
ocorrido na Paraiba, em 2009, bem como comparar os resultados obtidos para o
virus da Encefalite Equina do Leste mediante uso das técnicas de inibicdo de
hemaglutinagédo e de soroneutralizagdo em microplacas. Foi realizada coleta de
sangue em 188 equideos, distribuidos em 15 municipios da regido oeste da Paraiba,
onde existia relato de doencga e/ou morte de equinos. Observou-se uma prevaléncia
pré-teste de Encefalite Equina do Leste de 11,7%, prevaléncia real de 62,2% e
prevaléncia aparente de 54,2%. Quando comparados os resultados obtidos no teste
de inibicdo de hemaglutinacdo com o de soroneutralizagdo, encontrou-se uma
sensibilidade de 79,5% e especificidade de 87,3% no primeiro teste. Os valores
preditivos positivos e negativos foram de 91,2% e 72,1%, respectivamente. O estudo
revelou um grande numero de animais infectados e sem manifestacdo clinica
aparente. Os resultados do teste de inibicdo de hemaglutinagdo foram capazes de
confirmar a epizootia na area e demonstram que esta técnica pode ser recomendada
como de triagem em inquéritos sorologicos desta natureza pela elevada

sensibilidade e especificidade do teste.

PALAVRAS-CHAVE: Epizootia; Encefalitogénica; Soroneutralizacao.
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ABSTRACT
The objectives of this study were to determine the prevalence of hemagglutination-

inhibition antibodies against alphaviruses in horses investigated during an outbreak
occurred in Paraiba state, in 2009, and to compare the results obtained for the
Eastern Equine Encephalitis (EEE) virus using the techniques of hemagglutination
inhibition and serum neutralization in microplaques. Blood of 188 horses was
collected in 15 municipalities from the western region of Paraiba state, where there
were reports of illness and/or death of horses. The pre-test prevalence of EEE was
11.7%, while the real (serum neutralization) and the apparent (HI) prevalences were
62.2% and 54.2%,, respectively. Comparing the results obtained from the HI and
serum neutralization techniques, HI test presented 79.5% sensitivity and 87.3%
specificity . The positive and negative predictive values were 91.2% and 72.1%,
respectively. The investigation has shown a large number of infected animals without
apparent clinical manifestations. The results of HI test confirmed the EEE outbreak
in the area, and qualified the use of this technique for screening in serological

surveys of equine encephalitis due to its high sensitivity and specificity.

KEYWORDS: Epizootic; Encephalitogen; Neutalization;
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1 INTRODUCAO

A familia Togaviridae é composta por dois géneros: Alphavirus e
Rubivirus. O género Alphavirus é de interesse para a arbovirologia e abrange
aproximadamente 30 espécies, algumas das quais tém sido associadas com
doengas em animais domésticos (equideos e aves), silvestres (aves e mamiferos) e
ocasionalmente em humanos. Os alfavirus possuem caracteristicas estruturais e
morfolégicas em comum, sdo transmitidos por artrébpodes e apresentam
consideravel relagdo antigénica (FLORES, 2007).

Devido ao potencial de causar doenga encefalitogénica, os virus da
Encefalite Equina do Oeste (WEEV), da Encefalite Equina do Leste (EEEV) e o da
Encefalite Equina Venezuelana (VEEV), sdo os alfavirus de maior interesse no
estudo das arboviroses no Brasil (VASCONCELOS et al., 1991). Dentre estes, o
EEEV é a que apresenta maior viruléncia e patogenicidade (ACHA & SZYFRES,
2003; ARRIGO et al., 2010). O EEEV tem os mosquitos dos géneros Culex, Aedes,
Anopheles e Culiseta como vetores potenciais, equideos e humanos como
hospedeiros acidentais e como principais reservatorios as aves silvestres
(FIGUEIREDO, 2007; RIET-CORREA et al., 2007).

O EEEV é mantido em um ciclo silvestre entre os mosquitos da espécie
Culiseta melanura e aves que vivem principalmente em pantanos de agua doce e
troncos de madeira. Essa espécie ndo é um importante vetor do EEEV para o
homem porque se alimenta quase exclusivamente de sangue de aves. A
transmissdo para humanos exige espécies de mosquitos capazes de criar uma
"ponte" entre aves e mamiferos infectados, como algumas espécies de Aedes,
Coquillettidia e Culex (CDC, 2010).

Esse virus tem sido isolado em varios paises das Américas, desde o
Canada até Argentina (MONATH et al.,, 1985). Muitos sdo os estudos sobre a
ocorréncia dos Alphavirus em equideos no Brasil como os desenvolvidos por
LOPES & SACHETA, 1974; KOTAIT et al, 1992; IVERSSON et al.,, 1993;
VASCONCELOS et al., 1998; SILVA et al., 1999; HEINEMANN et al., 2006; CUNHA
et al., 2009; CASSEB, 2010 e PAUVOLID-CORREA et al., 2011. Entretanto alguns



49

estudos sobre virus desta familia consideram que o da EEE é o de maior
endemicidade em varias regides do Pais (IVERSSON & COIMBRA, 1984;
VASCONCELOS et al., 1991; HEINEMANN et al., 2006). O EEEV ¢é o unico que tem
sido esporadicamente isolado de animais com sintomatologia nervosa (NILSSON &
SUGAY, 1962; KOTAIT et al., 1992; FIGUEIREDO, 2007).

Como grupo de risco para as Encefalites Equinas (EE) s&o consideradas
especialmente as pessoas residentes e visitantes das areas com presencga do virus,
especialmente aquelas que trabalham ao ar livre ou que desenvolvem atividades de
lazer nestas areas. A forma severa da doenca (encefalite) se manifesta
especialmente em individuos com mais de 50 e menor de 15 anos de idade. A
infeccao pelo EEEV confere imunidade de longa duragéo contra a re-infecgéao (CDC,
2010).

Estudos realizados por BRAULT et al. (1999) e ARRIGO et al. (2010)
sobre o EEEV demonstram que existem quatro linhagens genéticas distintas deste
virus: uma que circula na América do Norte e no Caribe e trés que circulam na
América Central e do Sul. Diferencas em suas patogenicidade, distribuicdo
geografica e perfis epidemiolégicos foram observadas frente a sua diversidade
genética e historia evolutiva, levando os autores a propor que as variantes
estudadas sejam reclassificadas como espécies distintas no complexo EEEV.

O método de diagnostico mais empregado na investigacdo de eventos
epidémicos é a pesquisa de anticorpos mediante técnica sorolégica como: de
inibicdo de hemaglutinacdo (IH), teste de neutralizacdo por reducdo de placas
(PRNT) ou teste imunoenzimaticos (ELISA) (ACHA & SZYFRES, 2003; FLORES,
2007; RIET-CORREA et al., 2007).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de
anticorpos inibidores da hemaglutinagdo para alfavirus nos equideos das
propriedades onde ocorreram as epizootias por EE na Paraiba, em 2009, bem como
comparar os resultados obtidos para o EEEV mediante uso das técnicas de Inibigédo

de Hemaglutinac&o e Soroneutralizagdo em Microplacas, considerado padrao—ouro.
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2 MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

Foi realizado um estudo transversal, utilizando as amostras de sangue de
100% da populacdo de equideos existentes nas fazendas de ocorréncia de
epizootias. O material foi coletado entre maio e julho de 2009, em 15 municipios da
regiao oeste da Paraiba, onde haviam ocorrido cinco epizootias pelo EEEV

diagnosticadas por RT-PCR pelo Instituto Pasteur de Sao Paulo.

TABELA 1 - Numero de animais que participaram do inquérito sorolégico em equinos
para diagnéstico da Encefalite Equina do Leste, por municipio,
Paraiba/2009.

MUNICiPIO COORDENADAS N2 DE ANIMAIS
GEOGRAFICAS
Belém do Brejo do Cruz 06°11'19"S 37°32'09"0 2
Brejo do Cruz 06°20'55"S 37°29'54"0 25
Cajazeirinhas 06°57'40"S 37°48'22"0 2
Condado 06°54'35"S 37°36'03"0 2
Coremas 07°00'52"S 37°56'45"0 5
Patos 07°01'28"S 37°16'48"0 9
Paulista 06°35'38"S 37°37'27"0 47
Pianco 07°11'53"S 37°55'45"0 1
Pogo José do Moura 06°34'30"S 38°30'43"0 13
Sao Bentinho 06°54'04"S 37°43'45"0 6
Sao Bento 06°29'10"S 37°27'02"0 11
Sao Francisco 06°37'08"S 38°05'40"0 1
S3o Jodo do Rio do Peixe 06°43'45"S 38°26'56"0 33
Sao José do Brejo do Cruz 06°12'46"S 37°21'08"0 30
Vista Serrana 06°44'18"S 37°34'00"0 1
TOTAL 188

Os animais viviam principalmente em pequenas propriedades da zona
rural dos municipios da regido. Algumas destas localidades faziam fronteira com o

Ceara e o Rio Grande do Norte, nas quais também havia histérico de morte de
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equinos com sintomatologia nervosa e epizootias comprovadas pelo EEEV

(Figura1).

N
0 a0 A a0 120

i_i | Municipios com realizacéo de inquérito sorolégico Quilometros

* Localidades com ocorréncia de epizootia

FIGURA 1 — Distribuigdo geografica de ocorréncia de epizootias € municipios de

realizacao do inquérito soroldégico em equinos, Paraiba, 2009.

Instrumentos utilizados

Para identificacdo dos animais acometidos pelo EEEV foi preenchida uma
ficha de notificacao de epizootia (Anexo 1), uma ficha de investigacéo (Anexo 2) e
uma resenha (Anexo 3) contendo os dados e as informac¢des consideradas de
relevancia.

A partir das informag¢des construiu-se um banco de dados, contendo:
municipio, nome do proprietario, nome e/ou numero do animal, local de realizagéo
do inquérito, idade, sexo, utilidade, sinais clinicos, inicio dos sinais, histérico vacinal

contra EE, dentre outros considerados importantes.
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Caracteristicas dos animais

A coleta de material foi feita mediante anuéncia dos proprietarios. Foi
coletado sangue de todos os animais independente do sexo, idade, estado
nutricional, histoérico de vacinagao contra EE e estado de saude.

Para evitar interferéncia de uma possivel imunidade materna, somente foi
coletado sangue de animais com idade acima de dois meses.

Para efeito do estudo, foi considerado animal infectado aquele reagente
ao teste de soroneutralizagdo em microplacas (padrdo-ouro) tendo em vista: o
grande numero de casos de animais com clinica compativel com a doenca, os
resultados de RT-PCR observados em cinco animais que vieram a ébito no local,
sem histérico de vacinagéo contra EE e sem relato de doenga ou morte de animais
com histérico de doenga neurolégica na regido. Durante a coleta de sangue, os
animais com clinica neurolégica compativel com EE foram classificados como

doentes.

Coleta de material

A coleta de sangue e resenha dos animais que participaram do inquérito
foi feita em 100% dos animais das fazendas onde haviam relato de ocorréncia de
epizootia, por médicos veterinarios da Secretaria de Saude do Estado da Paraiba e
Orgao de Defesa Sanitaria Animal do Estado e do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento e técnicos das Secretarias de Saude dos municipios envolvidos,
com apoio dos funcionarios das propriedades, sob coordenacdo do grupo de
profissionais do Ministério da Saude.

Para a seguranga dos médicos veterinarios, os animais eram contidos
pelos funcionarios da fazenda, para coleta de até 10 mL de sangue da veia jugular,
em tubos vacuteiner utilizando agulhas de calibre 25x8.

Logo apéds a coleta, os tubos foram mantidos por cerca de 20 minutos de
forma inclinada para que pudessem dessorar. Ap6s a retragdo do coagulo foi feita a
centrifugacéo durante cinco minutos a uma rotacéo de 68.8 (g).

Para a identificagdo dos tubos vacuteiner, os mesmos foram numerados

com o numero correspondente a resenha do animal. O soro foi aspirado com pipetas
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automaticas, dividido em duas aliquotas e estas foram acondicionadas em
flaconetes criogénicos, devidamente identificados com a numeracgao igual a do tubo
vacuteiner e vedados com fita adesiva.

As amostras foram crio-preservadas em recipientes isotérmicos de
nitrogénio liquido e transportadas para o Laboratério Central de Saude Publica da
Paraiba, que foi responsavel pela conservagdo das amostras e encaminhamento de
uma aliquota para o Instituto Evandro Chagas, em Belém/PA, e outra para o Instituto
Biologico, em S&o Paulo/SP para a realizagdo dos testes de IH e SN,

respectivamente.

Teste de Inibicdo de Hemaglutinagao

O teste de IH foi realizado de acordo com CLARK & CASALS (1958) e
adaptado para microplacas por SHOPE (1963). Primeiramente, as amostras de soro
foram tratadas por acetona: 50 pL do soro foram colocados em um tubo 13/100 mm,
onde foi acrescentado 0,45 mL de cloreto de sédio a 0,85%; 6 mL de acetona a
100%. Apds agitacéo os tubos foram incubados a 4°C por 5 min, centrifugado a 2.52
(g) por 1 min. O sobrenadante foi desprezado e 6 mL de acetona a 100% foram
acrescentados e os tubos foram incubados a 4°C por uma hora, centrifugada a 37,8
(g) por 5 min e o sobrenadante foi desprezado. O tubo com o depdsito foi colocado
para secar em bomba de vacuo por uma hora. Apos este tempo, foi hidratado com
0,5 mL de solucdo de borato salina pH 9,0, adicionados 0,6 mL de suspenséo de
hemacias de ganso em albumina bovina 0,4% em pH 9,0 (1:6), centrifugado a 37.8
(g) por 15 min e transferido o sobrenadante para um outro tubo 13/100mm de ensaio
e desprezado o sedimento de hemacias.

A prova foi realizada em duas etapas; na primeira foi realizada a triagem
dos soros, diluidos 1:20, que foram testados para detecgéo de anticorpos inibidores
da hemaglutinacdo em um painel com 19 tipos diferentes de arbovirus, pertencentes
aos seguintes géneros: Alphavirus (EEEV, WEEV, MAYV e MUCV); Flavivirus {YFV
(cepa silvestre, BE H 111), ILHV, SLEV, ROCV, CACV e BSQV}, Orthobunyavirus
{GUAV, MAGV, TCMV, CARV, OROV, CATV, BLMV e VUTI} e Phlebovirus {Virus
Icoaraci (ICOV)}.
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Na segunda etapa, os soros que apresentaram anticorpos para qualquer
um desses arbovirus foram entdo titulados até uma diluicdo 1: 1280. Para etapa de
titulacdo, foi adicionado no primeiro orificio da microplaca 25 pyL do soro tratado;
sendo acrescentados 25 L de albumina bovina 0,4% em pH 9,0 do 1° ao 6° orificio
da microplaca; transferido 25 pL do primeiro ao sexto orificio da microplaca;
adicionado 25 uL do antigeno diluido com quatro unidades, a placa foi incubada a
4°C por 12 horas, adicionados 50 pyL de hemacia de ganso em DGV (Dextrose,
Gelatina, Veronal) 1:5 diluido em pH 6,4; posteriormente, a microplaca foi agitada e
encubada por 30 min em estufa a 37°C. A leitura foi feita observando a
sedimentacdo das hemacias de ganso nos soros, uma vez que 0s anticorpos
especificos presentes no soro testado estéo inibindo a atividade hemaglutinante do
virus (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994).

Foi considerado o ponto de corte (cut-off) a diluicao de 1:20. As respostas
de anticorpos anti-alfavirus detectados nos equinos foram classificadas em reacao
monotipica (RM) aquelas amostras com presenca de anticorpos com titulos = 1:20
para um alfavirus e reag¢des heterotipicas ou reacdes cruzadas (RC) as amostras
com presencga de anticorpos com titulos = 1:20 para mais de um alfavirus.

Entretanto, no momento da andlise deste estudo foram considerados
somente os anticorpos detectados contra os Alfavirus dos tipos EEEV, WEEV,
MAYV e MUCV, tendo em vista que ja havia sido detectado genoma viral do EEEV

no cérebro de cinco equinos da regido, por RT-PCR.

Teste de soroneutralizagao em microplacas

Os soros foram testados em diluicbes na base cinco para detecgao de
anticorpos contra o EEEV frente a 100-200/25 uL DICT50 de suspensao do EEEV
(cepa Tatui). ApOs a incubacéo, por 1 hora a 37°C, foram adicionados 100-150 pL
de uma suspensdo contendo 2,5 a 3,0 x 10° cels/mL. Foi utilizada a linhagem de
células VERO. A leitura foi realizada apds 48-72 horas de incubagao, em estufa com
5% de CO, e a 37°C, observando-se a neutralizagao do efeito citopatico. Os titulos
de anticorpos neutralizantes foram expressos em valores do inverso da diluicdo que
neutralizou 100-200. Foram considerados reagentes os soros com titulo = a 10 para
o EEEV (KOTAIT et al.,1989; KOTAIT et al., 1992).
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As amostras reagentes contra o EEEV foram testadas contra o WEEV,
objetivando a busca de possiveis reagdes cruzadas que pudessem estar

acontecendo e os trés animais regentes ao teste para o WEEV foram descartados.

Variaveis estudadas

Os animais foram cadastrados por municipio e localidade, segundo o
sexo, faixa etaria (< de 1 ano, de 1 a <5 anos, e > 5 anos), espécie (equino, asinino,
muar), utilidade (trabalho, esporte, passeio, reproducao e outra) e estado vacinal do
animal.

Foi observada a prevaléncia pré-teste e para calculo desta foram
considerados os animais doentes com sintomatologia compativel com EEE no
momento do estudo. Para calculo da prevaléncia aparente, foi considerado animal
infectado aquele reagente ao teste de inibicdo de hemaglutinagéo (teste de triagem)
e no caso da prevaléncia real foi considerado animal infectado aquele reagente ao
teste soroneutralizagdo em microplacas (teste confirmatorio/padréao-ouro).

Para analise dos resultados observados no IH em comparagdo ao SN
(padrao-ouro) foi construida uma tabela de contingéncia (2x2), a partir da qual foram
determinadas a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo e negativo,
o Likelihood ratio positivo e Likelihood ratio negativo do teste de IH frente ao padréo-
ouro (SN).

Analise Estatistica

Os dados obtidos a partir do inquérito sorolégico foram tabulados em uma
planilha do Excel 2007, e as variaveis descritas acima foram confrontadas pelo teste
do Qui-quadrado (X?) admitindo-se nivel de significancia (a) de 0,05 para rejei¢cao da
hipétese de nulidade (p=< a)

Para analise de concordancia entre os testes diagnosticos foi utilizado o
indice kappa, interpretado de acordo com LANDIS & KOCH (1977). Para todos os
testes, assumiu-se nivel de significancia (a) de 5%. As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o software EpiTools.



