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RESUMO

A febre aftosa afeta caprinos, suinos e bovinos, sendo um dos grandes
responsaveis de problemas econémicos no mundo. Como medida de controle,
quando os animais sao acometidos pela doenca, eles devem ser sacrificados,
causando assim um enorme prejuizo econdmico. A vacina deve conter os sorotipos
virais mais frequentes no pais e constitui a principal medida profilatica.

Antes dos animais serem vacinados, eles devem ser avaliados quanto a
presenca de anticorpos. Para tal avaliagdo, grupos de animais saudaveis com idade
entre 18 a 24 meses, e peso minimo de 200 Kg sao identificados e submetidos a
coleta de sangue para dosagem de anticorpos contra o virus da febre aftosa através
do método imunoenzimatico em fase sélida. Somente os animais que apresentam
negatividade para os anticorpos sao selecionados para a vacinagao. Esse estudo
€ realizado antes de se produzir cada lote de vacina. A pergunta de partida do
presente trabalho baseou-se na questiao se a pluviosidade interfere na frequéncia de
positividade de anticorpos contra o virus da febre aftosa em bovinos n&do vacinados.

Um total de 3149 animais foi testado nos anos de 2010 e 2011,
utilizando o teste imunoenzimatico fornecido pela Organizagdo Panamericana de
Febre Aftosa para pesquisa de anticorpos contra os sorotipos O1 Campos BR/58,
A24 Cruzeiro e C3 Indaial. Embora fosse verificados altos indices de positividade de
anticorpos em periodos chuvosos, elevados indices de positividade foram também
observados em periodos de baixa pluviosidade, tanto em 2010, como em 2011. Da
mesma forma, baixos indices de positividade dos anticorpos foram observados em
periodos chuvosos, tanto em 2010, como em 2011. Nao podemos afirmar que o
baixo nivel de positividade estava associado com baixo numero de animais testados,
pois, no més de abril de 2010, foram testados 280 animais e o indice de positividade
de anticorpos foi de apenas 29,6%. Durante o referido més, foi observado o maior
indice pluviométrico daquele ano. O presente trabalho mostra que nao ha
associacdo entre pluviosidade e positividade de anticorpos em bovinos nao
vacinados.

Palavras-chave: Febre aftosa, anticorpos, controle de qualidade, pluviosidade.



ABSTRACT
Foot-Mouth Disease affects goats, pigs and cattle, being largely responsible for
economic problems in the world. As a control, when the animals are affected by
the disease, they should be killed, thereby causing a huge economic loss. The
vaccine should contain the most common serotypes in the country and is the main
prophylactic measure. Before the mice be vaccinated, they must be evaluated for
the presence of antibodies. For this evaluation, groups of healthy animals aged 18-
24 months with a minimum weight of 200 kg are identified and submitted to blood
sampling for antibody determination against FMD virus by solid-phase enzyme
immunoassay. Only the animals showing negativity for the antibodies are selected for
immunization. This study is carried out before each batch of vaccine production. The
starting question of this study was based on the question of whether the pluviosity
interferes with the frequency of antibody positivity against FMD virus in unvaccinated
cattle. A total of 3149 animals were tested in 2010 and 2011, employing the enzyme
immunoassay supplied by the Pan American Foot and Mouth Disease for detection
of antibodies against the serotypes BR/58 O1 Campos, A24 Cruzeiro and C3 Indaial.
While high rates of antibody positivity were observed in rainy periods, high levels
of positivity were also observed in periods of low rainfall, both in 2010 and 2011.
Similarly, low levels of antibody positivity were observed during rainy periods, both
in 2010 and 2011. We cannot say that low levels of positivity were associated with
a low number of animals tested, once in april 2010, 280 animals were tested and
the antibody positivity rate was only 29.6%. During that month, we observed the
highest level of pluviosity that year. The present study shows no association between

pluviosity and positivity of antibodies in unvaccinated cattle.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Importancia da Febre Aftosa

A febre aftosa é uma patologia que acomete bovinos, suinos, e provoca um
grave impacto econémico na sociedade.

Em 1997, a febre aftosa causou grandes perdas econdmicas em Taiwan,
tendo causado um prejuizo de milhdes de ddlares na industria de carne suina. Além
dos prejuizos da carne infectada propriamente dita, gastos foram realizados com
as medidas de contencdo para evitar que a doenca se disseminasse e causasse
maiores prejuizos. A estimativa desses gastos foi em torno de 400 milhdes de
ddlares para o controle da doenga em Taiwan (CHEN et al., 2007).

Em setembro de 2001, mais de 4 milhdes de animais foram sacrificados
no Reino Unido, o que provocou um prejuizo de 4,7 milhdes de ddlares na industria
alimenticia e 4,5 milhdes de ddélares no setor turistico (KITCHING; HUBTER;
THRUSFIELD, 2005).