56

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 188 animais testados, 22 apresentavam clinica compativel com EE
na ocasido da coleta de sangue, o que determina uma prevaléncia pré-teste de
11,7%. Do total, 117 animais foram positivos para o EEEV pelo teste de SN
demonstrando uma prevaléncia real de 62,2%, e 102 foram positivos pelo IH com
uma prevaléncia aparente de 54,2%. Estes resultados apontam a capacidade do
EEEV de realizar uma epizootia de elevada magnitude, tanto pelo numero de casos
como pela grande area de abrangéncia, com um elevado numero de animais

infectados, porém assintomaticos (Tabela 1).

TABELA 1 — Numero de amostras positivas e negativas para o EEEV, segundo o
tipo de teste, Paraiba, 20009.

Teste
Soroneutralizagao

Positivo Negativo Total

Positivo 93 9 102

Teste
Inibigio Hemaglutinagao | Negativo 24 62 86
Total 117 71 188

O estudo realizado por SANTOS et al. (2010) na mesma area,
observaram um surto envolvendo 74 equinos, com duragao de dois meses e 13 dias
que apresentou uma letalidade de 48,6%. Os resultados deste estudo corroboraram
para demonstrar a elevada circulagédo do virus na area.

Considerando os 22 animais com clinica neurolégica compativel com a
EEE, 72,7% (16/22) foram reagentes ao teste de IH e 95,4% (21/22) ao teste de SN,
0 que sugere que em caso de animais com clinica compativel e resultado sorologico
de IH negativo, deve ser recomendado o teste confirmatério. Estudos anteriores,

realizados por PEREIRA et al. (1964), em Itaporanga/SP, em animais na fase aguda
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da doenca, agonizantes, convalescentes e contactantes demonstrou presenca de
elevadas taxas de anticorpos contra o EEEV nos soros pesquisados, tanto nos
Testes de IH como de SN, corroborando com a descricao feita por ROMANO-
LIEBER & IVERSSON (2000) quando referem-se ao teste de neutralizagdo como a
técnica soroldgica de maior especificidade para pesquisa de infecgdes causadas por
arbovirus.

Estudos demonstram a presenca de anticorpos e isolamento viral em
equideos dos mais diversos arbovirus, entretanto somente os WNV, EEEV, WEEV,
VEEV, apresentam manifestacao clinica nos equideos e somente no caso do VEEV,
eles atuam amplificadores do virus, demonstrando assim, ser na maioria dos casos
um hospedeiro acidental (KOTAIT et al., 1992; ACHA & SZYFRES, 2003; FLORES,
2007; RIET-CORREA et al., 2007; CDC, 2010).

Do total de animais testados no IH, 56,3% (106/188) foram reagentes
para alfavirus e destes, 96,2% (102/106) apresentaram anticorpos contra o EEEV,
sendo que 35,3% (36/102) foram RM para o EEEV e 64,7% (66/102) RC para
alfavirus. No caso de WEEV, 61,3% (65/106) foram reagentes, sendo que 96,9%
(63/65) foram considerados como RC e duas reag¢des foram monotipicas, sugerindo
que o WEEV também ja circulou na area, aparentemente em menor magnitude
(Figura 2).
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OBS:2 RM para o MUCV; 3 RC entre os EEEV e os MAYV e MUCV nao foram considerados na
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FIGURA 2 — Animais reagentes para alfavirus no teste de IH, segundo o tipo de
reacdo (RM e RC) e anticorpos especificos dos EEEV e WEEV,
Paraiba-2009.

Com relacdo a positividade para o MUCV e MAYV a frequéncia
observada foi de 20,0% (22/106) e 12,2% (13/106) respectivamente, sendo que o
MAYYV apresentou duas RM, sugerindo a circulagcado deste agente viral na area e o
restante das amostras foram RC.

HEINEMANN et al. (2006), em Uruard/PA e CASSEB (2010) no Par3,
utilizando o teste de IH, encontraram prevaléncias de anticorpos de 18,4% e 30,1%
para o EEEV e 6,8% e 22,8% para o WEEV, respectivamente. Além disso, CASSEB
(2010) detectou prevaléncias de 5,3% para o MAYV e MUCV, FERNANDEZ et al.
(2000) em estudo realizado no Parana, encontraram 13,6% de anticorpos contra o
MUCYV, enquanto nado foi detectada presenca de anticorpos contra o MAYV por
CORREA et al. (2010) em Nhecolandia/MS, sugerindo a auséncia do virus ou de
vetores na area ou ainda a baixa atratividade destes por sangue de equinos.

Considerando os dados de prevaléncia de anticorpos para EEEV
disponiveis na literatura cujo teste diagnéstico foi a SN, MONATH et al. (1985)
observaram 11,0% de prevaléncia de anticorpos neutralizantes em equinos da
Argentina. FERNANDEZ et al. (2000) no Parana entre 1996 e 1999 encontraram
prevaléncia 54,5%. HEINEMANN et al. (2006) detectaram anticorpos neutralizantes
de 27% em Uruara/PA; e IVERSSON et al. (1993) e CORREA et al. (2010)
encontraram anticorpos neutralizantes para o EEEV de 6,7% e 47,7%,
respectivamente, no Pantanal Mato-grossense. CUNHA et al. (2009), em S&o Paulo,
entre 2004 e 2005, detectaram anticorpos para o EEEV em 16% de suas amostras.

Os resultados deste estudo juntamente com as prevaléncias observadas
nas varias regides do Pais demonstram que a circulagéo deste virus difere em cada
regiao e aparentemente esta ligada a presenca do virus e as caracteristicas
ecologicas do vetor e do reservatério. Estes achados enfatizam a importancia dos
equideos como animais sentinelas para monitorar a circulagao destes arbovirus.

No presente estudo, das amostras reagentes para EEEV pela SN, 12,8%
(15/117) apresentaram titulagcdo = 1:320 e destas, 22,6% (4/15) foram = 1:1280,
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considerada elevada se comparada ao cutoff estabelecido, ou com os titulos
observados por CORREA et al., (2010), sugerindo que a diferenca na titulacdo pode
ter sido devido a ocorréncia da epizootia no momento da coleta de soro.

Nos seis municipios em que houve coleta de amostra em 10 ou mais
animais, o percentual de animais reagentes no teste de IH variou entre 68,0%
(17/25) em Brejo do Cruz/PB, 61,5% (8/13) em Pogo José do Moura e 27,2% (3/11)
em Sao Bento, ndo existindo diferenca estatisticamente significativa (p=0,44) entre
as prevaléncias observadas nestas localidades.

ROMANO-LIEBER & IVERSSON, 2000 destacaram que o teste de IH é
reconhecidamente sensivel para deteccéo de anticorpos para arbovirus, enquanto o
teste de neutralizacdo é altamente especifico e € empregado no diagndstico
soroldgico como teste confirmatorio. Desta forma, quando comparados os resultados
obtidos no IH com aqueles obtidos a partir da SN, encontrou-se uma sensibilidade
de 79,5% (93/117) e especificidade de 87,3% (62/71). Os valores preditivos positivos
(VPP) e negativos (VPN) foram de 91,2% (93/102) e 72,1% (62/86) respectivamente,
0 que significa que a maioria dos positivos detectados no IH foram confirmados pela
SN, sugerindo que o teste de IH foi de grande valor para determinar a presenca de
anticorpos do EEEV na area estudada.

Ponderando a probabilidade de infecgdo em individuos com teste positivo
e teste negativo, o Likelihood ratio positivo encontrado foi de 6.3 e o Likelihood ratio
negativo foi de 0.2, sugerindo que a probabilidade de um animal infectado ter o
resultado positivo no teste é 31,5 vezes maior no animal verdadeiramente infectado
do que no nao infectado. Os resultados também demonstraram que a probabilidade
de um individuo testado aleatoriamente ser reagente no teste de IH foi de 45,0%,
considerando a prevaléncia pré-teste de cerca 11,7%, enquanto que a probabilidade
de resultar negativo foi de 3,0%.

Quando analisada a concordancia entre os testes, obteve-se o indice de
kappa de 0,641 (LANDIS & KOCK, 1977), determinado a existéncia de uma
concordancia substancial entre os testes, uma vez que dos 102 animais positivos no
teste de IH, 99 foram reagentes no teste confirmatério, demonstrando que a

diferenca encontrada foi estatisticamente significativa (p<0,001), o que sugere que o
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teste de triagem € importante para determinar a presenga da circulagdo de
anticorpos virais.

Na analise da Tabela 2 observa-se que a prevaléncia de anticorpos
neutralizantes (SN) foi maior entre os equinos com 68,4% (104/152), seguido dos
asininos com 42,9% (6/14) e muares com 31,8% (7/22). A utilizacdo de burros e
mulas como animais de carga, na Paraiba € comum e permite inferir a possibilidade
de uma maior exposigcao destes animais com os mosquitos vetores infectados. Esta
afirmativa corrobora com o encontrado por CUNHA et al. (2009), em estudo
realizado no Vale do Ribeira, em Sao Paulo entre 2004 e 2005, que apontaram uma
elevada prevaléncia de anticorpos contra o EEEV em, devido este animal ser

utilizado com frequéncia na coleta do palmito na zona de mata da regiéo.

TABELA 2 - Numero e percentual de animais reagentes e ndo reagentes ao Teste

de SN, segundo a espécie. Paraiba, 20009.

POSITIVOS % NEGATIVOS % TOTAL
EQUINOS 104 68,4 48 31,6 152
ASININOS 6 42,9 8 57,1 14
MUARES 7 31,8 15 68,2 22
TOTAL 117 62,2 71 37,8 188

Dos 188 animais que participaram do estudo, 177 tiveram o sexo
registrado no banco de dados, e destes, 53,1% (94/177) eram machos e 63,8%
(60/94) foram reagentes ao teste de SN contra o EEEV. Dentre as fémeas, 59,0%
(49/83) também foram reagentes ao teste. Do total de animais positivos 52,6%
(60/114) eram machos, 42,9% (49/114) fémeas (Tabela 3), demonstrando nao existir
associagao entre o sexo do animal e a positividade no teste e que esta diferenca nao
se mostrou estatisticamente significativa (p=0,1774). Desta forma, os resultados
demonstraram que ambos 0s sexos possuem a mesma susceptibilidade, e estdo sob

0 mesmo risco de se infectar.
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TABELA 3 - Numero e percentual de animais reagentes e nao reagentes contra EEE

no teste de SN, segundo o sexo. Paraiba, 2009.

POSITIVOS % NEGATIVOS % TOTAL
MACHO 60 63,8 34 36,2 94
FEMEA 49 59,0 34 41,0 83
TOTAL 109 61,6 68 38,4 177

Considerando os 174 animais onde a faixa-etaria foi relatada, observa-se
um aumento significativo dos animais reagentes ao teste de SN com o avanco da
idade (Tabela 4) demonstrando existir associacao entre a idade do animal e a
positividade no teste e que esta diferengca se mostrou estatisticamente significativa
quando comparados os animais na faixa etaria de < de um ano com as demais faixa
etarias (p<0,05). Nao houve diferenca significativa quando se considerou a

positividade dentro de cada faixa etéaria (p>0,05).

TABELA 4 - Numero e percentual de animais reagentes e néao reagentes para o

EEEV no teste de SN, segundo e por faixa etaria. Paraiba, 2009.

% REAGENTES POR FAIXA % REAGENTES SEGUNDO A FAIXA
POSITIVOS ETARIA ETARIA TOTAL
<1ano 18 16,7 47,4 38
1<5anos 45 41,7 68,2 66
> 5 anos 45 41,7 64,3 70
TOTAL 108 100,0 62,1 174
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Assim, apesar do sexo nao ter demonstrado relacdo com a positividade
ao teste, a faixa etaria demonstrou ser um fator importante, tendo em vista o tempo
de exposi¢cédo ser maior no animal mais velho.

Considerando o estado vacinal dos animais contra as EE (Tabela 5), 96
foram vacinados em até sete dias antes da coleta de sangue, onde se observou
prevaléncias para EEE de anticorpos neutralizantes de 62,5% (60/96) nos vacinados
e de 61,9% (57/92) nos nao vacinados e uma frequéncia de animais reagentes e nao
reagentes ao teste de SN em torno de 50% entre os vacinados e n&do vacinados,
demonstrado que a nao existéncia de associacao entre a vacina e positividade ao
teste (RR=1; RA=0; p=0,97) e isto se deve ao pouco tempo entre a vacinacgéo e a

coleta do sangue.

TABELA 5 - Numero e percentual de animais reagentes e nao reagentes contra o

EEEV no teste de SN, segundo o estado vacinal do animal. Paraiba,

2009.
VACINADOS % NAO VACINADOS % TOTAL
POSITIVOS 60 51,3 57 48,7 117
NEGATIVOS 36 50,7 35 49,3 71
TOTAL 96 51,1 92 48,9 188

Ponderando as informagbes obtidas nas localidades, 50% dos equinos
estudados nao tinham histérico de vacinacdo contra EE e o restante havia sido
vacinado em até sete dias da coleta de soro, tendo recebido somente uma dose de
vacina. Estes animais foram considerados “ndo vacinados”, tendo em vista que
ainda nao havia tempo habil para produ¢do de anticorpos vacinais que pudessem vir
a interferir no resultado laboratorial. A vacina contra EE utilizada no local era
recomendada a aplicagédo em potros a partir de trés meses de idade (trés doses com
intervalo de duas a quatro semanas entre as aplicacdes) e os seus titulos protetores
sdo obtidos a partir de 21 dias apdés a administragdo da ultima dose
(VENCOFARMA, 2011).
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Enquanto CORREA (2008), em inquérito realizado no Pantanal, observou
uma prevaléncia de 47,7% de animais reagentes para o EEEV em animais néo
vacinados e com mais de sete meses de idade no momento da coleta do sangue,
demonstrando uma menor soropositividade do que a observada neste estudo que foi
de 65,4% (89/136) quando comparados animais da mesma faixa-etaria e mesmo
estado vacinal, sugerindo que a idade é um fator de exposi¢céo ao virus.

Avaliando os animais com idade inferior a seis meses e a possibilidade de
serem reagentes ao teste de SN devido a imunidade passiva obtida da mae ou por
terem sido vacinados em até sete dias antes da coleta do sangue, pode-se observar
que dos 17 animais com esta faixa-etaria, oito (47,5%) haviam sido vacinados e
destes 37,5% (3/8) foram reagentes ao teste. Os mesmos percentuais foram
observados nos n&o vacinados, demonstrando nao haver relagéo entre ser reagente
ao teste e uma possivel imunidade passiva dos animais nesta faixa etaria e nem
pelo estado vacinal do animal (RR=1; RA=0; p=1), conforme ja descrito por
BERTONE (2000). Isto sugere que os animais n&o tinham nenhuma protegéo
materna, demonstrando uma total susceptibilidade ao virus em todas as faixas
etarias.

O maior percentual de positividade foi observado nos animais de passeio,
75,0% (6/8) seguido dos animais utilizados para a pratica de esporte com 66,7%
(18/27) e de reproducao com 66,7% (20/30) (Tabela 6). Por outro lado, quando se
considera a positividade por utilidade, pode-se observar que os animais de trabalho
representaram 40,1% (47/117) do total de animais positivos ao teste de SN, ndo
existindo associacéo entre ser positivo ao teste e a utilidade do animal (p=0,3838).
Ja analisando a proporcdo de animais positivos foi maior entre os animais de
trabalho, seguido dos animais utilizados na pratica do esporte e reproducao,
demonstrando haver diferenca significativa entre as utilidades dos animais
(p=2.519e-16; IC — trabalho = 0,44360902, esporte = 0,187969, reprodugéo =
0,172932, outras = 0,09774 e passeio = 0,0526318).

TABELA 6 - Numero e percentual de animais reagentes e ndo reagentes contra o
EEEV no teste de SN, segundo a utilidade do animal. Paraiba, 2009.
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9
% Positivos Neg:tivos % Negativos

Animais % Positivos entre as Animais por entre as

Positivos  por Utilidade Utilidades Negativos  Utilidade Utilidades Total
Esporte 18 66,7 15,4 9 33,3 12,7 27
Passeio 6 75,0 5,1 2 25,0 2,8 8
Reprodugdo 20 66,7 17,1 10 33,3 14,1 30
Trabalho 47 59,5 40,2 32 40,5 45,1 79
Outro 12 50,0 10,3 12 50,0 16,9 24
NI 14 70,0 12,0 6 30,0 8,5 20
TOTAL 117 62,2 100,0 71 37,8 100,0 188

Por fim, os resultados observados a partir da comparacao entre os testes
de inibicdo de hemaglutinagéo e neutralizagdo em microplaca demonstragdo que o
primeiro pode ser um teste indicado para detectar se ocorreu a circulagdo viral, ndo
sendo o recomendado para determinar a magnitude da epizootia e que o teste de
neutralizagéo € de fato o padrédo-ouro como sugerido na literatura.

Esses achados, em conjunto com o ja observado por outros autores
enfatizam a importéncia das epizootias causadas por doengas neuroinvasivas em
equinos, que elas devem ser usadas como ferramenta preditora da ocorréncia de
casos de encefalites e/ou meningites virais em humanos, determinando desta forma,

uma nova vigilancia das meningites virais em humanos no pais.
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4 CONCLUSOES

Constatou-se uma elevada circulagdo do virus da Encefalite Equina do
Leste entre equinos da area estudada, tendo em vista a deteccdo de um elevado
numero de animais portadores inaparentes.

A idade demonstrou ser um fator ser um fator de exposig¢do ao virus. O
sexo e a utilidade do animal, ndo foram fatores de risco de exposi¢géo ao virus, mas
a proporgao de animais de trabalho acometidos foram maiores quando comparados
com as demais utilidades, demonstrando assim, que os animais de trabalho estao
sob o risco maior de se infectarem.

O teste Inibicdo de Hemaglutinagdo deve ser recomendado como de
triagem em inquéritos sorolégicos desta natureza, tendo em vista a substancial
concordancia observada quando comparado os resultados obtidos com o teste
confirmatério, além dos resultados demonstrados de sensibilidade, especificidade,

valor preditivo positivo e negativo.
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CAPITULO 3

SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS “ANTI-ARBOVIRUS” DE IMPORTANCIA
EM SAUDE PUBLICA EM EQUIDEOS, NO BRASIL — 2007 A 2009.

PREVALENCE OF ANTI-ARBOVIRUSES ANTIBODIES OF PUBLIC HEALTH
IMPORTANCE IN HORSES - BRAZIL — 2007 TO 2009

RESUMO
O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-arbovirus em

equideos em 15 inquéritos sorologicos realizados em nove estados do Brasil por
meio do teste de inibicdo de hemaglutinacdo. Foi realizada coleta de sangue em
4.402 equideos, distribuidos em municipios de fronteira, de ocorréncia de epizootias
e de realizagédo de eventos agropecuarios. Do total de animais que participaram dos
inquéritos 33,3% foram reagentes no teste de inibicado por hemaglutinagéo para um
ou mais dos arbovirus pesquisados, sendo 20,6% para os flavivirus, seguido dos
alfavirus com 14,1% e bunyavirus com 10,1%, onde se observa que a prevaléncia
de animais reagentes para flavivirus foi significativamente maior quando comparada
a dos demais grupos de arbovirus pesquisados (p<0,001). A proporcao de reagbes
positivas nos municipios de ocorréncia de epizootias foi de 42,7%, seguindo das
reagdes nos municipios de fronteira com 29,1% e festa agropecuaria com 28,1%. Os
arbovirus pesquisados encontram-se presentes em todas as regides estudadas,
sendo que a frequéncia difere conforme a regido estudada e a motivacdo do
inquérito. O virus da Encefalite de Saint Louis e o da Encefalite Equina do Leste,
foram os mais reagentes. Reagcbes Monotipicas para anticorpos do virus Rocio, fora
de Sdo Paulo determinam sua presenca em outros estados do Pais. Circularam
outros arbovirus em concomiténcia com as epizootias pelo virus da Encefalite

Equina do Leste.

PALAVRAS-CHAVE: alfavirus, doencas emergentes, sentinela.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the prevalence of antibodies against
arboviruses in horses in 15 serological surveys conducted in nine states in Brazil by
means of the hemagglutination inhibition test. Blood was collected from 4402 horses,
in border municipalities as well as in places where animal diseases have occured
and agricultural events are held. Of the total number of animals that participated in
the survey 33.3% were reactive in the hemagglutination inhibition test for one or
more of arboviroses,. being 20.6% for the flaviviruses, 14.1% for alphavirus and
10.1% bunyavirus, , which shows that the prevalence of animals reagent for flavivirus
was significantly higher when compared to the other groups of arboviruses surveyed
(p<0.001). The proportion of positive reactions in the counties of occurrence of
animal diseases was 42.7%, followed by the reactions in the border counties (29.1%)
and in agricultural festival regions (28.1%). The surveyed arboviruses are present in
all regions studied, and their frequency differs depending on the region studied and
the motivation of the investigation. The St. Louis encephalitis and Eastern equine
encephalitis viruses were the most reactive. Monotypic reactions for antibodies
against Rocio virus, outside Sao Paulo State determine their presence in other
states of the country. Other arbovirus can be found along with the epizootic Eastern

Equine Encephalitis virus.

KEYWORDS: alphavirus, emerging diseases, sentinel.
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1 INTRODUGAO

Os arbovirus sdo conhecidos pela ampla distribuicdo geografica, sendo
encontrados em todos os continentes, preferencialmente nas regides dos tropicos.
Nestas regides as caracteristicas climaticas e ambientais favorecem o contato do
vetor com os hospedeiros vertebrados em todas as estagbes do ano, ao passo que,
nos paises de clima temperado, o ciclo de transmissao € interrompido durante o
inverno (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997).

A importancia das infec¢cbes por arbovirus € observada quando sao
consideradas sua frequéncia e capacidade de aumentar drasticamente o numero de
casos, sua magnitude e capacidade de se manter no ambiente ou emergir como um
problema de saude publica (KUNO & CHANG, 2005).

Dentre os arbovirus conhecidos, apenas oito eram considerados como
responsaveis por quadros de encefalites em equinos e humanos nas Américas,
constituindo uma importante causa de morbi-mortalidade, os virus da Encefalite de
Saint Louis (SLEV), virus da Encefalite Equina do Leste (EEEV), virus da Encefalite
da Califérnia (ECV), virus da Encefalite Equina do Oeste (WEEV), virus da
Encefalite Equina venezuelana (VEEV), virus Rocio (ROCV) e o Virus Powassan
(POWYV). Nos sete primeiros a transmisséo se da por meio de picadas de mosquitos,
enquanto o VPOW é veiculado por picada de carrapatos (KARABATSOS, 1985).
Contudo em 1999, foi detectada a presenca do WNV em Nova lorque, determinado
assim, o risco e a possibilidade de introducado de agentes entdo presentes apenas
no Velho Mundo, para as Américas (PETERSSEN & ROEHRIG, 2001,
FIGUEIREDO, 2007).

A infecgdo em humanos por arbovirus usualmente ocorre nas florestas ou
em suas proximidades e se da pela picada de vetores silvestres previamente
infectados por vertebrados da mata (VASCONCELOS et al., 1998).

Segundo FIGUEIREDO (2007), o risco do surgimento de novos arbovirus
no Brasil estd relacionado com a existéncia de grandes cidades densamente
povoadas que estdo infestadas por mosquitos, como Culex e com caracteristicas

altamente antropofilicas como o Ae. aegypti. Para a detecgéo precoce da introducao
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do WNV, além de vigilancia de aves selvagens, a vigilancia ativa de casos de
meningites virais em humanos e em equinos precisam ser implementadas em todo o
Pais. Como o virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV), o virus da Encefalite Equina
do Leste (EEEV), o virus da Encefalite Equina do Oeste (WEEV) e e o virus da
Encefalite Equina Venezuelana (VEEV) também pode produzir meningoencefalite
em humanos e equinos, em ambas as espécies se faz necessaria a vigilancia para
deteccao desses virus. O virus Rocio (ROCV) ndo causa doenga em animais, sendo
necessaria uma vigilancia para esta meningoencefalite somente em humanos.

Com as crescentes mudancas ambientais € sabido que as arboviroses
sao a atual causa de maior preocupacao entre os agentes emergentes, tanto pela
sua capacidade de disseminagdo como pela severidade das manifestagdes clinicas
levando a elevada letalidade. Desta forma, foi realizado um estudo descritivo do tipo
transversal que teve como objetivo determinar a prevaléncia de anticorpos inibidores
da hemaglutinagdo para os arbovirus estudados em equinos investigados em 15

inquéritos sorolégicos realizados em nove estados do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados 15 inquéritos soroldgicos, envolvendo animais de 36
municipios de nove estados do Brasil (Figura 1), no periodo de janeiro de 2007 a
dezembro de 2009. Participaram dos inquéritos 4.402 equideos de uma populacao
de 6.950 existentes nas localidades de realizagdo do estudo. A partir da coleta de
sangue, foi realizado um estudo transversal, utilizando as amostras de soro de todos

0s animais incluidos nos inquéritos.

FIGURA 1 - Municipios de realizagdo dos inquéritos sorolégico em equinos para
estudo de soroprevaléncia de arbovirus de importadncia em saude
publica — Brasil, 2007 a 2009.

Area de Estudo

Para selecdo dos municipios, trés fatores foram desencadeadores: ser

municipio de fronteira, municipios de ocorréncia de epizootias de enfermidade
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neurolégicas em equinos e de realizagdo de um evento que aglomerasse animais de
varias localidades como eventos agropecuarios e festas do lagco. Assim, foram
realizados quatro inquéritos em municipios onde estavam ocorrendo eventos
agropecuarios, 20 municipios de ocorréncia de epizootias em equinos e 12
municipios que fazem fronteira com a Argentina ou Paraguai.

Os municipios de fronteira foram selecionados tendo em vista a deteccéo
do WNV na Argentina, a facilidade de transito de animais através da fronteira seca
com o Paraguai além do tamanho do municipio, interesse do municipio de participar
do estudo. Os municipios de Ponta Pord/MS e Uruguaiana/RS participaram por dois
anos do estudo, por serem pontos estratégicos para o monitoramento e a vigilancia
de epizootias em animais para o Ministério da Saude. Os animais pesquisados em
um ano, nesses municipios, ndo foram os mesmos estudados no ano seguinte,
tendo em vista a elevada rotatividade dos animais nos locais onde foram realizadas
as coletas.

Dos cinco inquéritos que tiveram como motivagdo a ocorréncia de
epizootias em equinos, o de Camacari/BA foi o unico no qual nido foi possivel
determinar a causa da epizootia. Nos demais a causa morte dos animais se deu
devido a circulacéo do EEEV, diagnosticadas através de RT-PCR.

Dos quatro inquéritos realizados durante eventos agropecuarios, 0s
municipios foram selecionados tendo em vista a magnitude do evento no estado. Os
inquéritos do Mato Grosso do Sul (Tacuru e Rio Verde do Mato Grosso) se deram
em Festa do Laco e o do Parana (Maringa) e do Rio Grande do Sul (Porto Alegre)

ocorreram durante os eventos agropecuarios destes municipios.

TABELA 1 - Numero de animais que participaram do estudo, segundo o Municipio,
UF, coordenadas geograficas e motivagcao para realizagdo do inquérito
sorologico. 2007 a 2009.



ANO | UF MUNICIPIO LATITUDE (Y) | LONGITUDE (X) MOTIVAGAO N2 ANIMAIS
PONTA PORA 22°32'10"S 55°43'32"0 FRONTEIRA 335
MS TACURU 23°37'57"S 55°00'57"0 FERA 258
AGROPECUARIA
FOZ DE IGUAGU 25°32'52"S 54°35'17"0 FRONTEIRA 374
PR MARINGA 23°25'31"S 51°56'19"0 FERA 283
2007 AGROPECUARIA
BARRACAO 26°15'15"S 53°38'00"0 FRONTEIRA 15
ALEGRETE 29°46'59"S 55°47'31"0 FRONTEIRA 37
oS ~ITAQUI 29°07'31"S 56°33'11"0 FRONTEIRA 81
SAO BORJA 28°39'38"S 56°00'16"0 FRONTEIRA 84
URUGUAIANA 29°45'17"S 57°05'18"0 FRONTEIRA 98
BA CAMACARI 12°41'51"S 38°19'27"0 EPIZOOTIA 264
PONTA PORA 22°32'10"S 55°43'32"0 FRONTEIRA 326
M> RIO VERDE DO MATO GROSSO | 18°55'05"S 54°50'39"0 FEIRA 304
AGROPECUARIA
URUGUAIANA 29°45'17"S 57°05'18"0 FRONTEIRA 319
RS PORTO ALEGRE 30°01'59"S 51°13'48"0 FEIRA 299
AGROPECUARIA
2008 DIONISIO CERQUEIRA 26°15'18"S 53°38'23"0 FRONTEIRA 58
SAO MIGUEL DO OESTE 26°43'31"S 53°31'05"0 FRONTEIRA 48
GUARACIABA 26°35'57"S 53°31'05"0 FRONTEIRA 39
> GUARUJA DO SUL 26°23'07"S 53°31'40"0 FRONTEIRA 26
IRACEMINHA 26°49'21"S 53°16'28"0 FRONTEIRA 22
SAO JOSE DO CEDRO 26°27'18"S 53°29'39"0 FRONTEIRA 23
Sp CAMPINAS 22°54'20"S 47°03'39"0 EPIZOOTIA 319
JAGUARIBE 05°53'26"S 38°37'19"0 EPIZOOTIA 164
¢t VARZEA ALEGRE 06°47'20"S 39°17'45"0 EPIZOOTIA 141
PA CACHOEIRA DO ARARI 01°00'41"S 48°57'48"0 EPIZOOTIA 297
BELEM DO BREJO DO CRUZ 06°11'19"S 37°32'09"0 EPIZOOTIA 2
BREJO DO CRUZ 06°20'55"S 37°29'54"0 EPIZOOTIA 25
CAJAZEIRINHAS 06°57'40"S 37°48'22"0 EPIZOOTIA 2
CONDADO 06°54'35"S 37°36'03"0 EPIZOOTIA 2
COREMAS 07°00'52"S 37°56'45"0 EPIZOOTIA 5
PATOS 07°01'28"S 37°16'48"0 EPIZOOTIA 9
2009 PAULISTA 06°35'38"S 37°37'27"0 EPIZOOTIA 47
PB PIANCO 07°11'53"S 37°55'45"0 EPIZOOTIA 1
POGO JOSE DE MOURA 06°34'30"S 38°30'43"0 EPIZOOTIA 13
SAO BENTINHO 06°54'04"S 37°43'45"0 EPIZOOTIA 6
SAO BENTO 06°29'10"S 37°27'02"0 EPIZOOTIA 11
SAO FRANCISCO 06°37'08"S 38°05'40"0 EPIZOOTIA 1
SAO JOAO DO RIO DO PEIXE 06°43'45"S 38°26'56"0 EPIZOOTIA 33
SAO JOSE DO BREJO DO CRUZ | 06°12'46"S 37°21'08"0 EPIZOOTIA 30
VISTA SERRANA 06°44'18"S 37°34'00"0 EPIZOOTIA 1
TOTAL 4.402
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Instrumentos utilizados

Para desenvolvimento dos trabalhos foi preenchida uma resenha
individual para cada animal (Anexo 3) contendo os dados e as informacdes
consideradas de relevancia.

Com as informagbes foi elaborado um banco de dados, contendo:
municipio, Unidade Federada, nome e/ou numero do animal, local de realizagdo do
inquérito, idade, sexo, utilidade, motivacdo da realizagdo do inquérito, histérico

vacinal contra EE e o resultado do teste sorologico.

Caracteristicas dos animais

Os animais foram selecionados a partir da anuéncia dos proprietarios e
observacéo do seu estado geral. Foi coletado sangue de todos os animais colocados
a disposicéo do estudo, independente do sexo, idade, estado nutricional, historico de
vacinagao contra EE e estado de saude.

N&o existiu um padrao unico no perfil do tipo de criagdo dos animais do
estudo, tendo sido coletado de animais de alto padrao racial e genético, animais sem
raca definida, mesticos, de grandes haras, fazendas, pequenas propriedades,
animais de tragdo (carroceiros), de esporte (festa do lago, vaquejada, hipismo)
inclusive animais de exposi¢ao.

Os animais com historico de vacinagdo contra EE n&o entraram na
analise no momento de avaliagdo dos dados sobre alfavirus, tendo em vista a

impossibilidade de diferenciagéo entre anticorpos vacinais e de infecg¢ao.

Coleta de material

As coletas de sangue e resenha dos animais foi conduzida por médicos
veterinarios com apoio dos funcionarios das propriedades, sob a coordenagéo do
grupo de profissionais do Ministério da Saude. Foram coletados 10 mL de sangue da
veia jugular em tubos vacuteiner utilizando agulhas de calibre 25x8, que em seguida
foram colocados para dessorar. Ap6s retragdo do coagulo, foi feito a centrifugacéo
do sangue por cinco minutos a uma rotacdo de 68.8 (g). O soro foi separado com

auxilio de pipetas automaticas e acondicionado em flaconetes criogénicos,
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devidamente identificados com a numeracao igual a do tubo vacuteiner, vedados
com fita adesiva e congelados em nitrogénio liquido.

O material coletado foi encaminhado para o Instituto Evandro Chagas/PA
para pesquisa de anticorpos contra os flavivirus, bunyavirus e alfavirus e Instituto
Adolfo Lutz/SP para pesquisa de anticorpos conta os alfavirus e flavivirus, por meio

do teste de inibicdo de hemaglutinagao (IH).

Teste de Inibicao de Hemaglutinagao

Para os exames sorologicos foi empregada a técnica de IH de acordo
com CLARK & CASALS (1958) e adaptado para microplacas por SHOPE (1963).
Primeiramente, as amostras de soro foram tratadas por acetona: 50 pL do soro
foram colocados em um tubo 13/100 mm, onde foi acrescentado 0,45 mL de cloreto
de sédio a 0,85%; 6 mL de acetona a 100%. ApoOs agitacdo os tubos foram
incubados a 4°C por 5 min, centrifugado a 2.52 (g) por 1 min. O sobrenadante foi
desprezado e 6 mL de acetona a 100% foram acrescentados e os tubos foram
incubados a 4°C por uma hora, centrifugada a 37,8 (g) por 5 min e o sobrenadante
foi desprezado. O tubo com o depésito foi colocado para secar em bomba de vacuo
por uma hora. Apés este tempo, foi hidratado com 0,5 mL de solugdo de borato
salina pH 9,0, adicionados 0,6 mL de suspensdo de hemacias de ganso em
albumina bovina 0,4% em pH 9,0 (1:6), centrifugado a 37.8 (g) por 15 min e
transferido o sobrenadante para um outro tubo 13/100mm de ensaio e desprezado o
sedimento de hemacias.

No momento da analise dos dados foram considerados os animais
reagentes para os seguintes arbovirus: EEEV, WEEV, MUCV (VEEV, subtipo 1lIA),
MAYV, SLEV, ROCV, CACV, IGUV, ILHV, MAGV, VTC e OROV.

Na segunda etapa, os soros que apresentaram anticorpos para qualquer
um desses arbovirus foram entdo titulados até uma diluicdo 1: 1280. Para etapa de
titulagdo, foi adicionado no primeiro orificio da microplaca 25 pyL do soro tratado;
sendo acrescentado 25 pL de albumina bovina 0,4% em pH 9,0 do 1° ao 6° orificio
da microplaca; transferido 25 pL do primeiro ao sexto orificio da microplaca;
adicionado 25 pL do antigeno do diluido com quatro unidades, a placa foi incubada a

4° C por 12 horas, adicionados 50 pL de hemacia de ganso em DGV (Dextrose,
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Gelatina, Veronal) 1:5 diluido em pH 6,4; posteriormente, a microplaca foi agitada e
encubada por 30 min em estufa a 37°C. A leitura foi feita observando a
sedimentagcdo das hemacias de ganso nos soros, uma vez que 0s anticorpos
especificos presentes no soro testado estéo inibindo a atividade hemaglutinante do
virus (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994).

Os soros foram titulados a partir de 1:20 até de 1:1280, sendo o ponto de
corte (cut-off) 1:20. As respostas de anticorpos anti-arbovirus detectados nos
equinos foram classificadas em RM aquelas amostras com presenca de anticorpos
com titulos = 1:20 para um alfavirus e reagdes heterotipicas ou RC as amostras com
presenca de anticorpos com titulos = 1:20 para mais de um arbovirus de um mesmo
grupo.

Nos testes de IH realizados no Instituto Adolfo Lutz/SP n&o foram
pesquisados anticorpos contra os bunyavirus e isto se refere as amostras
procedentes dos inquéritos realizados em Santa Catarina e Sao Paulo.

Os resultados para flavivirus provenientes dos estados da Regido Sul
(RS, SC e PR) foram dados publicados por VIANNA (2010), entretanto neste estudo
os flavivirus foram comparados com outros arbovirus detectados na regido e
também sob a sua importancia no contexto nacional, frente aos diferentes enfoques

epidemioldgicos observados.

Variaveis estudadas

Os animais foram cadastrados por municipio e localidade, segundo o
sexo, faixa etaria (< 6 meses, 6 meses a<1ano,1a<a2anos,2<abanos,5as
10 anos e >10 anos), espécie (equino, asinino, muar), utilidade (trabalho, esporte,
passeio, reproducdo e outras), o estado vacinal do animal e a motivagdo da
realizacdo do inquérito: municipio de fronteira, epizootia e feira agropecuaria ou
similar.

Para analise dos resultados observados no IH foram construidas tabelas
de contingéncia, a partir da qual foram determinadas as prevaléncias estimadas

segundo o tipo de anticorpo observado, considerando as variaveis acima.
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Tamanho da Amostra

O tamanho da amostra nos municipios de fronteira foi definido por
conveniéncia e teve como limitagdo a capacidade do laboratério de processamento
das amostras, disponibilidade dos proprietarios dos animais e funcionarios das
fazendas para atender o grupo de profissionais que faziam a coleta de material,
além do tempo de permanéncia da equipe de coleta em cada municipio.