O Brasil € o proprietario do segundo maior rebanho efetivo do mundo. Em
2004, assumiu a lideranga das exporta¢des, chegando a exportar para 180 paises.
O valor bruto de producéao atingiu 67 bilhdes, o que evidencia sua importancia sécio-
econdmica (BRASIL, 2012).

Em vista desses aspectos, torna-se fundamental a busca da erradicagao da

febre aftosa a nivel mundial.
1.2 Febre aftosa no Brasil

A entrada do virus de febre aftosa no continente americano ocorreu

através dos animais trazidos pelos colonizadores (MELO; LOPEZ, 2002).
1.3 Virus da febre aftosa

Os virus de forma geral sdao pequenos (20-300 nm de didmetro), sendo
que alguns apresentam como material genético RNA,enquanto outros, DNA de
fita simples ou dupla. O material genético dos virus geralmente esta revestido
por um envoltério protéico denominado de capsideo. Os virus sdo considerados
parasitas intracelulares obrigatorios e dependem das células hospedeiras para

sua multiplicagdo. Quando se encontram no ambiente extracelular, s&o inertes e
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denominados particulas virais ou virions. Um unico virus € capaz de produzir milhdes
de novos virus em algumas horas. Se o virus encontra uma célula susceptivel, ele
invagina-se para dentro da célula e, utilizando o metabolismo celular, produz novas
proteinas e material genético, gerando novas particulas virais (MADIGAN et al.,
2003). Os virus resistem durante meses em carcagas congeladas, principalmente
na medula 6ssea. Perduram muito tempo na erva dos pastos e persiste por tempo
prolongado na farinha de ossos e nos couros (MILLEN, 1988).

Sao sensiveis a altas temperaturas e condigdes de pH abaixo de 6
ou acima de 10. Em pH neutro, o virus sobrevive dias ou semanas (KITICHING;
HUBTER; THRUSFIELD, 2004).

1.4 Epidemiologia

Os virus da febre aftosa estdo entre os patdgenos mais contagiosos
que afetam bovinos, caprinos, ovinos, suinos e bufalos domésticos. Pertencem
ao género Aphtovirus, da familia Picornaviridae (CHEN et al., 2007). Os suinos
sdo bastante susceptiveis a infecgdo pelos virus, o que talvez tenha facilitado a
disseminagdo dos mesmos (LYRA; SILVA, 2004).

Existem sete diferentes sorotipos de virus da febre aftosa, sendo o tipo O
o mais frequente, seguido pelo A, C, SAT (South African Territory) -1, SAT-2, SAT-3
e Asia—1. Os quatro ultimos sdo considerados raros no Brasil. Os sorotipos que s&o
mais frequentemente isolados na América Latina sdo O, A e C (MILLEN, 1983).

No Brasil, a doenga teve seu primeiro registro em 1895, época em que
foram iniciadas as importagdes de gados de ragca européia e o surgimento da
industria frigorifica. A febre aftosa foi considerada endémica no Brasil desde o
inicio do século XX (LYRA; SILVA, 2004). Nos anos 60, houve endemia pelos tipos
O (55%), A (26%) e C (26%) em animais com até dois anos de idade (GRACA,;
PARDI; BROWN, 1966). O virus sorotipo A apresenta uma grande capacidade de
recombinagao genética e replicagao, possuindo varios subtipos. Foram identificados
os subtipos A24 no Brasil e A79 na Argentina (LYRA; SILVA, 2004).

A partir de 1960, deu-se o inicio a um programa de estratégia contra a
doencga, através de melhoria na infraestrutura laboratorial, treinamento de pessoal,
conscientizagado dos produtores, produgao e administragéo de vacina, notificagdo de
focos e diagnostico da doencga (LYRA; SILVA, 2004).
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Controle de qualidade da vacina e avaliacdo dos focos foi realizado a

partir de 1970. Observa-se que na década de 80, os casos ja estavam bastante

reduzidos, tendo sido considerados os estados do Rio Grande do Sul e de Santa
Catarina, livres de infec¢cdo no ano de 1998 (ALONSO F. et al., 1982).

O Quadro 1 apresenta o numero de focos de bovinos infectados pelos

virus da febre aftosa durante o periodo de 1960-1990 no Brasil.

Quadro 1 - Quantidade de focos da Febre Aftosa durante o periodo de 1960-1990 no Brasil.