Nos municipios de ocorréncia de epizootias a amostragem foi de 100%
dos animais das propriedades onde estavam ocorrendo epizootias. Nos eventos
agropecuarios foi coletado sangue de 100% dos animais no momento de entrada

dos animais no parque de exposicéo.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e confrontados pelo teste do qui-
quadrado (X?), admitindo-se nivel de significancia (a) de 0,05 para rejeicdo da
hipétese de nulidade (p<a). As analises foram implementadas utilizando o programa
R 2.13 (http://www.R-project.org).

A associacéo entre a presenga de anticorpos contra os virus pertencentes
aos trés grupos de arbovirus considerados (Flavivirus, Bunyavirus e Alfavirus) e as
variaveis “idade do animal” (< 1 ano, 1 a 5 anos e > 5 anos), “motivagéo do inquérito”
e “utilidade do animal”’ foi analisada separadamente para cada um dos grupos de
arbovirus, considerando que apresentam diferentes perfis epidemiologicos de
transmissdo. Para tanto, foi realizado inicialmente o teste do qui-quadrado para
verificar a associagcédo dessas variaveis com o desfecho em estudo. As variaveis que
apresentaram associacdo com valor critico de p inferior a 0,20 foram incluidas e
testadas no modelo de regressao logistica, a partir da qual foram calculados os

respectivos odds ratios (OR) e intervalos de confianga a 95% (1C-95%).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Participaram deste estudo 4.402 equideos de um total de 6.394 existentes
nas localidades de realizagdo do estudo, onde se verificou uma média de 61
equideos (1 — 720) amostrados por propriedade e uma mediana de dois animais por
fazenda. No total, 93,7% (4125/4402) eram equinos, 4,9% (214/4402) eram muares
e 1,4% (63/4402) asininos.

Considerando a utilidade, pode-se observar que dos animais nos quais foi
possivel resgatar a finalidade com que eram criados, 47,0% (1761/3743) serviam
para o trabalho e lida diaria das fazendas, 36,1% (1352/3743) para a pratica do
esporte, 11,2% (421/3743) para passeio, 4,3% (160/3743) para reproducéo e 1,3%
(49/3743) para outras utilidades.

Os municipios de fronteira contribuiram com 42,0% (1850/4402) dos
animais que participaram do estudo, 32,0% (1406/4402) corresponderam a animais
de areas com ocorréncia de epizootias e 26,0% (1146/4402) com animais que
participavam de eventos agropecuarios. Dos animais com historico vacinal contra
EE, 62,0% (1909/3078) ndo eram vacinados.

Do total de animais que participaram dos inquéritos, 33,3% (1466/4402)
foram reagentes para um ou mais dos arbovirus pesquisados, sendo 20,6%
(906/4402) para os flavivirus, seguido dos alfavirus com 14,1% (622/4402) e dos
bunyavirus (444/4402) com 10,1% (Figura 2), onde se observa que a prevaléncia de
animais reagentes para flavivirus foi significativamente maior quando comparada a

dos demais grupos de arbovirus pesquisados (p<0,001).
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FIGURA 2 — Percentual de animais regentes ao teste de IH, detectados nos
inquéritos soroldgicos em equinos, segundo o grupo de virus — Brasil,
2007 a 2009.

Quando comparadas as propor¢cdes dos animais positivos no teste,
segundo o grupo de arbovirus, 61,8% (906/1466) foram reagentes para flavivirus,
42,4% (622/1466) para alfavirus e 30,2% (444/1466) para os bunyavirus
pesquisados (Figura 3). A proporcdo de animais reagentes para flavivirus foi
significativamente maior quando comparada com a propor¢ao dos demais grupos de
arbovirus (p<0,001). Isto sugere uma maior dispersao dos flavivirus nesta populacao
animal, e esta deteccdo esta diretamente ligada predile¢cdo do vetor infectado por
sangue de aves e de equinos. Esta informag¢do é compartilhada por GOULD et al.
(2003), quando se referem sobre a presenca dos flavivirus em todos os continentes,

com excec¢ao da Antartida.
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FIGURA 3 — Numero de animais reagentes ao teste de IH, detectados nos inquéritos
sorolégicos em equinos, segundo o tipo de arbovirus e o tipo de reacao

(monotipica ou cruzada) — Brasil, 2007 a 2009.

Dos 1466 animais positivos, a propor¢cao de reagentes para apenas um
grupo de arbovirus foi de 70,7% (1036/1466), significativamente maior que a
propor¢cdo de animais reagentes para dois ou trés grupos (p<0,001). Entre os
reagentes para apenas um grupo de arbovirus, 50,9% (528/1036) foram positivos
para flavivirus, 33,3% (345/1036) para alfavirus e 15,7% (163/1036) para
bunyavirus, proporg¢des significativamente diferentes entre si (p<0,001). Dos animais
reagentes para dois grupos de arbovirus, 43,2% (153/354) positivaram para os
flavivirus e bunyavirus simultaneamente, 42,9% (149/354) para os flavivirus e
alfavirus e 14,7% (52/354) para os alfavirus e bunyavirus, observando-se menor
frequéncia de associagdo entre alfavirus e bunyavirus em relacdo as demais
(p<0,001).

Considerando individualmente os arbovirus detectados no estudo,
ocorreram 2875 reacbes, divididas entre as monotipicas e as inespecificas ou
reacdes cruzadas. Destas, 18,3% (525/2875) foram reagentes para o SLEV, seguida
do EEEV com 15,2% (436/2875), ILHV com 13,7% (384/2875), MAGV com 12,8%
(368/2875), WEEV com 12,6% (363/2875), flavivirus inespecificos com 7,1%
(203/2875), IGUV com 6,1% (175/2875), TCMV com 5,4% (156/2875), ROCV com
2,4% (68/2875), CACV e OROV com 1,9% (56/2875) cada, MUCV com 0,8%
(23/2875), MAYV com 0,8% (22/2875), bunyavirus inespecificos com 0,6% (16/2875)
e alfavirus inespecificos com 0,5% (14/2875) (Figura 4). A proporgédo de animais
positivos para o SLEV foi significativamente maior quando comparada com a dos
demais arbovirus (p<0,05) e ndo houve diferenga significativa entre a proporgcédo de
animais positivos para o ILHV e aqueles positivos para WEEV (p>0,05), sugerindo
assim uma maior circulagédo de anticorpos do SLEV no Brasil.

Os resultados demonstraram que além da maior frequéncia do EEEV,
existe uma diversidade de arbovirus circulantes nas diversas regides estudadas, em
proporgdes diferentes. A baixa deteccdo de anticorpos para os bunyavirus pode
estar ligada diretamente a sua presencga ser maior na regido norte do pais, 0 mesmo
acontecendo com o MAYV e MUCV.
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Estudos descritos por KOTAIT et al. (1992), ACHA & SZYFRES (2003),
FLORES (2007), RIET-CORREA et al. (2007) e CDC ( 2010) em varias partes das
Américas demonstraram a presenca de anticorpos e isolamento viral em equideos
dos mais diversos arbovirus de importancia em saude publica, como WNV, EEEV,
WEEV, VEEV, SLEV, MAYV, OROV, o que determina, que estes resultados devem
ser analisados sob o ponto de vista de que estes animais sao importantes
indicadores da presencga de circulagéo dos virus na area e que 0s mesmos nao sao
fonte de dispersao do agente e nem de risco para a populagédo ou para os animais

Em trabalho realizado na Amazdnia Brasileira e no Mato Grosso do Sul,
RODRIGUES et al., (2010) demonstraram que no teste de IH, 17,7% (248/1401) das
amostras de soro foram RM, das quais 55,2% (137/248) foram reagentes contra
SLEV. Foi detectada RC em 27,1% (380/1401) das amostras, resultados
semelhantes aos encontrados neste estudo, fato que confirma a elevada circulagao

e grande dispersao destes agentes nas diversas regides do pais.
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FIGURA 4 — Numero de animais reagentes no teste de IH, detectados nos inquéritos
sorolégicos em equinos, segundo o tipo de arbovirus pesquisado —
Brasil, 2007 a 2009.
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Em relacéo ao sexo dos animais que participaram do estudo, ndo houve
diferenca significativa entre os animais reagentes, ja que 50,6% dos reagentes
(703/1388) eram fémeas e 49,4% (685/1388) eram machos (p>0,05) (Figura 5).

50,6% 49,4%

=EMACHO ®mFEMEA

FIGURA 5 — Percentual de animais reagentes ao teste de IH, detectados nos
inquéritos sorologicos em equinos, segundo o sexo do animal — Brasil,
2007 a 2009.

Dos 3942 animais dos quais foi possivel determinar a idade, 33,6%
(1323/3942) foram reagentes para os arbovirus pesquisados, entretanto pode-se
observar que a proporgcédo de animais reagentes para arbovirus na faixa etaria entre
“5 e 10 anos” foi significativamente maior quando comparada as demais categorias
de idade (p<0,001). Considerando a propor¢ao de animais reagentes para arbovirus
segundo a faixa etaria, a proporgdo de animais “> 10 anos” e de “5 a < 10 anos”
reagentes foi significativamente maior que nas demais categorias (p<0,05), e néo
houve diferenca significativa entre estas duas categorias (p=0,9) (Tabela 2). Desta
forma, observa-se que existe associacao entre ser positivo ao teste e a idade do
animal, o que sugere que a idade do animal pode ser um fator de risco para o
contato com arbovirus, ou seja, quanto mais velho o animal, maior o risco de contato
com um vetor infectado.

FERNANDEZ et al. (2000) e VIANNA (2010), em trabalhos realizados
com equinos na Regido Sul, corroboram com os resultados deste estudo.
Diferentemente dos resultados obtidos, o estudo realizado por MARLENEE et al.,
(2004) no Meéxico demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa
entre animais reagentes e nao reagentes para os flavivirus em animais de uma
mesma faixa etaria, sugerindo a idade ndo ser um fator que possa ter contribuido
para a positividade. Apesar de resultados divergentes, é sugestivo que a idade seja

um fator de risco, tendo em vista o tempo de exposicao.
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TABELA 2 - Numero de animais reagentes para o teste de IH, detectados nos
inquéritos sorolégicos em equinos, segundo a faixa etaria e por faixa
etaria. Brasil, 2007 a 2009.

0, 0,

FAIXA ETARIA | N© REAGENTES % REAGEI::;;;OR FAIXA | % REAGENTEE:;S&NDO A FAIXA TOTAL
< 6 meses 22 1,7 23,9 92
6 mesesa<1lano 30 2,3 16,1 186
la<2anos 140 10,6 21,2 660
2a<5anos 354 26,8 33,3 1063
5a<10anos 467 35,3 39,9 1171
> 10 anos 310 23,4 40,3 770
TOTAL 1323 100 33,6 3942

Quando foi considerada a utilidade do animal, pode-se observar que
53,1% (633/1050) dos animais reagentes eram utilizados para o trabalho diario das
fazendas ou localidades, seguido dos animais para a pratica do esporte com 31,0%
(387/1050) e passeio com 10,9% (136/1050). A propor¢cdo de animais reagentes
utilizados para o trabalho foi significativamente maior quando comparada com as
demais categorias (p<0,001). Entretanto, quando se observa a prevaléncia de
animais reagentes dentro de cada utilidade, os animais de trabalho reagentes ao
teste representaram 36,9% (633/1761), animais de passeio 32,3% (136/421) e de
esporte 28,6% (387/1352) (Tabela 3). Nao houve diferenca significativa entre ser
reagente nos animais utilizados para trabalho, passeio e reprodugao (p>0,05). Desta
forma, conclui-se que apesar de n&o existir associagéo entre ser positivo no teste
dentro de cada utilidade do animal, existe uma importante diferenga estatisticamente
significativa entre as utilidades dos animais quando comparadas entre elas.

KOMAR (2003) e HAYES et al.(2005), consideram que a transmissao das
arboviroses para os animais depende da abundancia de vetores infectados, dos
padrées de alimentagdo e ecoldgicos locais e do grau de exposi¢cao destes
hospedeiros a insetos hemato6fagos. Assim, os animais utilizados para o trabalho e

lida diaria de uma fazenda, ou animais de carroceiros, aparentemente estdo mais
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sujeitos ao contato com o vetor infectado que um animal de passeio ou de esporte,
que em sua maioria sédo animais que vivem estabulados e tém um deslocamento
mais restrito, fato que explica as diferengas observadas quando comparados os

animais reagentes entre as diversas categorias.

TABELA 3 - Numero de animais reagentes para o teste de IH, detectados nos
inquéritos sorolégicos em equinos, segundo a utilidade e por utilidade.
Brasil, 2007 a 2009.

% REAGENTES POR % REAGENTES SEGUNDO A

UTILIDADE | N2 REAGENTES UTILIDADE UTILIDADE TOTAL
TRABALHO 633 52,0 35,9 1761
ESPORTE 387 31,8 28,6 1352
PASSEIO 136 11,2 32,3 421
REPRODUGAO 48 3,9 30,0 160

OUTRO 14 1,1 28,6 49

TOTAL 1218 100,0 32,5 3743

Ao avaliar o percentual de reacdes positivas no estudo, observa-se que a
proporcdo de reagdes nos municipios com ocorréncia de epizootias foi de 42,7%
(843/1972), seguido das reag¢des nos municipios de fronteira com 29,1% (574/1972)
e festa agropecuaria com 28,1% (555/1972) (Tabela 4). A propor¢ao de reacgdes
observadas nos municipios com epizootia foi significativamente maior quando
comparada com as demais motivagdes para realizagao dos inquéritos (p<0,001), fato
que poderia ser esperado, mas € importante considerar a abundancia observada de

anticorpos de outros arbovirus diferente do causador da epizootia.

TABELA 4 — Numero de reagbes positivas por grupo de arbovirus detectadas no

teste de IH, segundo a motivacao do inquérito sorolégico.



89

ALFAVIRUS % |FLAVIVIRUS % |BUNYAVIRUS % |TOTAL %
EPIZOOTIA 242 28,7 421 49,9 180 21,4| 843 42,7
MUNICIPIO DE FRONTEIRA 126 22,0 315 54,9 133 232| 574 29,1
FESTA AGROPECUARIA 254 45,8 170 30,6 131 236| 555 28,1
TOTAL DE REACOES 1972 100,0

Nao houve diferenga significativa entre as propor¢cdes de animais
reagentes para os flavivirus nos municipios de fronteira e com ocorréncia de
epizootias (p>0,05) e nos eventos agropecuarios, a propor¢ao de reacdes positivas
foi significativamente menor (p<0,001). Para os alfavirus, a propor¢ao de reagdes foi
significativamente maior em animais de eventos agropecuarios (p<0,001), e para os
bunyavirus ndo houve diferenca entre as categorias (p>0,05).

Fato importante observado no estudo foi que apesar das epizootias
registradas serem por alfavirus, o grupo de virus mais encontrados nos municipios
com epizootias foram os flavivirus, sugerindo uma circulagdo dos dois grupos de
virus na mesma area. A maior prevaléncia de anticorpos para os alfavirus em
animais de eventos agropecuarios sugere a dispersao deste virus nas diversas
regides do Pais, tendo em vista a caracteristica de deslocamento destes animais ser
maior que dos animais de fronteira e de municipios de ocorréncia de epizootia. Estes
resultados respaldam, estudos realizados por MONATH et al. (1985), por
FERNANDEZ et al. (2000) e por PAUVOLID-CORREA (2008).

Considerando os alfavirus, as variaveis “idade do animal” e “motivacao do
inquérito” apresentaram associagédo com o desfecho em estudo (p<0,001), enquanto
que a variavel “utilidade do animal” ndo apresentou associacao (p>020) e, portanto
nao foi incluida no modelo final (Tabela 5).

A frequéncia dos alfavirus foi de 59,8% (347/1911) em animais com idade
acima de cinco anos, em festa agropecuaria e municipios de epizootias foi de 40,8%
(254/1146) e 38,9% (242/1406), respectivamente, além da frequéncia de 47,2%
(242/1761) e 36,3% (186/1352) em animais utilizados para o trabalho e esporte,
demonstrou a vasta distribuicdo nos alfavirus nos Estados e que os perfis acima

descritos sugerem serem fatores de risco para o contato com este grupo de virus,
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tendo em vista o tempo de exposicdo e facilidade de deslocamento para
participarem de eventos esportivos ou feiras (Tabela 5).

Ponderando os animais reagentes para os alfavirus em municipios de
ocorréncia de epizootias, os animais com idade entre um e cinco anos apresentaram
uma frequéncia de 19,2% (93/482), os maiores de cinco anos de 17,9% (122/679) e
menores de um ano de 10,4% (15/144) com o p<0,05. Portanto, néo houve diferenca
significativa entre as idades, o que sugere que todos estiveram sob o0 mesmo risco
de contato com o agente, tendo em vista que os inquéritos foram realizados logo
apos a ocorréncia das epizootias (Tabela 5).

Nos eventos agropecuarios, 30,6% (45/147) dos animais com mais de
cinco anos foram reagentes para os alfavirus, 17,1% (100/582) daqueles em idade
entre um a cinco anos e 13,3% (2/15) menores de um ano também foram reagentes
ao teste, (p<0,001), sugerindo que nestas condi¢des a idade, devido ao tempo de
exposicdo do animal no meio ambiente se apresentou um fator de risco para a

positividade no teste (Tabela 5).

TABELA 5 - Frequéncia de animais segundo a presenca de anticorpos contra os
virus do género Alfavirus, e valores do p para selegao de variaveis a

compor 0 modelo de regresséo logistica.

.. Nao Reagente Reagente Total
Variavel p
N % N % N %

Idade

<1lano 261 7,8 17 2,9 278 7,1 0,000

la<5anos 1507 45,2 216 37,2 1723 44,0

> 5 anos 1564 46,9 347 59,8 1911 48,8

Total 3332 100,0 580 100,0 3912 100,0
Motivagao

Fronteira 1724 45,6 126 20,3 1850 42,0 0,000

Evento agropecuario 892 23,6 254 40,8 1146 26,0

Epizootia 1164 30,8 242 38,9 1406 31,9
Utilidade

Esporte 1166 36,7 186 36,3 1352 36,6 0,865

Passeio 357 11,2 64 12,5 421 11,4

Trabalho 1519 47,8 242 47,2 1761 47,7

Produgdo 139 4,4 21 4,1 160 4,3
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Os animais cujas motivagdes dos inquéritos foram eventos agropecuarios
e epizootias apresentaram maior chance de serem reagentes contra alfavirus do que
aqueles provenientes de municipios de fronteira, apresentando OR de 3,52 e 2,69,
respectivamente. Os resultados obtidos para a variavel “idade do animal”
demonstraram um efeito dose-resposta, com incremento significativo do OR a
medida que a idade dos animais aumenta, sugerindo ser a idade um fator de risco

para a infec¢ao para os alfavirus (Tabela 6).

TABELA 6 - Modelo de regresséo logistica entre os animais reagentes para Alfavirus

no teste de IH e as variaveis selecionadas (p<0,20).