ANO | Quantidade | ANO | Quantidade | ANO | Quantidade | ANO | Quantidade
de focos de focos de focos de focos
1960 687 1970 2.529 1980 7.850 1990 989
1961 280 1971 8.353 19781 4.222 1991 757
1962 182 1972 7177 1982 3.022 1992 1.232
1963 182 1973 7.877 1983 1.454 1993 1.433
1964 211 1974 2.959 1984 1.481 1994 2.093
1965 163 1975 4.681 1985 1.511 1995 589
1966 205 1976 10.295 1986 1.699 1996 215
1967 111 1977 8.595 1987 1.319 1997 167
1968 255 1978 6.992 1988 1.314 1998 38
1969 472 1979 6.656 1989 1.376 1999 37
Total 2748 Total 66.114 Total 25.248 Total 7.550

Fonte: (LYRA; SILVA, 2004)

A Figura 1 apresenta os tipos de virus isolados de casos bovinos em varias

regides do Brasil no periodo de 1970 a 1990.
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Figura 1 - Tipos de virus da febre aftosa isolados de casos de bovinos infectados em varias

regioes do Brasil no periodo de 1970-1990.
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Observa-se pela Figura 1 que houve um aumento de casos devido ao tipo
A nos periodos de 1976-1978, 1981-1983 e 1993-1995. O tipo O esteve presente
durante os anos de 1970, 1975, 1980, no periodo de 1985-1989, e ao longo da
década de 90 até o ano de 1996. O tipo C esteve presente principalmente nos anos
de 1990-1991.

A queda no numero de casos a partir de 1980 pode ter sido devida a
melhora da qualidade da vacina bem como de outras estratégias de controle da
disseminacgao (LYRA; SILVA, 2004).

A Figura 2 mostra de forma bem clara o perfil de redugdo de casos
infectados no periodo de 1970 a 2002.

Figura 2 - Numero de focos de animais infectados com os virus da febre aftosa no periodo de
1970 a 2002.

12.000

o 10,000

]

EaODD

-]

BT &000

g

2 o

=

Z 2000
0

Fonte: (LYRA, SILVA, 2004)

Em 2000, foi detectado um novo foco no Rio Grande do Sul e em 2005,
foi relatada uma suspeita de contaminagdo em um municipio do Mato Grosso do Sul
(LYRA; SILVA, 2008).

Com intuito de aprimorar o comércio de produtos de origem animal,
com destaque para carne bovina e suina, o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), com auxilio dos servigos veterinarios estaduais e do
setor agroprodutivo passou a coordenar o Programa Nacional de Erradicagao
e Prevencdo da Febre Aftosa (PNEFA). Este programa possui como principal
estratégia a implantagcdo e manutengdo de zonas livres da doenga, de acordo

com as diretrizes estabelecidas pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE)
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(BRASIL, 2012).

Em novembro de 2002, os Estados de Santa Catarina e Rio Grande
do Sul restituiram a condi¢ao sanitaria de zona livre de febre aftosa. Ainda nesse
periodo, foram incorporadas as regides Sudeste e Centro-Oeste a zona livre de
febre aftosa. Entretanto, o aparecimento de casos em outros paises da América

Latina, vizinhos ao Brasil, dificultaram o sucesso do programa (BRASIL, 2012).
1.5 Transmissao, manifestagoes clinicas e diagnéstico da doenga

A febre aftosa é conhecida também como Foot — and — Mouth disease
(FMD), caracterizada por formagédo de vesiculas similares a aftas na boca e patas
e, dessa forma foi chamada de aftosa. Enquanto as manifestacdes clinicas podem
ser graves em bovinos e suinos, as ovelhas e cabras podem apresentar infeccao
subclinica. Por vezes o contagio é indireto e, nesse caso, o virus é transportado
através de alimentos, agua, ar e passaros, apesar de ser sensivel ao calor e a luz.
Da mesma forma, os cuidadores levam em suas maos, na roupa ou nos calcados,
particulas virais, os quais sdo capazes de infectar animais sadios. Apds infecgao,
ha um periodo de incubagao, que varia de dezoito horas a trés semanas (MILLEN,
1988).

Os virus multiplicam-se em células epiteliais na mucosa oral (Figura
3), nasal e também na pele, e proximo ao casco, causando lesdes vesiculadas
(KITCHING; HUTBER; THRUSFIELD, 2005).

Figura 3 — Lesoes orais causadas pelo virus da febre aftosa

Fonte: (BRASIL, 2012).
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Apds um periodo aproximado de 2 dias, as vesiculas se rompem. Diante
do rompimento das vesiculas, o liquido interior contendo virus dissemina-se no
ambiente pela formagao de aerossoéis. H4 um aumento da salivagéo (Figura 4) e da
dificuldade de deambular, o que leva o animal a anorexia €, como consequéncia, ao
emagrecimento (REMOND; KAISER; LEBRETON, 2002).

Figura 4 — Aumento da salivagdo em animais infectados com o virus da febre aftosa

Fonte: (BRASIL, 2012).

Ha também comprometimento na producao do leite. O bezerro infectado
pode vir a 6bito em decorréncia de miocardite viral. A recuperagao de um animal
acometido pela febre aftosa € um evento bastante provavel, uma vez que a taxa
de letalidade pela doenga é baixa. No entanto, sua taxa de morbidade é elevada,
uma vez que animais susceptiveis infectados apresentaram manifestacido clinica.
Aqueles que se curam, tornam-se portadores assintomaticos. (ACHA; SZYFRES,
1986).

Uma dificuldade é o diagnéstico diferencial com algumas doencas
que se assemelham do ponto de vista de aspectos clinicos. Como exemplos, as
manifestagdes clinicas da doenca de vesicula suina (SVD) sdo similares aos da
febre aftosa, assim como o herpes bovino, febre catarral, peste bovina e outras
doengas que podem ocorrer na mucosa bovina (REMOND; KAISER; LEBRENOT,
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2002).
1.6 Profilaxia

Como néao ha tratamento contra a febre aftosa, sdo necessarias medidas
profilaticas através de vacinacao dos animais com até 24 meses de vida. A vacina
€ inativada, deve ser administrada em um volume de 5 mL via subcutanea e
intramuscular, e protege o animal durante um periodo de até 6 meses. O Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento fornece o lote de virus semente. Como a
producao de virus que compde a vacina é definida pela realidade epidemiologica do
pais, atualmente utiliza-se para a produgao das vacinas, os tipos O1 Campos, A24
Cruzeiro e C3 Indaial (Procedimento operacional padrao Biosseguranga-Producgao,
2011). As quantidades de cada componente da vacina constituem segredo de
produgao.

A vacina é obtida a partir da inativagdo do virus com bromidrato de
etilamina (figura 5). O processo de inativacdo deve ser monitorado, de forma a
evitar futuras infecgdes pelo préprio virus vacinal. E importante também levar em
conta durante esse processo, que o capsideo viral, responsavel pela indugcdo de

imunidade pela vacina, deve permanecer integro (DOEL, 1999).

Figura 5. Tanques de inativagdo dos virus por bromidrato de etilamina.

jégnl-lb'

L1

Fonte: (MEDEIRQOS, 2011).

2 PERGUNTA DE PARTIDA
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Sera a pluviosidade interfere na frequéncia de positividade dos anticorpos

contra o virus da febre aftosa em bovinos nao vacinados?
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

. Avaliar a interferéncia da pluviosidade na frequéncia de positividade

dos anticorpos contra o virus da febre aftosa em bovinos nao vacinados.

3.2 Objetivos especificos

. Detectar a presenga de anticorpos contra virus da febre aftosa em
bovinos n&o vacinados;
. Avaliar a frequéncia de positividade dos anticorpos de acordo com os

indices pluviométricos mensais nos anos de 2010 e 2011.
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4 METODOLOGIA

Durante o ano de 2010 e 2011 foram feitas sele¢ées mensais de animais
de algumas fazendas para avaliagdo da presenga de anticorpos contra virus da
febre aftosa. Para o presente trabalho, foram escolhidos os animais que pertenciam
a uma fazenda credenciada localizada em Umirim, CE. Grupos de animais eram
identificados e todos eram submetidos a coleta de sangue. O numero total de
animais avaliados de janeiro de 2010 a dezembro de 2011 foi de 3149.

Coletava-se uma amostra de sangue da veia jugular do animal (10
mL) em tubos fechados a vacuo, conforme mostra a figura 6. Os tubos eram
identificados pelo numero do animal, fazenda e data da coleta. As amostras foram
transportadas com gelo reciclavel para o laboratério de analise, tomando-se os
devidos cuidados para ndo haver hemodlise durante o transporte. No laboratério,
todos os tubos eram centrifugados, sendo submetidos em seguida ao teste
imunoenzimatico. Retirava-se uma aliquota (contra-prova) de cada animal e

armazenada por dois anos a -20°C.

Figura 6. Coleta de sangue bovino a partir da veia jugular.

Fonte: (MEDEIROS, 2011).
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Os testes imunoenzimaticos para dosagem de anticorpos contra o
virus da febre aftosa foram cedidos pela Unidade de Saude Publica Veterinaria
PANAFTOSA (Centro Panamericano de Febre Aftosa, 2009). Cada teste servia para
detectar anticorpos contra os sorotipos O1 Campos, A24 Cruzeiro e C3 Indaial.

O laboratério onde foram realizados os testes apresentava nivel de
biosseguranga de risco 1 (Figura 7), pois o sangue do animal bovino confere
risco limitado para o analista e para a comunidade. Os equipamentos de protecao
individual para o risco 1 s&o jaleco e luvas. Como medida adicional de protecao,
utilizou-se mascara com filtro 900 A1 para Vapores Organicos - Drager para
aplicagao do substrato cromogénico nas placas, uma vez que o cromégeno, no caso
a ortofenilenodiamina, € um reagente carcinogénico.

Figura 7. Laboratoério para realizagao dos testes imunoenzimaticos com nivel de

biosseguranga de risco 1.

Fonte: (MEDEIROS, 2012).