Variaveis OR! 1C95%> p
Motivacao

Fronteira 1,00

Evento agropecuario 3,52 2,76-4,48 0,00

Epizootia 2,69 2,11-3,41 0,00
Idade

<1ano 1,00

la<5anos 1,95 1,16-3,28 0,01

> 5 anos 3,15 1,89-5,25 0,00
'oddsratio

? Intervalo de confianga a 95%

Quanto ao género Bunyavirus, todas as variaveis analisadas
apresentaram associagéo com o desfecho em estudo (p<0,20), com destaque para a
variavel “motivagao”, que apresentou valor de p<0,001 (Tabela 7). As variaveis
foram adicionadas em ordem de significancia estatistica: motivacédo do inquérito,
idade do animal e utilidade do animal.

Considerando os animais reagentes para os bunyavirus em municipios de
ocorréncia de epizootias, os animais com idade entre um e cinco anos apresentaram
uma frequéncia de 16,6% (80/482), os maiores de cinco anos de 12,0% (82/679) e
menores de um ano de 7,6% (11/144) com o p<0,05. Portanto, ndo houve diferenca
significativa nos animais reagentes para os bunyavirus considerando as idades dos
animais em areas de epizootias, tendo em vista que as epizootias ocorridas na area

foram pelo EEEV, sugerindo que a circulagao deste agente pode nao ser recente.
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Fato de relevancia a ser considerado é que apesar deste grupo de virus
ser bastante descrito na Regido Norte do Brasil, o resultado mostrou sua presenca
em outras regides do Pais independentes da motivacéo do inquérito, sugerindo uma
possivel disseminacédo deste agente por meio de vetores e reservatérios. A menor
quantidade de vetor dos bunyavirus em determinadas areas de realizagédo dos
inquéritos € um fator que, em conjunto com a baixa predilecdo por sangue de
equinos pode ter interferido para uma menor detecgdo de anticorpos nos animais

testados, se comparado com os outros dois grupos de virus pesquisados.

TABELA 7 - Frequéncia de animais segundo a presenca de anticorpos contra os
virus do género Bunyavirus, e valores de p para selecao de variaveis a

compor o modelo de regresséo logistica.

Variavel N3o Reagente Reagente Total p
N % N % N %
Idade do animal
<1ano 262 7,4 16 4,1 278 7,1 0,033
l1a<5anos 1555 44,1 168 43,2 1723 44,0
> 5 anos 1706 48,4 205 52,7 1911 48,8
Motivacdo do inquérito
Fronteira 1717 43,4 133 30,0 1850 42,0 0,000
Evento agropecuario 1015 25,6 131 29,5 1146 26,0
Epizootia 1226 31,0 180 40,5 1406 31,9
Utilidade do animal
Esporte 1249 37,2 103 30,8 1352 36,6 0,101
Passeio 382 11,4 39 11,7 421 11,4
Trabalho 1582 47,1 179 53,6 1761 47,7
Producao 147 4,4 13 3,9 160 4,3

Animais cujos inquéritos foram motivados por eventos agropecuarios ou
epizootias apresentaram maior chance de serem reagentes contra anticorpos
resultantes de infecgdes por bunyavirus do que aqueles provenientes de municipios
de fronteira, apresentando OR de 1,69 e 2,66, respectivamente (Tabela 8). Isto pode
ter sido observado devido os municipios de fronteira estar localizados nas regiées

sul e centro-oeste do pais, onde estes virus sdo pouco descritos. Entretanto, se faz
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necessaria também a realizagdo de estudos correlacionando com a presenca de
potenciais vetores desses virus na area de fronteira.

Os resultados obtidos para a variavel “idade do animal” demonstraram um
efeito dose-resposta, com incremento do OR a medida que a idade dos animais
aumenta. Entretanto, apenas a categoria “> 5 anos” esteve significativamente
associada a presenca de anticorpos contra bunyavirus (OR=1,87) quando
comparada com a categoria “< 1 ano” (baseline). Neste caso, esta bastante
sugestivo que os animais mais velhos se expuseram ao virus por mais tempo. A
variavel “utilidade do animal” n&do apresentou associagédo significativa com o
desfecho em estudo. A despeito disso, optou-se por deixa-la no modelo como

variavel de ajuste (Tabela 8).

TABELA 8 - Modelo de regressdo logistica entre os animais reagentes para

Bunyavirus no teste de IH e as variaveis selecionadas (p<0,20).

Variaveis OR! IC 95%> p
Motivacdo do inquérito

Fronteira 1,00

Evento agropecuario 1,69 1,20-2,38 0,00

Epizootia 2,66 2,00-3,55 0,00
Idade do animal

<lano 1,00

la<5anos 1,69 0,93- 3,06 0,09

>5 anos 1,87 1,04-3,37 0,04
Utilidade

Esporte 1,00

Passeio 0,97 0,63-1,49 0,90

Trabalho 1,13 0,85-1,50 0,40

Producao 1,11 0,58-2,13 0,75

'oddsratio ° Intervalo de confianga a 95%

Para os flavivirus, todas as variaveis analisadas apresentaram associacao
com o desfecho em estudo (p<0,001). As variaveis foram adicionadas em ordem de
significAncia estatistica: motivacdo do inquérito, idade do animal e utilidade do

animal (Tabela 9).
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Considerando a motivagdo dos inquéritos e a idade do animal, pode-se
observar que nos municipios de ocorréncia de epizootias ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparadas as prevaléncias de animais
positivos segundo a faixa etaria, onde em animais > 5 anos foi de 31,6% (215/679),
em animais de idade entre um a cinco anos foi de 31,3% (151/482) e em menores
de um ano foi de 20,8% (30/144). Estas informacdes nao diferem dos resultados
observados para os alfavirus, onde a idade n&o foi um fator de risco devido a
presencga do virus no momento do inquérito e neste caso parece ser mais devido a

elevada e permanente circulacao deste virus na area.

TABELA 9 - Presenca de anticorpos para o género Flavivirus e valor de p para

selecao de variaveis a compor o modelo de regressao logistica.

L, N3o Reagente Reagente Total
Variavel p
N % N % N %

Idade

<1ano 243 7,9 35 4,3 278 7,1 0,000

l1a<5anos 1419 459 304 37,1 1723 44,0

>5 anos 1430 46,2 481 58,7 1911 48,8
Motivagao

Fronteira 1535 43,9 315 34,8 1850 42,0 0,000

Evento agropecuario 976 27,9 170 18,8 1146 26,0

Epizootia 985 28,2 421 46,5 1406 31,9
Utilidade

Esporte 1122 38,4 230 29,8 1352 36,6 0,000

Passeio 342 11,7 79 10,2 421 11,4

Trabalho 1333 45,6 428 55,4 1761 47,7

Producao 125 4,3 35 4,5 160 4,3

Animais cujos inquéritos foram motivados por eventos agropecuarios
apresentaram efeito protetor em relacédo aqueles cuja motivagdo foi municipio de
fronteira, enquanto que aqueles animais amostrados durante epizootias
apresentaram maior chance de serem reagentes para anticorpos contra Flavivirus,
com OR de 0,70 (0,54-0,90) e 2,22 (1,84-2,69), respectivamente. Este efeito protetor

parece ser devido a baixa frequéncia dos flavivirus nos municipios onde foram feitos
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inquéritos motivados por eventos agropecuarios, ou pouca presenga do vetor
infectado, ja que os estados foram os mesmos dos municipios de fronteira.
Entretanto, se faz necessario estudo em aves silvestres, aves domésticas e vetores
para confirmar o proposto acima (Tabela 10).

Assim como os demais grupos de arbovirus, a variavel “idade do animal”
demonstrou um efeito dose-resposta, com incremento significativo do OR a medida
que a idade dos animais aumenta. A chance de um animal > 5 anos se infectar com
os flavivirus foi quase duas vezes maior do que animais entre um a cinco anos,
demonstrando que o maior tempo de exposi¢céo, associados a presenga do virus e
do mosquito vetor na area foram os fatores desencadeadores da infecgao.

A variavel “utilidade do animal” ndo apresentou associagéo significativa
com o desfecho em estudo, exceto pela categoria “passeio”, que apresentou efeito
protetor em relagcéo as demais categorias (Tabela 10), fato que difere dos resultados
de VIANNA (2010), que demonstrou a existéncia uma relagcéo entre a utilidade e se

infectar com os flavivirus na Regiao Sul do Brasil.

TABELA 10 - Modelo de regressao logistico para reagentes aos anticorpos por

Flavivirus.

Variaveis OR! IC 95%> p
Motivagao

Fronteira 1,00

Evento agropecuario 0,70 0,54-0,90 0,01

Epizootia 2,22 1,84-2,69 0,00
Idade

<1lano

la<5anos 1,71 1,14-2,57 0,01

>5 anos 2,43 1,63-3,64 0,00
Utilidade

Esporte

Passeio 0,67 0,49-0,92 0,01

Trabalho 1,10 0,90-1,35 0,35

Producao 0,98 0,64-1,51 0,93

Toddsratio

? Intervalo de confianca a 95%
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PHOUTRIDES et al. (2010), em estudo realizado em Porto Rico,
demonstraram a importancia da utilizacdo de equinos para a vigilancia dos
arbovirus, em especial para aqueles que estes animais apresentam manifestacao
clinicas, como o EEEV, WEEV, VEEV e WNV.

Acrescenta-se aos dados a proporgcdo de animais reagentes nos
municipios de ocorréncia de epizootias pelo EEEV, pesquisados no teste de IH,
onde foi maior no Ceard com 32,1% (186/580), seguido da Paraiba com 21,0%
(122/580), Para e Sao Paulo com 18,6% (108/580) e 18,3% (106/580),
respectivamente. A propor¢do de animais reagentes para arbovirus no Ceara foi
significativamente maior quando comparada a dos demais Estados (p<0,001).
Entretanto ndo houve diferenca significativa entre as propor¢des observadas na
Paraiba, no Pard e em S&o Paulo (p>0,05). Quando analisado o percentual de
positividade em cada inquérito, o Ceara apresentou 61,0% (186/305) de animais
reagentes para os arbovirus, seguido da Paraiba com 53,9% (122/226), Para com
36,4% (108/297) e Sao Paulo com 33,2% (106/319), demonstrando n&o haver
diferenca significativa entre o percentual de animais reagentes no Ceara e aqueles
reagentes na Paraiba (p>0,05), mas foi significativa a diferengca quando comparada
as observadas no Ceara e Paraiba com os demais estados (p<0,001)(Tabela 11).

Estudos realizados por PEREIRA et al., (1964) encontraram anticorpos
neutralizantes e hemaglutinantes em sete equinos 33,3% (6/18) em epizootia pelo
EEEV ocorrida em Itaporanga/SP; e FERNANDEZ et al. (2000) relataram uma
epizootia em equinos do Parana onde foram demonstrados a presenga de
anticorpos do EEEV em todos os animais testados. Estes resultados se assemelham
aos observados neste estudo, que determinou elevadas prevaléncias de anticorpos
contra o virus causador da epizootia na area.

Nos municipios de fronteira, o RS apresentou uma proporgéo de 38,3%
(175/457) de positividade para os arbovirus estudados a frente do MS com 35,9%
(164/457). Nao houve diferenca significativa entre as propor¢ées de animais
reagentes para arbovirus no RS e aqueles do MS (p>0,05). Quando comparados
separadamente, o RS apresentou uma prevaléncia de 28,3% (175/619), enquanto o
MS de 24,8% (164/661) e o PR foi de 22,9% (89/389) demonstrando n&o haver

diferenca significativa entre a prevaléncia de animais reagentes no RS e aqueles
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reagentes no MS e no PR (p>0,05), sugerindo que ser municipio de fronteira ndo é

um fator de risco para o contato com os arbovirus pesquisados (Tabela 11).

Nos municipios de fronteira, ocorreu a menor detecg¢do de anticorpos dos
arbovirus pesquisados quando comparada com as outras motivagdes dos inquéritos
e isto se deve aparentemente as peculiaridades dos locais e da regido, a facilidade
de proliferagdo dos mosquitos vetores, a presenca de aves silvestres infectadas, ao
tipo de criagdo dos animais, associados ao pouco deslocamento dos mesmos para

outras regides.

Nos trés inquéritos realizados em eventos agropecuarios, 56,2%
(241/429) dos animais reagentes eram do MS, seguido do PR com 30,1% (129/429)
e 0 RS com 13,7% (59/429). A proporgcéo de animais reagentes para arbovirus no
MS foi significativamente maior quando comparada a dos demais estados
(p<0,001). Entretanto, os animais do PR foram os que apresentaram um maior
percentual de animais reagentes ao teste com 43,7% (129/295), seguido do MS com
42,9% (241/562). Nao houve diferenca significativa entre o percentual de animais
reagentes no PR quando comparados com aqueles reagentes no Mato Grosso do
Sul (p>0,05) (Tabela 11). Estudos considerando outras variaveis precisam ser
realizados para auxiliar a hip6tese de que o deslocamento é um fator de risco para o

contato com a diversidade de arbovirus encontrados no pais.

Por fim, os resultados sugerem que a motivacdo da realizagcdo do
inquérito foi um fator determinante para a detec¢gdo de uma maior quantidade de
animais reagentes aos arbovirus estudados, seja pela ocorréncia de epizootia
devido a eminente circulagdo do virus ou de evento agropecuario tendo em vista a

facilidade de deslocamento dos animais que participam de eventos agropecuarios.
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TABELA 11 - Numero de animais reagentes para o teste de IH por UF, segundo a

motivacao do inquérito sorologico.

MS PR RS BA SC SP CE PA PB |TOTAL
Ne REAGENTES | © 0 0 58 0 106 186 108 122 | 580
< |ToTAL 0 0 0 255 0 319 305 297 226 | 1406
=
© | % REAGENTES
o |~ i i _ .
N POR UF 10,0 18,3 32,1 18,6 21,0 | 100,0
w
% REAGENTES
SEGUNDO AUF| - - - 227 - 332 61,0 364 539 -
Ne REAGENTES | 164 89 175 0 29 0 0 0 o | 457
8 < |TOTAL 661 389 619 0 181 O 0 0 0 | 1850
o
& = | 9% REAGENTE
S E % REAG S 359 19,5 383 - 63 - - - - | 100,0
23 POR UF
gE
% REAGENTES
SEGUNDO AUF | 248 229 283 - 160 - - - . .
Z | ToTAL 562 295 289 0 0 0 0 0 0 | 1146
b Q| % REAGENTES 56,2 30,1 13,7 - - - - - - | 100,0
Woa POR UF
2
O | % REAGENTES
< - - - - - _ -
SEGUNDO A UF | *%° 437 204
Ne REAGENTES | 205 218 234 58 29 106 186 108 122 | 1466
TOTAL 1223 684 908 255 181 319 305 297 230 | 4402
—
< 1)
5 % REAGENTES 276 149 160 40 20 72 12,7 7.4 83 | 1000
o POR UF
% REAGENTES
1 31,9 2 227 1 2 61 -
SEGUNDO A UF 331 319 258 z 6,0 332 610 360 530

Assim, os resultados demonstram a ampla distribuicdo de anticorpos

destes virus e eles aquiescem com a recomendacdo da OPAS (1983) a qual

demonstra a importancia das doencas transmitidas por artropodes para a saude
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publica nas Américas e estudos anteriores realizados em humanos e vertebrados
silvestres, nos quais também sao observadas elevadas prevaléncias de anticorpos
desses patdégenos (FERNANDEZ et al., 2000; ARAUJO et al., 2003; TORRES et al,
2004; ARAUJO et al., 2004; ARAUJO et al., 2005; FIGUEIREDO, 2007; PAULOVID-
CORREA, 2008; MEDEIROS, 2009).

Ponderando os arbovirus pesquisados por UF, pode-se observar no
municipio de Camacari/BA, local de ocorréncia de epizootia sem etiologia conhecida,
uma prevaléncia de 22,7% (58/255), sendo 11,7% (30/255) para os alfavirus,
10,6%(27/255) para bunyavirus e 5,5% (14/255) para os flavivirus. A diferenca foi
estatisticamente significativa, entre a proporcao de animais reagentes para os
alfavirus e bunyavirus, quando comparados com a propor¢ao observada para os
flavivirus (p<0,001), entretanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre a proporgcdo observada de animais reagentes para os alfavirus e bunyavirus
(p>0,05), demonstrando uma maior circulagéo de anticorpos destes dois virus.

Os animais reagentes para alfavirus, ndo apresentavam historico de
vacinagéo contra as EE. Do total de reagbes registradas 91,6% (21/23) foram RM
para o EEEV, 8,7% (2/23) para a o WEEV e 23,3% (7/30) foram RC (Tabela 12). A
diferenca entre a proporcdo de RM foi estatisticamente significativa quando
comparada com as RC (p<0,001). Entre as RM a propor¢ao de animais reagentes
para o EEEV foi significativamente maior que a dos demais alfavirus (p<0,001).

Em decorréncia da epizootia ocorrida pelo EEEV nos municipios de
Varzea Alegre e Jaguaribe, no Ceara, observou-se uma prevaléncia de 60,9%
(81/305) para os arbovirus pesquisados, dos quais 51,8% (158/305) foram reagentes
para os flavivirus, 26,5% (81/305) para os alfavirus e 21,9% (67/305) para os
bunyavirus, com diferenga significativa na propor¢édo de animais reagentes entre o
grupo dos flavivirus e os demais (p<0,001). Dos animais positivos para alfavirus,
100% nao tinham histérico de vacinacado prévia contra as EE, 45,7% (37/81)
apresentaram reagc6es monotipicas, 97,3% (36/37) para o EEEV e 2,7% (1/37) para
o WEEV, com diferenca entre as reacdes para o EEEV e o WEEV foi
estatisticamente significativa (p<0,001). Nao houve diferenca significativa entre as
RC e as RM (p>0,05).
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Na Paraiba, do total de animais, foram positivos no teste de IH para
flavivirus 67,6% (127/188), 56,4% (106/188) para alfavirus e 54,3% (102/188) para
bunyavirus, ndo demonstrando diferenga significativa entre a prevaléncia encontrada
para os flavivirus quando comparado com os outros grupos de arbovirus (p=0,07),
apesar de esta epizootia ter sido caracterizada como pelo alfavirus do tipo Leste, o
que indica a circulacdo dos trés grupos dos virus na regido, fato este também
observado na epizootia pelo EEEV ocorrida no Ceara, sugerindo nao haver disputa
entre os grupos distintos de virus, podendo circular simultaneamente na mesma
area e nos mesmos animais simultaneamente.

Com relagéo aos alfavirus detectados, 37,7% (40/188) apresentaram RM
e destas, 90,0% (36/40) para o EEEV, 5,0% (2/40) para o WEEV e 5,00% (2/40)
para o VMUC, demonstrando uma diferenca significativa entre os EEEV e os WEEV
e VMUC (Tabela 12). A proporcdo de RC foi de 62,3% (66/127), que foi
proporcionalmente maior que as rea¢des monotipicas (p<0,02), demonstrando um
grande percentual de RC no teste e o cuidado que deve ser observado pelos
pesquisadores no momento da analise dos resultados laboratoriais.