Figura 8. Utilizagdo de mascara com filtro 900 A1 para Vapores Organicos - Drager para
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aplicacdo da solugao cromogénica contendo ortofenilenodiamina.

Fonte: (MEDEIROS, 2011).

O teste imunoenzimatico em fase sodlida (ELISA) para detecgao de
anticorpos contra os virus da febre aftosa divide-se em etapas, como descrito a
seguir: O principio do teste baseou-se em um ensaio de inibigao.

4.1 Sensibilizagao das placas

Soro hiperimune de coelho, contendo anticorpos contra os sorotipos
descritos anteriormente, foi adsorvido em microplacas de poliestireno (Maxisorp,
Nunc, USA) com volumes de 100uL, nas concentragdes de 1:2000 (para as cepas
O1 e A24) e 1:1600 (para a cepa C3) em solugcado tampao carbonato- bicarbonato
(Apéndice A). O periodo de sensibilizagéo foi de 16 a 20 h a 4° C.

Com objetivo de facilitar o manuseio das placas, as mesmas foram
identificadas (Figura 9) com a cor vermelha (para O1), azul (para A24) e verde (para
C3).

Figura 9 — Placas sensibilizadas com soro hiperimune de coelho (O1/vermelho, A24/azul e C3/

verde).
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Fonte: (MEDEIROS, 2011).

4.2 Bloqueio de Placas

Apoés a fase de adsorgao, no dia seguinte, as placas eram deixadas por
1h na temperatura ambiente (t.a.). Durante esse periodo, a solugdo bloqueadora,
contendo ovalbumina 1% em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS, apéndice
B e C), eram preparadas.

Apoés descarte da solugao de sensibilizagao das placas, as mesmas eram
submetidas a lavagem (1x) com 200uL de solugdo de salina 0,9% (Apéndice D),
com auxilio de uma lavadora automéatica de placas (Biotek, USA, Figura 10).

A seguir, a solugao bloqueadora era acrescentada, deixando-se 1 h a t.a.
Apods nova lavagem (1x), prosseguia-se com as demais etapas. Aquelas placas que
nao eram prontamente utilizadas, deveriam ser devidamente embaladas com filme

plastico e armazenadas por um periodo maximo de 6 meses a -20°C (Figura 8).

Figura 10 — Etapa de lavagem das microplacas, apés sensibilizagdo das mesmas.
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Fonte: (MEDEIROS, 2011).

4.3 Teste de Selegao

A solucdo diluente das amostras de soro constituia de ovoalbumina
grau Il 1% e Tween 20 0,05% em solucdo de PBS (apéndices E e F). Uma
quantidade maior de solugao era preparada e estocada durante 6 meses a -20° C
em aliquotas de 250 mL. Um dia antes do teste, a solugdo deveria ser
descongelada. No dia do teste, todos os reagentes s&o deixados a t.a, previamente

a sua utilizacao.
4.4 Etapa de inibicao
Microplacas de fundo U flexiveis (Falcon, USA), devidamente

identificadas com cores diferentes de acordo com os sorotipos eram utilizadas para

diluicdo das amostras. O quadro 2 apresenta um esquema da placa.



Quadro 2. Esquema de diluigao das amostras de soro bovinos em microplacas.
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1 2 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A| S| S| 8S9|Ss9 | St S1 S2 | S2 S33 S33 S36 S36
1 1 7 7 5 5

B| S| S| st S1 S1 S1 S2 | S2 S34 S34 S37 837
2 2 0 0 8 8 6 6

C| S| S| s S1 S1 S1 S2 | S2 S35 S35 S38 S38
3 3 1 1 9 9 7 7

D| S| S| st S1 S2 [ 82 | S2 | s2 C- C- C- C- 1/250
4 4 2 2 0 0 8 8 V2 110 1/50

E| S| S| st S1 S2 [ 82 | S2 | s2 C+ 1/10 C+ C+ C+
5 5 3 3 1 1 9 9 1/50 1/250 1/1250

F| S| S| 1 S1 S2 [ 82 | S3 | S3 C++ 1/ C++ 1/ C++ 1/ C++ 1/
6 6 4 4 2 2 0 0 200 1000 5000 25000

G| S| s | st S1 S2 [ 82 | S3 | S3 CAg CAg CAg CAg
7 7 5 5 3 3 1 1

H| S S S1 S1 S2 S2 S3 S3 Branco Branco Branco Branco
8 8 6 6 4 4 2 2

Resumidamente, os “brancos” eram aqueles que continham todos os

reagentes exceto o soro a ser testado e o antigeno. O controle negativo era testado

na diluicdo Y2, e os controles positivos fraco e forte, nas diluicbes respectivas de 1/

10 e 1/200. As amostras de soro teste eram diluidas com a solugéo diluente a 1/12
(sorotipos O1 e C3) e 1/20 (sorotipo A4) (Figura 11).

Figura 11. Realizagdo da diluicao das amostras de soro bovino nas microplacas.

Em seguida, adicionava-se

Fonte: (MEDEIROS, 2011).

igual volume de antigeno inativado, preparado



25

previamente em um tubo cénico com a solugéo diluente (APENDICE F).

A seguir, as placas eram incubadas em incubadora a 37°C por 1 h, sendo
que durante os primeiros 20 min, as placas eram deixadas sob agitagao.

A seguir, volumes de 50uL eram transferidos para as microplacas
sensibilizadas, deixando-se mais 30 min sob agitagdo, devidamente protegidas com
filme plastico.

As placas eram lavadas (3x) com salina 0,85% contendo Tween 20
0,05%.

A seguir, volumes de 50uL de soro hiperimune de cobaio diluido a 1:600
para as cepas O1 e C3 e 1:300 para A24 eram incubados nos pogos, deixando-se
as placas a 37° C durante 30 min sob agitacdo. Apos novas lavagens, conjugado
de cabra anti-imunoglobulinas de cobaio marcados com peroxidase em uma
diluicdo que varia para cada kit enviado pelo Panaftosa, no qual o antigeno nem
sempre possui a mesma diluigdo, deixando-se as placas a 37° C por 30 min sob
agitacdo. Em seguida as lavagens, eram adicionados 50uL de solugdo de substrato
cromogénica, contendo 0,4 mg de ortofenilenodiamina (Sigma, USA) em tampéo
citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0, contendo perdxido de hidrogénio na concentragao final
de 0,01%. Apds 15 min protegidas da luz (Figura 12), a reacao era interrompida pela
adigao de 50puL de acido sulfuarico (Apéndice J).

Figura 12. Incubagao das microplacas protegidas da luz.

T

Fonte: (MEDEIROS, 2011).
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A leitura das absorbancias (Figura 13) era realizada com auxilio de
espectrofotdbmetro de placas em comprimento de onde de 490nm.

Figura 13. Revelagdo das microplacas com solugdo de substrato cromogénico e bloqueadas

com acido sulfurico.

Fonte: (MEDEIROS, 2011).

Os resultados eram interpretados de acordo com a férmula: média das
absorbancias dos pogos das amostras dividida pela média das absorbéancias dos
controles de antigeno x 100. indices superiores a 50% eram consideradas negativas
para o sorotipo em estudo. indices inferiores a 50% eram consideradas positivas
para o sorotipo em estudo. Resultados equivalentes a 50% + 1% eram considerados

inconclusivos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Existe um entendimento no meio agropecuario, que o clima exerce
influéncia no desenvolvimento dos animais. Sabe-se que quanto maior a
temperatura, menor a produtividade do leite (ANTUNES et al., 2009). Fatores
climaticos sido levados em consideracio para que proprietarios de fazendas decidam
sobre qual tipo de animal deve ser criado em determinado local. Como exemplos,
animais de climas frios nao se adaptam em regides tropicais (MEDEIROS; VIEIRA,
1997).

Um estudo (GONZALEZ, et al.,2004) realizado em uma regiao de Pelotas,
Rio Grande do Sul, avaliou-se a producao de leite em cada més de animais bovinos
em um periodo de 11 meses. Verificou-se que a producgao era influenciada pelas
variagbes climaticas nas diferentes estagdes do ano. Alteragbes na temperatura
do ar e solo estdo entre os principais fatores a serem levados em consideracédo na
qualidade e producéo de leite. No mesmo estudo, verificou-se que a pluviosidade
nao interferia na qualidade do leite.

Crescimento retardado e baixo desempenho reprodutivo podem ser
decorrentes de deficiéncia de iodo que, por sua vez, pode estar associada com
distancia do mar e baixa pluviosidade (EMBRAPA, acessado em 26/05/2012).

A producao de forragens influencia na dindmica do ciclo parasitario.
Segundo MALACCO (acessado em 26/05/2012), temperaturas de 16° a 26° C, e
elevada umidade relativa do ar favorecem o crescimento parasitario no ambiente e,
portanto, com maior risco de infestacdo dos animais.

O presente trabalho procurou estabelecer associagao entre indices
pluviométricos e frequéncia de positividade de anticorpos contra virus da febre
aftosa em bovinos ndo vacinados.

As tabelas 1 e 2 apresentam os dados de frequéncia de positividade
dos anticorpos e os indice pluviométrico obtidos mensalmente, referentes aos anos
de 2010 e 2011, respectivamente. Os indices pluviométricos foram obtidos da

FUNCEME (Fundagéo Cearense de Meteorologia e Recurso Hidricos).
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Tabela 1 - Porcentagem de positividade de anticorpos anti-virus da febre aftosa e indices

pluviométricos nos meses de janeiro a dezembro de 2010.