A prevaléncia observada no do teste de IH para os arbovirus estudados a
partir da epizootia pelo EEEV ocorrida no municipio de Cachoeira do Arari/PA foi de
35,7% (106/297). Do total de animais que participaram do inquérito 25,2% (75/297)
foram reagentes para os flavivirus, 11,8% (35/297) para os bunyavirus e 8,4%
(25/297) para os alfavirus, e a diferenca foi estatisticamente significativa para os
flavivirus quando comparada com os outros grupos de virus, apesar da epizootia ter
sido causada pelo EEEV, o que demonstrou a uma alta circulacdo dos trés grupos
de virus com uma maior circulagao do flavivirus, apesar da epizootia na area ter
ocorrido a partir do EEEV.

Entretanto, considerando as RM para os alfavirus, o EEEV representou
87,5% (14/16) e o WEEV somente 12,5% (2/16) com p< 0,001. Nao houve diferenca
estatistica entre as RM e RC que representaram 64,0% (16/25) e 36,0% (9/25) do

total de animais reagentes para este grupo de virus (p=0,09).



101

TABELA 12 - Numero e percentual de animais reagentes para o teste de IH por UF,
segundo o tipo de alfavirus e tipo de reacéo, nas Unidades Federadas

de ocorréncia de epizootia.

PB % PA % SP % CE % BA % TOTAL %

TOTAL ANIMAIS 226 297 319 305 255 1402
TOTAL REAGENTES 122 54 106 35,7 106 33,2 186 61 58 22,7 578 41,2
REAGENTES ALFAVIRUS 64 28,3 25 84 40 12,5 81 266 30 11,8 240 17,1
RM 25 39,1 16 64 34 85 37 457 23 76,7 135 56,3
EEEV 20 80 14 875 26 76,5 36 973 21 91,3 117 86,7

WEEV 5 20 2 125 8 235 1 27 2 87 18 13,3
MAYV 0 - 0 0 0 0 - 0
MUcCv 0 - 0 0 0 0 - 0

RC 39 60,9 9 36 6 15 44 54,3 7 23,3 105 43,8

No Ceara, os animais reagentes para os bunyavirus, 85,0% (57/67)
apresentaram RM, destas 49,1% (28/57) foram reagentes para o MAGV, seguido do
TCMV com 40,3% (23/57) e o OROV com 10,5% (6/57) (Tabela 13), onde se pode
observar que nao existe uma diferengca estatisticamente significativa entre a
presenca de anticorpos do MAGV e o VTCM (p>0,05), entretanto quando
comparados com o OROV esta diferenca foi significativa (p<0,001), sugerindo uma
maior circulagéo dos dois primeiros bunyavirus na area.

Enquanto que na Paraiba, para os bunyavirus, 39,2% (40/102)
apresentaram RM, sendo 70,0% (28/40) para o MAGV, 15,0% (6/40) para o OROV e
para o TCMV. Portanto, as RC apresentaram uma diferenca estatisticamente
significativa quando comparada com as RM e entre as RM, o MAGV apresentou
uma diferenca estatisticamente significativa frente os demais bunyavirus (p<0,001).

Dos animais reagentes monotipicamente para os bunyavirus no Para,
53,1% (17/32) foram positivos para o OROV, 43,7% (14/32) para o MAGV e somente
3,1% (1/32) para o TCMV (Tabela 13). Portanto n&o houve diferenga estatistica
entre os OROV e MAGV (p=0,61), entretanto a proporcao de animais reagentes para

os dois foram estatisticamente diferente quando comparada com o TCMV (p<0,001)
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TABELA 13 - Numero e percentual de animais reagentes para o teste de IH por UF,
segundo o tipo de bunyavirus e tipo de reacdo, nas Unidades

Federadas de ocorréncia de epizootia.

PB % PA % SP % CE % BA % TOTAL %

REAGENTES BUNYAVIRUS 49 21,7 35 11,8 0 - 67 22 27 10,6 178 12,7
RM 46 939 32 914 0 - 57 85,1 21 77,8 156 87,6
MAGV 29 63 14 43,8 0 - 28 49,1 5 238 76 48,7

TCMV 6 13 1 31 0 - 23 404 16 76,2 46 29,5
OROV 11 23,9 17 53,1 0 - 6 10,5 0 - 34 21,8

0 - 10 14,9 6 22,2 22 12,4

RC 3 61 3 8,6

No que se refere aos flavivirus na Paraiba, 84,4% (31/127) apresentaram
RM, sendo 90.3% (28/31) para o SLEV e 9,7% (3/21) para o ILHV. Portanto, as RC
apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa quando comparada com
as RM e entre as RM, o SLEV apresentou uma diferenga estatisticamente
significativa frente os demais flavivirus (p<0,001).

No Para, as RM para os flavivirus representaram 52,0% (39/75) do total
de animais reagentes para o grupo. Nao houve diferencga estatistica com relagéo as
RC (p<0,001), contudo das RM, o ILHV representou 82,0% (32/39) entre os positivos
do grupo e foi estatisticamente diferente da proporgéo de animais reagentes para o

SLEV que apresentou uma proporc¢éo de 17,9% (7/39) (p<0,001).

TABELA 14 - Numero e percentual de animais reagentes para o teste de IH por UF,
segundo o tipo de flavivirus e tipo de reacdo, nas Unidades

Federadas de ocorréncia de epizootia.

PB % PA % SP % CE % BA % TOTAL %

REAGENTES FLAVIVIRUS 90 39,8 75 25,3 82 25,7 158 51,8 14 55 419 29,9

RM 29 32,2 39 52 21 25,6 28 17,7 8 571 125 29,8
ILHV 3 3,3 32 42,7 10 12,2 4 25 0 - 49 11,7
ROCV 0o - 0o - 0 - 0 - 1 125 1 08
SLEV 25 86,2 7 179 6 28,6 14 50 7 875 59 47,2
CPCV 1 3,4 0 - 0o - 10 35,7 0 - 11 8,8
IGUV 0o - 0o - 5 23,8 0 - 0 - 5 4

6 429 294 70,2

RC 61 67,8 36 48 61 74,4 130 82,3
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Estudos realizados por IVERSSON et al. (1981), IVERSSON et al. (1982),
IVERSSON et al. (1989), DEGALLIER et al. (1992), STRAATMANN et al. (1997),
SHOPE et al. (2002), PAULOVID-CORREA (2008), VIANNA (2009), RODRIGUES et
al. (2010) em varias regides do Brasil, e DIAZ et al. (2008) na Argentina
demonstraram elevadas prevaléncias para os diversos arbovirus pesquisados,
ratificando os resultados deste estudo e demonstrando a capacidade destes agentes
em causar epizootias.

A prevaléncia de animais reagentes encontrada em Sao Paulo foi de
33,2% (106/319) a partir do inquérito sorolégico realizado em decorréncia de
epizootia pelo EEEV ocorrida no municipio de Campinas/SP. Dentre os reagentes,
25,7% (82/319) foram para os flavivirus e 12,5% (40/319) para os alfavirus (Tabela
15), demonstrando uma diferenca estatisticamente significativa apesar da causa da
epizootia ter sido pelo EEEV (p<0,001).

As RM observadas para os alfavirus, em Sao Paulo, também
apresentaram diferengas estatisticamente significativas quando comparadas com as
RC (p<0,001); com 85,0% (34/80) e 15,0% (6/80) respectivamente, e entre as RM a
propor¢cao de animais positivos para o EEEV foi de 76,4% (26/34) e para o WEEYV foi
de 23,5% (8/34) (Tabela 15), com p<0,001, demonstrando uma maior circulagéo do
primeiro quando comparado com o WEEV. Mesmo assim, é bastante sugestiva a
circulagdo dos EEEV e WEEV em locais diferentes devido a competitividade entre os
virus de um mesmo grupo em um mesmo ambiente.

No Mato Grosso do Sul, a prevaléncia de animais reagentes observada
no estudo foi de 33,1% (405/1223) para os arbovirus estudados, sendo maior entre
os animais de feira agropecuaria (Rio Verde do Mato Grosso/MS e Tacuru/MS) com
36,5% (241/661), o que demonstrou ser estatisticamente mais significativo do que
nos animais de fronteira (Ponta Pora/MS), que apresentaram uma prevaléncia de
29,2% (164/562) (p<0,01). Neste caso, os animais de feiras agropecuarias
apresentaram uma média de idade maior que os de fronteira e associado a
facilidade de deslocamento para diversas partes do pais, parecem ter sido os fatores
contributivos para a maior prevaléncia de anticorpos anti-arbovirus nos animais que

participam de feiras agropecuarias.
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Considerando os grupos de arbovirus pesquisados no Parana, a
propor¢cao de animais reagentes foi maior para os alfavirus com 54,3% (70/129),
seguida dos bunyavirus com 42,6% (55/129) e flavivirus com 41,1% (53/129).
Contudo, para os animais reagentes contra os alfavirus pode-se observar diferenca
significativa maior entre os resultados obtidos nos animais de feiras agropecuarias,
quando comparados com os de fronteira (p<0,001) e o inverso pode ser observado
com 0s animais reagentes para os flavivirus, onde a diferenca significativa foi maior
entre os de fronteira quando comparados com os de eventos agropecuarios.

A proporgcdo de animais reagentes para os alfavirus no Rio Grande do
Sul, no evento agropecuario foi de 72,9% (43/59) e nos municipios de fronteira foi de
somente de 16,0% (28/175) (Tabela 15), diferenca estatisticamente significativa
quando comparada as duas motivagdes, sugerindo que o0s animais de eventos
agropecuarios estdo mais sob o risco de ter contato com os alfavirus do que os
animais de municipios de fronteira (p<0,001).

Estudos recentes realizados por PAULOVID-CORREA (2008),
RODRIGUES et al. (2010) e VIANNA (2010), demonstraram resultados semelhantes
aos encontrados neste estudo, apontando que mesmo em areas sem ocorréncia de

epizootias em equinos existe uma elevada circulacéo desses arbovirus.

TABELA 15 - Numero de animais reagentes para o teste de IH por UF, segundo o
tipo de alfavirus e tipo de reacdo, nas Unidades Federadas de

ocorréncia de eventos agropecuarios e de municipios de fronteira.

RIO GRANDE DO SUL PARANA MATO GROSSO DO SUL S. CATARINA

FESTA % MUNIC. % FESTA % MUNIC % FESTA % MUNIC % MUNIC %
AGROP FRONT. AGROP AGROP
FRONT FRONT FRONT
N2 ANIMAIS 289 619 295 389 661 562 181
REAGENTES 59 20,4 175 28,3 129 43,7 89 22,9 241 36,5 164 29,2 29 16
REAG. ALFA 43 72,9 28 16 70 54,3 27 30,3 141 58,5 70 42,7 1 3,4
RM 36 83,7 20 71,4 37 52,9 14 51,9 84 59,6 54 77,1 1 100

EEEV 1 2,8 10 13 35,1 6 42,9 46 54,8 34 63 1 100

2
WEEV 33 91,7 6 30 24 64,9 8 57,1 34 40,5 18 33,3 0
MAYV 1 2,8 0 - 33 47,1 13 48,1 4 4,8 1 1,9 0
8 0

RC 7 16,3 28,6 55 42,6 32 36 57 40,4 16 22,9
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Com relagdo as RM para os bunyavirus, no Parana, destaca-se a alta
propor¢cdo de anticorpos observados para os MAGV e TCMV nos eventos
agropecuarios e nos municipios de fronteira, e para os flavivirus o SLEV foi
proporcionalmente o mais encontrado com 96,9% (31/32) das RM nos eventos
agropecuarios com 87,5% (14/16) nos municipios de fronteira, conforme ja relatado
por VIANNA (2010), corroborando com o descrito acima e com alguns estudos
realizados na Argentina por MONATH et al. (1985) com 57,9% de positividade,
PAULOVID-CORREA (2008) no MS com 42,9%; até estudos mais atuais onde
existem relatos de casos humanos.

No Rio Grande do Sul, para os bunyavirus, as RM representaram 91,4%
(74/81) do total de reagentes para este grupo de virus, e dentre elas o MAGV
apresentou uma diferenca estatisticamente significativa quando comparada a
propor¢cao de animais regentes nos municipios de fronteira com 87,3% (55/63) com

os animais de festa agropecuaria (p<0,001).

TABELA 16 - Numero de animais reagentes para o teste de IH por UF, segundo o
tipo de bunyavirus e tipo de reagdo, nas Unidades Federadas de

ocorréncia de eventos agropecuarios e de municipios de fronteira.

RIO GRANDE DO SUL PARANA MATO GROSSO DO SUL S. CATARINA
FESTA % MUNIC. % FESTA %  MUNIC % FESTA % MUNIC % MUNIC %
AGROP FRONT. AGROP FRONT AGROP FRONT FRONT

RM 11 100 63 90,0 20 48,8 20 69 50 76,9 28 90,3 0

MAGV 4 36,4 55 87,3 21 51,2 8 27,6 25 50 19 67,9 0
TCMV 4 36,4 1 1,6 0 - 1 3,4 25 50 7 25 0
OROV 3 27,3 6 9,5 14 25,5 3 9,4 1 2 2 7,1 0

RC 0 7 10,0 53 41,1 58 65,2 15 23,1 3 9,7 0

No inquérito sorolégico de Santa Catarina se obteve uma prevaléncia de
16,0% (29/181) para os arbovirus estudados e 100,0% (29/29) deles foram

reagentes para os flavivirus (Tabela 17). Assim foi determinada uma alta prevaléncia
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deste grupo de virus na regido de fronteira, fato também observado com o Rio
Grande do Sul. Das RM observadas para este grupo de virus, 100% (7/7) foram para
o IGUV, o que diferenciou de todos os outros inquéritos realizados durante o estudo
e todos os animais reagentes para os ILHV e SLEV (17/29) foram considerados RC,
conforme ja descrito por VIANNA (2010).

No Rio Grande do Sul, dos 234 animais reagentes para os arbovirus
pesquisados, 57,7% (135/234) foram positivos para os flavivirus, 34,6% (81/234)
para os bunyavirus e 30,3 % (71/234) para os alfavirus. A diferengca entre os
flavivirus foi estatisticamente maior que os bunyavirus e alfavirus (p<0,001), e ndo
houve diferenca entre os animais reagentes para os bunyavirus e alfavirus (p>0,05).
Assim, os resultados sugerem uma maior circulacdo dos flavivirus na éarea de

fronteira, fato este ja observado na Argentina por DIAZ et al. (2008).

TABELA 17 - Numero de animais reagentes para o teste de IH por UF, segundo o
tipo de flavivirus e tipo de reagdo, nas Unidades Federadas de

ocorréncia de eventos agropecuarios e de municipios de fronteira.

RIO GRANDE DO SUL PARANA MATO GROSSO DO SUL S. CATARINA
FESTA % MUNIC. % FESTA % MUNIC % FESTA % MUNIC % MUNIC %
AGROP FRONT. AGROP FRONT AGROP FRONT FRONT
RM 7 58,3 43 35 31 96,9 14 87,5 46 43,8 32 30,5 7 24,1
SLEV 5 71,4 25 58,1 1 3,1 2 12,5 38 82,6 14 43,8 0
ROCV 2 28,6 18 41,9 21 39,6 42 72,4 2 4,3 1 3,1 0
IGUV 0 0 0 - 0 6 13 15 46,9 7 100
ILHV 0 0 - 0 - 0 - 0 - 2 6,3 0
RC 5 41,7 80 65 0 - 0 - 59 56,2 73 69,5 22 75,9

A epizootia em equideos e a realizacdo de inquéritos nesta espécie
demonstraram ser um excelente instrumento de vigilancia destas enfermidades em
humanos, tendo em vista a possibilidade de concomitancia de casos em humanos e
equinos de algumas das arboviroses pesquisadas.

Por fim, dentre os arbovirus pesquisados e que circulam amplamente em

equinos, os alfavirus e os flavivirus demonstraram uma importancia maior pela
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caracteristica neurologica e pela capacidade de causar doenga tanto em humanos
como em equinos, fato que justifica a importancia da realizacdo de inquéritos que
servem como ferramenta para determinar o risco de ocorréncia de casos humanos e
a necessidade de implantagdo de medidas profilaticas e de controle.

A deteccao de anticorpos de diversos arbovirus encontrados pela primeira
vez por meio dos inquéritos sorologicos realizados no Ceara, Paraiba, Bahia, Santa
Catarina, algumas regides do Mato Grosso do Sul e Para serviram de alerta para os
governos desses estados quanto a necessidade imediata de intensificagdo da
vigildncia veterinaria, em conjunto com a vigilancia das meningites virais em

humanos.
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4 CONCLUSOES

Os arbovirus pesquisados encontram-se presentes nos nove estados do
pais, causando infecgdes em equideos, sendo que a prevaléncia difere conforme a
regido estudada e a motivagao do inquérito.

A idade, utilidade do animal e a motivagdo do inquérito (epizootia e feira
agropecuaria) demonstraram ser um fator de exposicdo dos animais a estes
arbovirus, entretanto a deteccdo de anticorpos nas diversas faixas etarias e em
animais das mais diversas utilidades demonstrou que existe a possibilidade de
infecgdo em todos os animais.

Dentre os arbovirus pesquisados, os flavivirus foram aqueles encontrados
com maior frequéncia, sendo o SLEV aquele que mais se apresentou como causa
de infecgao deste grupo de virus.

Reacdes Monotipicas para anticorpos do ROCV, fora do estado de Séao
Paulo apontam sua presenga em outros estados do pais.

Em concomitancia com as epizootias pelos EEEV circularam outros

arbovirus nas regides.
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CAPITULO 4

SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS “ANTI-ARBOVIRUS” DE IMPORTANCIA
EM SAUDE PUBLICA EM AVES SILVESTRES, EM SALINOPOLIS/PARA, BRASIL
— 2007 E 2008.

PREVALENCE OF ANTI-ARBOVIRUSES ANTIBODIES OF PUBLIC HEALTH
IMPORTANCE IN WILD BIRDS IN SALINOPOLIS/PARA STATE, BRAZIL - 2007
AND 2008.

RESUMO
Objetivou-se determinar a prevaléncia de anticorpos inibidores da hemaglutinacao

para os arbovirus em aves silvestres em dois inquéritos soroldgicos realizados em
Salin6polis/PA. Foram capturadas 544 aves de 17 espécies diferentes, sendo nove
residentes e oito migratérias. Foi coletado sangue para isolamento de virus de 350
de aves, entretanto nenhum virus foi isolado. Dos 95 soros nos quais foram
realizados o teste de inibicdo de hemaglutinagdo, 14,7% foram reagentes para
alfavirus, 9,5% para flavivirus e 7,4% para bunyavirus. 84,9% das rea¢des positivas
foram em aves migratorias e 15,1% de residentes. A proporc¢ao de positivas dentre
as migratérias nas quais foi coletado sangue foi de 31,5% ao teste e nas residentes
18,2%, que estatisticamente nédo sao diferentes (p>0,05). Para os alfavirus, a
espécie Pluvialis squatarola apresentou 28,6% de positividade, seguido da Arenaria
interpres com 11,8%. Para os flavivirus, somente as espécies Sterna superciliares e
a Calidris pusilla foram reagentes ao teste de inibigdo por hemaglutinagéo.
Considerando os bunyavirus, a Arenaria interpres foi reagente em 5,9% para o virus
Oropouche. As aves migratérias demonstraram ser importantes amplificadores dos
arbovirus pesquisados, embora os virus nédo tenham sido isolados. Algumas
espécies de aves tém maior capacidade de amplificacdo de alguns arbovirus do que
outras. O isolamento do virus em aves silvestres é dificil, tendo em vista a

dificuldade de coleta de sangue em animais no momento da viremia.
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PALAVRAS-CHAVE: arboviroses, aves migratérias, infecgéo.

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the prevalence of hemagglutination-
inhibition antibodies against arboviruses in wild birds in two serological surveys
conducted in Salinopolis/Para State. A total of 544 birds of 17 species were captured,
being nine resident and eight migratory. Blood was collected from 350 birds for virus
isolation, but no virus was isolated. Of the 95 sera in which were performed the
hemagglutination inhibition test, 14.7% were reactive to alphavirus, 9.5% to flavivirus
and 7.4% to bunyavirus. Of the positive reactions, 84.9% occurred in migratory birds
and 15,1% in resident birds. The proportion of positive reactions to the test among
migratory and resident birds was 31.5% and 18.2%, respectively, which is not
statistically different (p> 0.05). For alphaviruses, the species Pluvialis squatarola
showed 28.6% positivity, followed by 11.8% Arenaria interpres. For flaviviruses, only
the species Sterna superciliares and Calidris pusilla were reactive by the
hemagglutination inhibition test. Regarding the bunyavirus, the Arenaria interpres
was 5.9% positive for the Oropouche virus. Migratory birds have proved to be
important amplifiers of arboviruses surveyed, although the viruses were not isolated.
Some species of birds have a greater capacity for amplification of some arboviruses
than others. The isolation of the virus in wild birds is difficult, in view of the difficulty of

collecting blood in animals at the time of viremia.

KEYWORDS: arboviroses, migratory birds, infectious.
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1 INTRODUGAO

O processo de migragcéo das aves esta ligado a fatores endoégenos, ou
seja, fisioldgicos, relacionados ao ritmo circadiano das aves (variagdes bioldgicas =
ritmo interno fixo, diario), bem como a fatores exdgenos, ligados com o ritmo
circanual (ritmo anual) ou fotoperiodismo. As aves utilizam varios tipos de “bussolas”
para se orientarem em suas rotas durante os deslocamentos migratorios, dentre elas
0 sol, as estrelas, o relevo, o instinto e 0 campo magnético da Terra. A maioria dos
migrantes em larga escala se desloca durante a noite e utiliza as estrelas como
referéncia (NUNES & TOMAS, 2008).

As espécies de aves migratorias que se deslocam para o Brasil véem a
procura de locais de invernada, em busca de alimento (TELICO-JUNIOR et al.,
2003). Do Amapa ao Rio Grande do Sul sdo encontrados varios locais, 0s quais sao
importantes para a preservacdo destas espécies, entre elas Salinépolis/PA,
Reentrancias Maranhenses/MA, Lagoa do Peixe/RS e Galinhos/RN (ARAUJO et al,;
2003; AZEVEDO-JUNIOR et al. 2003; NUNES & TOMAS, 2004; ARAUJO et al.,
2005).

A maioria das populagdes de aves migratorias que fazem do Brasil uma
area de invernada é proveniente das col6nias de reproducao da costa leste norte-
americana e canadense. Chegam ao norte do pais a partir de setembro e a costa do
Rio Grande do Sul, em novembro. Muitos jovens e adultos que nao irao reproduzir
naquele ano, permanecem no Brasil até que estejam aptos a reproducédo (ARAUJO
et al.; 2005).

O Actitis macularius reproduz-se na América do Norte e migra durante o
inverno para areas mais quentes, podendo neste periodo ser encontrado desde o
sudeste dos Estados Unidos até a Argentina e em todo o Brasil (AZEVEDO-JUNIOR
et al., 2004). O Calidris pusilla migrante do Norte que se reproduz de maio a julho no
Artico, apresenta trés populacdes que se separam na reproducéo. A populacdo que
migra para o Brasil tem origem do leste do Canada (HAYMAN et al., 1986; ANTAS &
NASCIMENTO, 1990; AZEVEDO JUNIOR & LARRAZABAL, 1999; AZEVEDO-
JUNIOR et al., 2004).
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Segundo BOERE & STROUD (2006), os estudos sobre o tempo da
migracdo das aves € bastante complexo as mudancas climaticas fornecem
indicagbes de que esta variacdo influencia no comportamento migratério das
populacdes de aves.

As aves respondem pela terceira posicdo como fonte de isolamento de
arbovirus, ap6s humanos e roedores. Na Amazénia Brasileira, 31/181 (17,1%) tipos
diferentes de arbovirus ja foram isolados a partir de sangue ou 6rgaos, ou
evidenciados indiretamente pela presenca de anticorpos no plasma de aves
silvestres (KARABATSOS, 1985).

A vigilancia de aves silvestres, em especial das migratorias, tem sido
usada tradicionalmente nos Estados Unidos e em outros paises para detectar e
monitorar a transmissao dos virus da Encefalite de Saint Louis, Encefalite Equina do
Leste, Encefalite Equina do Oeste e Venezuelana, bem como, para a vigilancia da
Influenza Aviaria. Inquéritos sorologicos tem sido a fonte de informacao mais
confiavel para deteccdo dos potenciais amplificadores destes virus nas areas de
ocorréncia de surtos em humanos e/ou epizootias em animais (TSAI & MITCHELL,
1988; CDC, 2003). Com isso, GOLONO (2009) reforca a necessidade de
monitoramento de aves migratérias a partir dos sitios de invernada existentes no
Brasil devido ao risco de introdugdo do virus da influenza aviaria HS5N1 e de outros
virus.

A vigilancia em aves silvestres é preconizada pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2010) por meio da Portaria Ministerial N° 104/2011, que determina a
notificagdo obrigatéria de epizootias em aves e normatiza em seu Guia de Vigilancia
que: “o aparecimento de aves mortas, sem etiologia definida, é fator de alerta para a
vigilancia; a implantagédo de pontos sentinelas de vigilancia de aves mortas em
zoolégicos, parques e pracgas; além da realizagao de inquéritos sorolégicos em aves
residentes e migratorias, para pesquisa viral”.

Desta forma, este estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia de
anticorpos inibidores da hemaglutinagéo e isolamento dos arbovirus estudados em
aves silvestres investigadas durante dois inquéritos soroldgicos realizados em
Salin6polis/PA e servir de modelo como vigilancia sentinela e preditora da ocorréncia

de arbovirus em humanos.
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2 MATERIAL E METODOS

Realizou-se estudo descritivo no municipio de Salinépolis/PA entre os

meses de abril e maio de 2007 e no mesmo periodo em 2008.

Area de estudo

Selecionou-se 0 municipio de Salinépolis/PA por ser um ponto de pouso e
invernada de aves migratérias. Para realizacdo do estudo foi aprovado previamente
um projeto de vigilancia das arboviroses pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) para desenvolvimento das atividades
de monitoramento e vigilancia de epizootias em aves migratérias em todo o pais.

Para determinacdo temporal do momento de realizacdo do inquérito, foi
considerada a época do ano, o periodo de retorno das aves migratorias para o
continente norte americano, a tabua de marés (alta) e a fase lunar (lua nova e quarto

crescente).

FIGURA 1 - Municipio de realizagdo do inquérito soroldgico em aves silvestres, para
detecgéo de anticorpos “anti-arbovirus”, Salindpolis/PA, 2007 e 2008.
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Instrumentos utilizados

Para captura das aves foram utilizadas cerca de 40 redes de captura
ornitolégicas de tamanho 12x2m alinhadas na areia da praia. A distancia
considerada do local de colocag¢ado da rede e a agua do mar foi o nivel atingido pela
maré alta da noite anterior. A captura foi realizada no periodo noturno de 18 as cinco
horas da manha, durante cinco dias, em cada inquérito.

A cada meia hora foi realizada vistoria nas redes para retirada das aves
presas, que eram devidamente acondicionados em sacos de tecido ou caixas de
plastico e levadas para o laboratério de campo para identificacdo e coleta de
sangue.

Para retirada dos animais das redes e manipulagéo no laborat6rio foram
utilizados como material de biosseguranca: luvas de procedimento, macacao de
prolipropileno, mascaras PFF2 e 6culos.

Foi criada uma ficha de identificacdo de aves (Anexo 4) contendo os
dados bioldgicos referentes: espécie, status (migratoria, residente) ave recapturada
ou recuperada, idade, sexo, plumagem, numero da anilha, muda, medidas (asa,

tarso, cauda, culmen total e narina/ponta), peso e volume de sangue coletado.

Caracteristicas dos animais

As aves foram identificadas segundo GRANTSAU (2010), considerando a
espécie e status (migratdria ou residente), anilhadas e feita a biometria e coleta de
sangue. Apos a recuperacgao das aves ao stress sofrido pela captura, manipulacéo e
coleta de sangue, todas foram devolvidas ao meio ambiente. As aves eram medidas

utilizando régua e paquimetro e pesadas com balancga de precisao tipo “pesola”.

Coleta de material

A coleta do sangue foi feita da veia jugular, com seringa de insulina de
1mL, utilizando agulha intra-dérmica previamente heparinisada. A quantidade

recomendada de sangue a ser coletado foi de 1% do peso vivo da ave.
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O sangue coletado foi colocado em tubos criogénicos devidamente
identificados com um numero contido na ficha de identificacdo da ave.

A partir do volume de sangue coletado foi possivel centrifugar parte do
material para realizacdo do teste de Inibicdo de Hemaglutinagdo e o restante do
sangue total foi encaminhado para tentativa de isolamento viral. Assim, quando foi
coletada pequena quantidade de sangue, o material foi encaminhado diretamente
para este fim.

Todo o material coletado para isolamento viral e sorologia foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e encaminhado para o Instituto

Evandro Chagas para realizagao dos testes.

Isolamento de virus

O preparo e inoculacdo do material para tentativa de isolamento de
arbovirus seguiram o protocolo descrito por CAUSEY et al. (1961).

As amostras de sangue foram inoculadas sem diluicédo e diluidas 1: 10 em
solugdo fosfatada-tamponada (pH 7,2), contendo albumina bovina a 0,75% e
antibioticos (penicilina e estreptomicina).

A partir da diluicdo do sangue, o material foi inoculado em camundongos
recém-nascidos, brancos “Swiss. Os camundongos foram inoculados por via
subcuténea (SC) e intramuscular (IM).

Apobs inoculagdo, os animais foram observados diariamente, por duas a
trés semanas. Dos que mostraram sinais de doencga, e vieram a 0bito, retirou-se o
cérebro, e/ou figado para novas passagens, os quais foram preparados por
suspensao numa solugéo tamponada de Veronal (SHOPE & SATHER, 1979).

Em caso de isolamento, o virus seria identificado por meio do teste de
fixagdo de complemento (FC), usando soros hiperimunes contra os grupos de virus
mais comuns na area em estudo. A identificacao precisa da espécie viral seria feita
com soros especificos. Suspensdes a 16% do cérebro e/ou figado de camundongos
suspeitos seriam usados como fonte de antigenos, conforme FULTON & DUMBELL
(1946).

Por fim, seria utilizado o método de Imunofluorescéncia Direta, onde as

células infectadas fixadas na ladmina seriam cobertas com soro contendo
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imunoglobulinas antivirais marcadas com o isotiocianato de fluoresceina (conjugado)
e havendo especificidade, a fluorescéncia seriai observada, como descrito por
TRAVASSOS DA ROSA et al. (1994).

Teste de Inibicao de Hemaglutinagao

Para o diagndstico sorologico foi empregado o teste de IH conforme
descrita por CLARKE & CASALS (1958) e adaptada para microplacas por SHOPE
(1963).

Os soros foram tratados com acetona e adsorvidos por hemacias de
ganso, e em seguida testados contra quatro unidades dos antigenos dos diferentes
tipos de arbovirus,

No momento da analise dos dados foram considerados os animais
reagentes para os seguintes arbovirus: EEEV, WEEV, MUCV (VEEV, subtipo 1lI1A),
MAYV, SLEV, ROCV, CACV, IGUV, ILHV, MAGV, VTC e OROQOV. Os soros foram
titulados a partir de 1:20 até de 1:1280, sendo o ponto de corte (cut-off) 1:20.
Corresponderam as RM, aquelas amostras com presencga de anticorpos com titulos
> 1:20 para um arbovirus e reacbes heterotipicas, isto ¢, RC as amostras com
presenca de anticorpos com titulos = 1:20 para mais de um arbovirus de uma

mesma familia.

Variaveis estudadas

Para andlise das informacbes foi considerada a espécie da ave
capturada, o “status” de migratoria ou residente, o tipo de anticorpo detectado pela
técnica de IH, o tipo de reagdo (RM — Reac¢ao Monotipica, RC- Reacao Cruzada).

Os animais reagentes monotipicamente para os virus Guaroa, Caraparu,
Catu, Febre Amarela, Bussuquara, Icoaraci e Belém, que deram reagcdo monotipica
(RM) nao foram considerados nos resultados do estudo devido ao numero
inexpressivo de animais reagentes. Os animais reagentes para estes virus e para

outros virus do mesmo grupo foram considerados RC.
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Analise Estatistica

Os resultados foram tabulados e confrontados pelo teste do Qui-quadrado
(X?), admitindo-se nivel de significancia (a) de 0,05 para rejeicdo da hipdtese de
nulidade (p< a). As analises foram implementadas utilizando o programa R 2.13

(http://www.R-project.org).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois anos do estudo foram capturadas 544 aves de 17 espécies
diferentes, sendo 10 espécies residentes e sete migratorias e destas somente quatro
espécies eram aves de mata (Columbina passerina griseola, Nyctdromus albicollis
albicollis, Pitangus sulphuratus, e Tiranus melanocholicus), as demais espécies
eram aves aquaticas ou limicolas. Do total, 83,6% (455/544) eram migratorias e
16,4% (89/544) residentes (Tabela 1).

TABELA 1 - Numero de aves capturadas, segundo a espécie e nome popular e
“status”, capturadas em Salinépolis/PA, 2007 e 2008.

NOME CIENTIFICO NOME POPULAR M R TOTAL

Actitis macularius (Linnaeus, 1766) Macarico-pintado 179 - 179
Arenaria interpres morinella (Linnaeus, 1766) Vira-pedra 17 - 17
Calidris canutus rufa (Wilson, 1813) Magarico-de-papo- 4 - 4

vermelho

Calidris minutilla (Vieillot, 1819) Magariquinho 42 - 42

Calidris pusilla (Linnaeus, 1766) Macarico-rasteirinho 175 - 175
Charadrius collaris (Vieillot, 1818) Batuira-de-coleira - 53 53
Charadrius semipalmatus (Bonaparte, 1825) Batuira-de-bando 37 - 37

Charadrius wilsonia brasiliensis (Grantsau e Lima, . )
2008) subespécie recém-descrita. Batuira-bicuda i 12 12
Columbina passerina griseola ) (Spix, 1825) Rolinha-cinzenta - 4 4
Nyctdromus albicollis albicollis ().F. Gmelin, 1789) Bacurau - 1 1
Pitangus sulphuratus sulphuratus (Linnaeus, 1766) Bem-te-vi - 1 1
Pluvialis squatarola (Linnaeus, 1758) Batmrupgrue—ge—axﬂa- - 7 7
Rallus longirostris crassirostris (Lawrence, 1871) Saracura-matraca - 2 2
Rynchops niger cinerascens (Spix, 1825) Talha-mar - 1 1
Sterna superciliaris (Vieillot, 1819) Trinta-réis-ando - 7 7
Tiranus melanocholicus (Vieillot, 1819) Suiriri - 1 1
Tringa melanoleuca (J.F. Gmelin, 1789) Magarico-de-perna- 1 - 1
amarela
TOTAL 455 89 544

M=Migratdria — R = Residente
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Como caracteristica das aves migratérias, a maioria das espécies
capturadas foram aves que se deslocam em bandos, sendo que duas espécies
(Actitis macularius e Calidris pusilla) corresponderam a 77,8% (354/45) das aves
migratoérias capturadas e 65,0% (354/544) do total.

Nenhum tipo de virus foi isolado das 350 amostras processadas indicando
a provavel nao circulacéao viral na regido no periodo avaliado, diferente do observado
por DEGALLIER et al. (1992) que isolaram virus em 11,8% (36/304) da amostras
pesquisadas de aves da Regido Amazénica brasileira. Outro fato importante é que
apesar das aves migratérias serem suspeitas de atuarem como amplificadores de
surtos de diversas arboviroses, a ligacdo permanece conjectural, por causa da
dificuldade no isolamento do virus nas aves e em determinar a intensidade e
duracéo da viremia em aves selvagens infectadas na natureza (RAPPOLE, 2000).

A coleta de sangue para realizagédo do teste soroldgico de IH foi possivel
em 95 aves, caracterizando uma taxa de coleta de 17,4% (95/544) com um
percentual de positividade para os arbovirus pesquisados de 28,4% (27/95), o que
sugere que uma ampliagdo na taxa de coleta possa aumentar a positividade.
Somente foram observados animais reagentes no ano de 2007.

Do total de amostras analisadas pelo teste de IH, 28,4% (27/95) foram
reagentes para os arbovirus pesquisados, sendo 14,7% (14/95) para os alfavirus,
9,5% (9/95) para os flavivirus e 7,4% (7/95) para os bunyavirus. Contudo, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa quando comparado os trés géneros de virus
pesquisados (p>0,05), sugerindo uma exposicao das aves aos trés grupos de virus
estudados.

As aves migratérias tém sido incriminadas como principais hospedeiros
introdutorios do WNV e outros arbovirus em diferentes regides. Isto ocorre, devido
estas viroses geralmente acontecerem no final do verdo ou inicio do outono,
coincidindo com a chegada de grandes concentragbes de aves migratorias e de
mosquitos; e por estes surtos acometerem com frequéncia os seres humanos que
vivem em ou perto de zonas umidas, onde elevadas concentragdes de aves entram
em contato com um grande numero de mosquitos ornitofilicos (CALISHER, 1980;
DEGALLIER et al., 1989; DEGALLIER et al., 1992; FERREIRA et al., 1994;
RAPPOLE et al., 2000).
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Assim, o municipio de Salinépolis/PA além de ser um importante ponto de
pouso de aves migratorias € também extraordinario polo de turismo do estado, e tem
uma praia que leva o nome de “Praia do Macarico”, pela importancia da presenca
desta ave na area, deixando em alerta do risco de introdugcédo de virus por esta
localidade.