Ano de 2010 Média indice N° Animais N° Animais % Positividade
Pluviométrico Analisados Positivos
(mm)
Janeiro 72 151 77 51,0
Fevereiro 13 237 125 53,0
Margo 189 152 109 71,2
Abril 221 280 83 29,6
Maio 152 133 77 57,8
Junho 10 100 64 64,0
Julho 0 38 14 36,0
Agosto 0 64 22 34,0
Setembro 0 77 18 23,0
Outubro 0 72 34 47,0
Novembro 0 68 28 41,0
Dezembro 0 152 94 61,0

Tabela 2 - Porcentagem de positividade de anticorpos anti-virus da febre aftosa e indices

pluviométricos nos meses de janeiro a dezembro de 2011.

Ano de 2011 Média indice N° Animais N° Animais %
Pluviométrico Analisados Positivos Positividade
(mm)

Janeiro 311 38 24 63,1
Fevereiro 186 64 33 51,5
Margo 357 82 34 41,4
Abril 330 163 78 47,8
Maio 232 76 65 85,5
Junho 58 73 52 71,2
Julho 0 146 96 65,7
Agosto 0 190 69 36,3
Setembro 0 114 66 57,8
Outubro 0 201 147 73,1
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Novembro 0 319 190 59,5
Dezembro 0 159 59 59,0

Os dados foram também apresentados em forma de graficos, como

mostrados nas Figuras 14 e 15.

Figura 14 - Porcentagem de positividade dos anticorpos anti-virus da febre aftosa e indices

pluviométricos nos meses de janeiro a dezembro de 2010.
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Embora possamos verificar que os maiores indices de positividade de
anticorpos foram obtidos em periodos chuvosos, altos indices de positividade foram
também observados em periodos de baixa pluviosidade, tanto em 2010, como
em 2011. Da mesma forma, baixos indices de positividade dos anticorpos foram
observados em periodos chuvosos, tanto em 2010, como em 2011. Nao podemos
afirmar que o baixo nivel de positividade estava associado com baixo numero de
animais testados, pois, no més de abril de 2010, foram testados 280 animais e o
indice de positividade de anticorpos foi de apenas 29,6% (Tabela 1). Durante o
referido més, foi observado o maior indice pluviométrico daquele ano.

O presente trabalho mostra que nao ha associacdo entre pluviosidade
e a positividade de anticorpos em bovinos nao vacinados. Os resultados sao
consistentes uma vez que o numero de animais testados foi significativo (n=3149),
os métodos imunoenzimaticos utilizados para analisar os anticorpos sé&o
constantemente validados através de controles de qualidade internos e externos,

portanto, os resultados podem ser considerados confiaveis.
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6 CONCLUSOES

» Os indices de positividade de anticorpos contra virus da febre aftosa variaram de
23% a 71,2% em 2010 e de 36,3% a 85,5% em 2011.

. Nao houve interferéncia da positividade desses animais com a presenca

de chuva, pois tanto no ano de 2010 como no de 2011, houve alta porcentagem

de animais positivos com baixos indices pluviométricos, assim como houve baixa

porcentagem de animais positivos em altos indices pluviométricos.
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APENDICE A

TAMPAO CARBONATO — BICARBONATO 0,05M

Produto Quantidade Molaridade Final
Carbonato de sddio anidro (Na,CO3) PM 106 0,809 0,015M
Bicarbonato de s6dio (NaHCO3) PM 84 1,479 0,035M
Agua de Osmose 500 mL -

Dissolver 0,80g de Na,CO3; e 1,47g de NaHCO3; em um baldo volumétrico de 500mL com
aproximadamente 300mL de agua de osmose. Depois de dissolvido, completar com 500mL de agua
de osmose. Confirmar pH. Se o0 mesmo estiver entre 9,55 e 9,65, a solugéo é aceita. Caso contrario,
a solucdo deve ser descartada e preparar uma nova. O pH das solucbes tampdo ndo deve ser

ajustado.

APENDICE B

TAMPAO SALINA FOSFATADA (PBS)

Produto Quantidade
Cloreto de sédio (NaCl) PM 58,44 8,0g
Cloreto de potassio (KCL) PM 74,55 0,2g
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Fosfato de sddio bibasico 12 hidratado (Na,HPQO,. 12H,0) PM 358,14 2,909
Fosfato de po@éssio anidro (KH2P0O4) PM 136,09 0,29
Agua de osmose q.s.p 1000mL

Dissolver os sais completamente, trabalhando sempre a temperatura
ambiente. Medir o pH das solugdes no qual de deve estar entre 7,40-7,60. O pH das
solugcdes tampao nao deve ser ajustado. Solugdes com pH fora da faixa mencionada

nao devem ser usadas.

APENDICE C

SOLUGAO BLOQUEADORA

Produto Quantidade
PBS pH 7,40 — 7,60 350mL
Ovoalbumina grau V 3,59

Agitar até completa dissolugédo. Preparar no momento do uso.

APENDICE D

SOLUGAO SALINA FISIOLOGICA 0,85%

Produto Quantidade
Cloreto de sodio (NaCl) PM 58,44 85¢g
Agua de Osmose 10L

Dissolver 85¢g de cloreto de sédio em 9 litros de agua de osmose. Mantendo em agitacao
permanente. Apds dissolver, completar o volume com agua de osmose. Ajustar o pH 7,20 — 7,40 com

solugéo de bicarbonato de sédio 7,5%. Manter por 1 més a temperatura ambiente.
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APENDICE E

TAMPAO DILUICAO

Produto Quantidade
PBS pH 7,40 — 7,60 2000mL
Poli-oxietileno sorbitan monolaureato (TWEEN 20) 1,0mL
Ovoalbumina Grau |l 20g

Dissolver completamente a ovoalbumina. Homogeneizar bem. Distribuir em recipientes

de 250 mL. Armazenar a -20°C por 6 meses.

APENDICE F

TAMPAO DILUIGAO + SOROS BLOQUEADORES

Produto Quantidade
PBS 70 mL
Soro Normal Bovino 2% 1,4 mL
Soro Fetal de Coelho 2% 1,4 mL

Medir 70mL do tampéo fosfatado P.B.S, retirar o volume correspondente aos soros
bloqueadores e adicionar 1,4mL do SFC (Soro Fetal de Coelho) e 1,4mL do SNB (Soro Normal

Bovino). Os soros bloqueadores sao fornecidos nos kits do PANAFTOSA.

APENDICE G

FOSFATO DE SODIO - 0,2M

Produto Quantidade
Fosfato disg’ndico anidro (Na,HPO,) PM 142 2,849
Agua de osmose q.s.p 100mL

Dissolver 2,849 de fosfato disddico anidro em baldo volumétrico de 100mL em 50mL de
agua de osmose. Apos dissolugdo completar o volume com 100mL de agua de osmose. Armazenar
a 4°C por 2 meses. Antes de usar deixar em temperatura ambiente e verificar a auséncia de

precipitados ou contaminantes.
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APENDICE H

ACIDO CIiTRICO - 0,1M

Produto Quantidade
Acido citrico monohidratado (CgHgO7.H,0) PM 210 2,109
Agua de Osmose q.s.p 100mL

Dissolver 2,10g de acido citrico em baldo volumétrico de 100mL em 50mL de agua de
osmose. Apos dissolugdo completar o volume com 100mL de agua de osmose. Armazenar a 4°C por
2 meses. Antes de usar deixar em temperatura ambiente e verificar a auséncia de precipitados ou

contaminantes.

APENDICE |

TAMPAO ACIDO DILUENTE DO SUBSTRATO ORTO-FENIL-DIAMINA

Produto Volume
a) Acido Citrico 0,1M 26mL
b) Fosfato de Sédio 0,2M 28mL
c) Agua de Osmose 46mL
Volume total 100mL

Misturar as solugbes (a,b,c) e armazena-la em frasco de vidro a temperatura ambiente
por 7-8 dias. Verificar a auséncia de precipitados ou contaminantes. Medir o pH que deve ser muito
préximo a 5,0. Para o uso fracionar o volume necessario e agregar o peroxido de hidrogénio antes de

diluir o OPD, seguinte propor¢ées mostradas na tabela abaixo:

Para volume de 25mL

Solugdes Volume
Tampéo acido 25mL
Perdéxido de hidrogénio (*) 10uL
OPD (**) 10mg

(*) Cuidado: ler com atengao as recomendagbes do fabricante. Muito cuidado ao
trabalhar, fortemente corrosivo, usar luvas, preparar imediatamente antes de usar.

(**) Cuidado: Produto perigoso para saude. Toéxico, alergénico, cancerigeno. Ao utilizar
proteger os olhos e maos. Ter cuidado ao descartar, buscar informagdes com as autoridades locais

evitando procedimentos inadequados.
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APENDICE J

ACIDO SULFURICO 3N

Produto Quantidade
_ H,SO4 PM 98 (%) 84,1mL
Agua de Osmose g.s.p 1000mL

(*) Cuidado: Ter cuidado ao preparar. Usar capela. Fortemente corrosivo, usar luvas para
proteger as maos. Colocar o recipiente que contém agua de osmose dentro do outro recipiente com

gelo. Depois, agregar lentamente o acido na agua.

APENDICE K

SOLUGAO VIRULICIDA

Produto Quantidade
Acido citrico (H3CgHs0;) PM 210 209
Acido acético glacial (CH;COOH) PM 60 10mL
Agua de Osmose q.s.p 2000mL

Dissolver 20g de acido citrico em baldo volumétrico de 2000mL com 500mL de agua
destilada. Adicionar 10mL de acido acético. Apos dissolugdo completar o volume para 2000mL com

agua de osmose. Manter a temperatura ambiente por trés meses.