Em estudo realizado por ARAUJO et al., (2004) em Galinhos/RN, foi
observada uma soroprevaléncia de 1,4% (7/503) de anticorpos para os arbovirus
pesquisados, tendo sido detectados anticorpos contra os MAYV, OROV, CACV e
EEEV. Além disso, em inquéritos realizados também por ARAUJO et al, (2003) e
(2005) no Rio Grande do Sul, apontaram prevaléncias bastantes distintas, no
primeiro de 42,7% (68/556) e no segundo nao foi encontrado nenhum animal
reagente aos arbovirus pesquisados, demonstrando uma variacdo bastante
importante nas prevaléncias encontradas, sugerindo que a presenca de anticorpos
nas aves esta associada a fatores ecolégicos e que varia com grupos de
populacdes, idade delas, rotas migratérias e presenca dos vetores infectados
(IVERSSON, 1980; OPAS, 1983; ACHA & SZYFRES, 2003).

FERREIRA et al. (1994) demonstraram uma prevaléncia de 0,7% em
soros de aves silvestres coletadas em varias regibes de Sao Paulo, com reacdes
monotipicas, observados no teste de IH para os EEEV, VEEV, WEEV, ILHV, ROCV
e SLEV, demonstrando a importancia desses animais no ciclo de transmissao das
arboviroses.

Considerando a proporcdo de reacdes para os alfavirus observadas,
78,6% (11/14) foram RM, o que foi estatisticamente diferente quando comparada
com as RC (p=0,008). Das RM, 35,7% (5/11) foram regentes para o MUCV, 28,6%
(4/11) para o EEEV e 14,3% (2/11) para o MAYV, entretanto ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparado o MUCV com os demais alfavirus
(p=1) (Figura 2).

Das reagbes para os bunyavirus e flavivirus, 100% foram RM. Com
relacéo aos flavivirus, 66,7% (6/9) foram RM pra o SLEV e 33,3% (3/9) para o ILHV,
e nao houve diferenca estatisticamente significativa quando comparadas as

propor¢cdes de reagdes positivas para os dois virus. O unico bunyavirus detectado
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em 100% das reacgdes positivas foi o OROV, fato esperado, tendo em vista 0 mesmo
ser endémico na Regiao Amazonica (VASCONCELOS et al. 1998) (Figura 2).
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FIGURA 2. Numero de animais reagentes no teste de IH, segundo o tipo de

arbovirus pesquisado e reagdo monotipica e heterotipica.

GOULD et al. (2003) referem sobre a presencga dos flavivirus em todos os
continentes, com excecédo da Antartida. Estes virus apresentam uma distribuicéo
geografica distinta e sua dispersao estd diretamente relacionada a infec¢do de
diferentes hospedeiros vertebrados e/ou invertebrados; a ecologia do habitat natural
em que cada virus é encontrado; as condi¢cdes climaticas; e ao impacto da
urbanizacao e do sistema de transporte.

Quando considerado o status das aves, 85,2% (23/27) das reacdes
positivas eram provenientes de aves migratorias e somente 14,8% (4/27) de
residentes, entretanto ao se considerar a propor¢cdo de positivas dentre as
migratorias nas quais foi coletado sangue, somente 31,5% (23/73) foram reagentes
ao teste e nas residentes a proporcao foi de 18,2% (4/22) o que estatisticamente nao

sao diferentes (p>0,05). Este fato tem uma relevancia significativa, pois demonstra
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que a circulacdo destes agentes pode ter ocorrido na area, ja que nas aves
residentes foi possivel observar anticorpos tanto quanto nas migratorias (Tabela 2).

Conforme ja descrito por ARAUJO et al, (2005), e normatizado por
BRASIL (2010), quando relataram que anualmente milhares de aves migratérias
chegam da costa leste dos Estados Unidos e Canada e tem contato com aves
silvestres residentes no Brasil, determinando serem os locais de pouso e invernada
um potencial ponto de introdugdo de agentes patogénicos carreados por estes
animais e a necessidade da implantag¢ao da vigilancia sentinelas nesses pontos.

Nao foi observada diferenga significativa quando considerada a
prevaléncia dentro das espécies Calidris pusilla, Calidris minutilla, Charadrius
semipalmatus e a Pluvialis squatarola (p=1,00), enquanto que quando consideradas
as proporgbes de animais positivos, as aves da espécie Calidris pusilla se
mostraram estatisticamente mais reagentes quando comparadas com as propor¢des
observadas nas demais espécies (p<0,05), o que sugere que algumas espécies
migrantes estdo mais expostas ao contato com os arbovirus pesquisados do que
outras, seja pela capacidade de deslocamento, pelas rotas migratorias utilizadas ou

pelo contato com o vetor infectado.

TABELA 2 - Numero de aves capturadas, segundo a espécie, “status” e resultado do
teste de IH, capturadas em Salin6polis/PA, 2007 e 2008.
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Reagentes % de
% de Reagentes
Reagentes na Entre as
. Espécie Espécies Total
NAO SIM
Actitis macularius (M) 17 5 22,7 18,5 22
Arenaria interpres morinella (M) 6 2 25,0 7,4 8
Calidris canutus rufa 3 - - 3
Calidris minutilla (M) 4 2 33,3 7,4 6
Calidris pusilla (M) 17 13 43,3 48,1 30
Charadrius collaris (R) 7 12,5 3,7 8
Charadrius semipalmatus (M) 2 33,3 3,7 3
Charadrius wilsonia brasiliensis 1 - - 1
Pitangus sulphuratus 1 - - 1
Pluvialis squatarola (R) 2 2 50,0 7,4 4
Rallus longirostris crassirostris 2 - - 2
Rynchops niger cinerascens 1 - - 1
Sterna superciliaris (R) 3 1 25,0 3,7 4
Tiranus melanocholicus 1 - - 1
Tringa melanoleuca 1 - - 1
TOTAL 68 27 28,4 100,0 95

M — Migratéria; R — residente.

Considerando os alfavirus, a espécie Pluvialis squatarola apresentou
28,6% (2/7) de positividade, seguida da Arenaria interpres com 11,8% (2/17). A
primeira espécie € residente, o que sugere que o contato com o virus foi
provavelmente na area onde a ave vive, enquanto que a segunda pelo status de
migrat6ria dificulta a determinacgao do local provavel de infec¢ao (Tabela 3).

Para os flavivirus, somente as espécies Sterna superciliares e a Calidris
pusilla apresentaram reagentes para este tipo de virus com 14,3% (1/7) e 4,6%
(8/175), respectivamente, sendo que a primeira tem o status de residente.

Considerando os bunyavirus, a Arenaria interpres foi reagente em 5,9%
(1/17) para o ORQV, assim como as demais espécies também foram positivas para
este bunyavirus. Por este virus ser endémico na regido do estudo e n&o estar
presente no hemisfério norte de onde migram as espécies reagentes pondera-se
que as mesmas tenham se infectado na area (VASCONCELQOS, 1998).
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TABELA 3 - Numero de aves capturadas segundo a espécie, numero e percentuais
de positividade para os grupos de arbovirus pesquisados,
Salinépolis/PA, 2007 e 2008.

N2 Ne Ne
L % . % . "
Lo Animais . Animais - Animais % Positivos
N2 Animais .. Positivos .. Positivos L. .
Positivos . Positivos ., Positivos Bunyavirus
. Alfavirus . Flavivirus .
Alfavirus Flavivirus Bunyavirus
Actitis macularius 179 4 2,2 - 2 1,1
Arenaria interpres morinella 17 2 11,8 - 1 5,9
Calidris minutilla 42 1 2,4 - 1 2,4
Calidris pusilla 175 4 2,3 8 4,6 2 1,1
Charadrius collaris (R) 53 1 1,9 - -
Charadrius semipalmatus 37 - - 1 2,7
Pluvialis squatarola (R) 7 2 28,6 - -
Sterna superciliaris (R) 7 - 1 14,3 -

TOTAL 517 14 9 7

Considerando o tipo de reagdo observada, nos alfavirus 78,5% (11/14)
foram RM e nos demais grupos de virus ndo houve RC nos testes. Na Tabela 4,
pode-se observar que os individuos que foram reagentes para um virus de um grupo
nao foram reagentes para outro virus do mesmo grupo, assim, o presente estudo
confirma relato feito por CALISHER (1980) e DEGALLIER et al. (1992), segundo os
quais os grupos de aves de uma mesma espécie raramente contam com mais de
uma espécie de virus pertencente ao mesmo grupo de virus. Isto se deve a
competitividade existente entre os virus de um mesmo grupo (Tabela 4).

Este fato é corroborado por KOMAR & CKARK (2006), quando se refere
que a adaptagdo de todos os virus em hospedeiros vertebrados e invertebrados
especificos influenciam na evolugdo do préprio agente, na sua dispersdo, na

epidemiologia e, possivelmente, na patogénese dos arbovirus.

TABELA 4- Numero de aves por espécie, segundo o tipo de arbovirus pesquisados e

reacao monotipica, Salinépolis/PA, 2007 e 2008.
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ALFAVIRUS FLAVIVIRUS BUNYAVIRUS

EEEV Mucv MAYV SLEV ILHV OROV
Actitis macularius 2 2 2
Arenaria interpres morinella 1
Calidris minutilla 1 1
Calidris pusilla 2 1 6 2 2
Charadrius collaris 1
Charadrius semipalmatus 1
Pluvialis squatarola 1 1
Sterna superciliaris

TOTAL 4 2 5 6 3 7

Por fim, varios sdo os arbovirus de importancia em saude publica nas
Américas e que as aves silvestres tem uma participacao bastante efetiva, mas a
susceptibilidade varia com o tipo de ave e de virus. Assim, a susceptibilidade ao
WNYV nas aves silvestre difere de acordo com a espécie, assim como também difere
dos outros arbovirus endémicos no Brasil. Entre as silvestres, os corvideos,
passeriformes e chaladriiformes sdo as mais susceptiveis (KOMAR & CLARK,,
2006). Estas espécies desenvolvem altos niveis de viremia e excretam grandes
quantidades de virus, apresentando depressao, letargia, plumas ericadas e sinais
neurolégicos como ataxia, paralisia, movimentos de pedalagem, torcicolo,
opistétomo e incoordenacado. (FLORES & WEIBLEN, 2009; BRASIL, 2010). Desta
forma, a mortalidade de aves silvestres com sintomas neurolégicos em nosso meio,

deve ser sugestiva da presencga deste novo agente.
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4 CONCLUSAO

Nao foi possivel o isolamento de nenhum arbovirus nas amostras
coletadas. Entretanto as mesmas apresentaram anticorpos para alfavirus, flavivirus
e bunyavirus quando as amostras foram submetidas ao teste de inibicdo de
hemaglutinagdo. As aves migratérias demonstraram serem importantes
amplificadores dos arbovirus pesquisados.

Os locais de pouso e invernada para aves migratdrias, como
Salin6polis/PA demonstraram ser importantes portas de entrada de agentes
infecciosos, em especial os arbovirus, e necessitam de um monitoramento
sistematico.

Algumas espécies de aves, como a Calidris pusilla, Arenaria interpres e
Pluvialis squatarola tém maior capacidade de amplificacdo de alguns arbovirus do
que outras espécies.

Anticorpos para os bunyavirus foram encontrados em aves migratorias
provenientes do hemisfério norte, sugerindo que estas aves podem ser
disseminadoras destes agentes em regides onde antes nunca foram encontrados.

O isolamento do virus em aves silvestres ndo é facil, tendo em vista a
dificuldade de coleta de sangue nestes animais e a necessidade de que a coleta

seja feita no momento de viremia do agente.
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CAPITULO 5
CONSIDERAGCOES FINAIS

As arboviroses tém sido consideradas um dos problemas de saude
publica de maior importancia no contexto mundial pela magnitude, capacidade de
disseminacgdo, transcendéncia e vulnerabilidade da populagéo, além da acao direta
no meio ambiente e sanidade animal.

Dentre as diversas arboviroses observadas em nosso meio e as de risco
de introducdo no Brasil, as que possuem caracteristicas encefalitogénicas e as
ictero-hemorragicas tem se mostrado as de maior importancia epidemiologica pela
severidade dos casos em humanos e animais e pelo perfil epidémico e epizobtico.

A variedade de espécies animais reservatérios desses virus tem sido um
fator a ser considerado, pois demonstra a necessidade de uma avaliagao especifica
sobre cada agravo, considerado a area geografica e o perfil da populacdo animal
existente na area, que pode atuar como potencial reservatorio amplificador desses
agentes.

Entre as espécies de animais observadas que participam do ciclo das
arboviroses, os equideos tém demonstrado uma importéncia epidemiolégica de
relevdncia em algumas delas, sejam como sentinelas para determinagcédo da
presenca ou auséncia do agente na area como no caso das Encefalites Equinas e
Febre do Nilo Ocidental, ou ainda pela deteccéo de anticorpos desses arbovirus.

Considerando as arboviroses sob o aspecto de transmissio, pode-se
observar que a diversidade de vetores competentes para transmissdo delas esta
ligada diretamente a sua abundancia no meio ambiente e a caracteristica
antropofilica e de repasto sanguineo nas aves, primatas, equinos, marsupiais,
roedores, morcegos e outros mamiferos silvestres ou domésticos.

A deteccdo dos arbovirus em praticamente todos os continentes
demonstra sua capacidade de disseminacdo, apesar de ser percebido que a
presenca de alguns virus em determinadas areas do mundo inibe a disseminacéo de

outros do mesmo género. Entretanto, a capacidade de deslocamento de pessoas e
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animais tem sido um fator relevante para a disseminagao destes agentes em todo o
mundo, em especial nas regides tropicais do planeta.

No Brasil, a Regido Amazénica é a area de maior relevancia para as
arboviroses, seja pela peculiaridade do ambiente e clima, seja pela diversidade de
espécies animais reservatérios e vetores. Para confirmar o descrito acima, podem
servir de exemplos as elevadas taxas de deteccédo de anticorpos contra os OROV,
MAYV, MAGV, VPIX, CACV, YFV, DENV, TCMV, ROCV, ILHV, SLEV, EEEV,
WEEV, MUCV, dentre outros, observados em primatas aves, equinos, marsupiais e
isolamento de virus em vetores da regido.

Dentre os arbovirus, os alfavirus demonstram sua importancia pela
caracteristica neurologica apresentada em humanos e equinos, pela elevada
letalidade, em especial causada pelos EEEV e WEEV, além do impacto social e
econdmico ocasionado pela VEEV, quando as epizootias em equinos tém precedido
a ocorréncia de casos em humanos. Entretanto, o MAYV, apesar de ter uma
manifestacéo clinica semelhante a causada pelo DENV, com a peculiaridade de
presenca de poliartrite e artralgia duradoura, tem-se demonstrado uma fonte de
preocupacgdo para as autoridades sanitarias brasileiras devido a possibilidade de
estar sendo confundida com a dengue.

Dos virus da familia Flaviviridae estudados, o WNV é o de maior
importancia para a saude publica, pela significativa letalidade observada em
algumas espécies de aves silvestres, em equinos e humanos observados a partir de
sua introducédo no continente norte americano em 1999. Entretanto, a sua deteccéo
na América do Sul tem demonstrado um perfil diferenciado no comportamento deste
agente, desde a sua chegada a Argentina (2005), Colébmbia (2006), Venezuela
(2006) e na deteccdo de anticorpos neutralizantes observados no pantanal
brasileiro. Enquanto isso, o SLEV tem sido encontrado em surtos esporadicos em
humanos no Brasil e na América do Sul e o ROCV néao tem sido encontrado em
humanos desde a década de setenta, quando acometeu um numero significativo de
pessoas no Vale do Ribeira, em S&o Paulo.

A familia Bunyaviridae tem como principal arbovirus o OROV, que apesar
da demonstragao de produzir epidemias significativas, como a do Amapa, em 2008,

quando foram acometidas mais de 600 pessoas, tem se manifestado como uma
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doenca de sintomatologia branda, portanto com baixa viruléncia e pouca capacidade
de produzir doenca severa. E sabido da importancia e participacdo dos primatas e
da preguica no ciclo desta enfermidade. A baixa prevaléncia em equinos foi
sugestiva devido a preferéncia dos vetores por sangue de outras espécies animais.

A deteccdo de anticorpos dos mais diversos arbovirus em inquéritos
sorolégicos em aves, primatas e equinos no Brasil, tem demonstrado a grande
circulagdo destes agentes sem causar doenca nestas espécies animais, porém
demonstra sua presenca no ambiente e a necessidade de alerta para a possivel
ocorréncia destas enfermidades em humanos.

Resultados recentemente obtidos a partir dessa estratégia, assim como
os de recentes comunicagdes cientificas, demonstraram evidéncias de presenca de
anticorpos contra o WNV em animais e ressaltam a importancia da manutengao da
vigildncia da circulagdo do virus no Brasil. Embora tenham sido obtidos resultados
sorologicos positivos em duas pesquisas publicadas e em algumas amostras
coletadas em ac¢des de vigilancia animal, ainda n&o foram registrados casos em
nenhuma espécie animal, nem em humanos no Brasil. A detecgdo de anticorpos,
embora sugestiva da circulagéo viral, ndo permite concluir sobre a presenca do virus
no pais, sendo necessario, para tal, o isolamento do virus em animais, vetores ou
em humanos.

Os resultados obtidos no estudo, também sugerem que a caracteristica
rural de algumas destas enfermidades dificulta a deteccdo de casos leves e
moderados da doenca em humanos, pela dificuldade de acesso ao servigo publico
de saude.

Este estudo embasou o Ministério da Saude, para que, por meio da
Portaria Ministerial 104/2011, determinasse a obrigatoriedade da notificagcdo de
epizootias em equinos, aves e primatas no Brasil, objetivando a detecc&o precoce
da circulagéo desses agentes ainda nos animais e como fator determinante para a
tomada de decisao pelos servicos de saude do pais no sentido de execucado das
acdes de prevencdo e controle de meningites virais de etiologia causada pelos
arbovirus estudados, febres hemorragicas causadas pelos virus da febre amarela, e

de surtos de enfermidades febris causadas por potenciais arbovirus.
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Com os resultados obtidos sera possivel mudar o perfil da vigilancia das
meningites virais sem etiologia conhecida que hoje acometem cerca de 11.000
pessoas a cada ano no pais, podendo por meio da notificacdo das epizootias e dos
inquéritos sorolégicos serem passiveis de identificacdo dos agentes causadores
dessas doencas em humanos.

Por fim, este estudo preenche uma grande lacuna na saude publica
veterinaria do pais, constituindo uma nova ferramenta de vigilancia das arboviroses,
por meio da investigagcdo de epizootias em animais e determinagdo precoce da
circulacdo de agentes patogénicos que possam colocar em risco a saude da
populacdo dos animais e do meio ambiente.

Neste contexto, as arboviroses se destacam hoje como as principais
doencas emergentes no mundo pela sua importancia ecologica e epidemiologica,
ficando clara a real necessidade de se conhecer os aspectos ecoloégicos destas
enfermidades nas populagdes animais e o risco de transmissdo para a populagéo

humana.
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Anexo 4 - Planilha de aves
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