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RESUMO

O Brasil € um dos paises com maior destaque internacional no agronegocio, devido
ao aumento crescente das exportacfes nesse setor. Uma das doencas de maior
impacto para a pecuaria nacional € a Febre Aftosa (FA), que tem grande importancia
social e econémica. A FA é uma doenca viral altamente infecciosa, de alta
disseminacédo que acomete animais biungulados, de casco fendido, que causa febre,
claudicacao, lesbes vesiculares nas patas, lingua, focinho e tetas. E considerada uma
barreira sanitaria para o comércio internacional, e demanda elevados investimentos
para controle e prevencdo. O Foot-and-Mouth disease virus (FMDV) possui sete
sorotipos, que s&o imunologicamente distintos, O, A, C, SAT-1, SAT-2, SAT-3 e Asia
1, sorotipos que néo sao distribuidos uniformemente no mundo. Os sorotipos O, A e
C, tem a maior distribuicdo e foram responsaveis por surtos, especialmente no Brasil.
Métodos soroldgicos para diagnéstico e avaliagdo do FMDV, como o teste de
neutralizacao viral (NV), tornam-se imprescindiveis para diagnéstico da infeccao e
avaliacdo da eficacia das vacinas utilizadas. O objetivo deste trabalho foi verificar o
desempenho do método de NV, a partir da avaliacdo de amostras de soros de bovinos
vacinados com a vacina para FA produzidas no Brasil. As amostras foram coletadas
apos 28 dias da vacinacéao e 28 dias apoés refor¢o. Foi possivel verificar o desempenho
do método de neutralizacao viral de anticorpos para o FMDV de maneira satisfatoria.
Os resultados de incerteza de medicéo, repetitividade e reprodutibilidade ficaram
dentro dos limites esperados, comprovando a eficacia e garantindo a qualidade do
método de ensaio. O teste piloto de avaliacdo da poténcia da vacina para FA realizado
por ELISA, alcancou uma Expectativa Percentual de Prote¢do (EPP) acima de 99%
para os trés sorotipos vacinais, comprovando a eficacia da vacina utilizada. Valores
de r1 e EPP, avaliam a combinacéo dos sorotipos virais das vacinas e os isolados de
campo, os resultados de r1 mostraram que o isolado do sorotipo C possui maior
semelhanca antigénica com o sorotipo viral vacinal, e os isolados O e A possuem uma
menor semelhanca antigénica. Os resultados de EPP mostraram que 0S sorotipos

vacinais possuem maior semelhanca antigénica com os isolados virais avaliados.

Palavras-chaves: Febre Aftosa, neutralizacéo viral, ELISA, vacinacao, verificacdo de

desempenho



ABSTRACT

Brazil is one of the countries with the greatest international prominence in
agribusiness, due to the increase of exports in this sector of the economy. A disease
of great impact for national livestock farming is Foot-and-Mouth Disease (FMD), which
has great social and economic importance. FMD is a highly infectious, highly
disseminated viral disease that affects split cloven-hoofed animals, causing fever,
lameness, vesicular lesions on the paws, tongue, snout and teats. It is a sanitary barrier
to international trade, and demands high investments for control and prevention. Foot-
and-Mouth disease virus (FMDV) has seven serotypes, which are immunologically
distinct, O, A, C, SAT-1, SAT-2, SAT-3 and Asia 1, serotypes that are not uniformly
distributed throughout the world. O, A and C serotypes have the highest distribution
and are responsible for outbreaks, especially in Brazil. Serological methods for
diagnosis and evaluation of FMDV, such as the viral neutralization test (NV), are
essential for the diagnosis of the infection and evaluation of the efficacy of the vaccines
used. The objective of this work was to verify the performance of the NV method, based
on the evaluation of samples of bovine sera vaccinated with the FMD vaccine produced
in Brazil. The samples were collected, after 28 days of vaccination and 28 days after
booster vaccination. It was possible to verify the performance of the virus neutralization
method of antibodies to the foot-and-mouth disease virus satisfactorily. The results of
measurement uncertainty, repeatability and reproducibility were within the expected
limits of evaluation, proving the effectiveness and guaranteeing the quality of the test
method. The pilot test for the evaluation of the potency of the Foot-and-Mouth disease
vaccine, performed by ELISA, reached a Percent Protection Expectancy (EPP) above
99% for the three vaccine serotypes, proving the efficacy of the vaccine used. Values
of r1 and EPP, evaluating the combination of viral serotypes of the vaccines and the
field isolates, the results of rl showed that the serotype C isolate had the highest
antigenic similarity to the vaccine strain, and the O and A isolates had less antigenic
similarity to the vaccine viral strains. The EPP results showed that the vaccine

serotypes have greater antigenic similarity with the evaluated viral isolates.

Key words: Foot-and-mouth disease, virus neutralization, ELISA, vaccination,

standardization



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Representacéo esquematica da particula do FMDV..............c.c........ 25

FIGURA 2: Mapa esquemético do genoma do FMDV, com os produtos de

clivagem parcial das proteinas ViraiS............ccccceevvveevveiiininiiiiseeeenn. 27

FIGURA 3: Imagem das estruturas da particula do FMDV obtidas através da

cristalografia de raio-X, todas as estruturas sao

FEPIESENTALIVAS. .......ecviieieieieete ettt ettt ete et e e ereebe e aeee e 31
FIGURA 4: Ciclo de multiplicacdo do FMDV .......ccccooieiiiiiiiiiiiee e 33
FIGURA 5: Sintomas dos animais com Febre Aftosa ............cccccvieiiiiiiinneenn, 37
FIGURA 6: Sinais clinicos observados nos animais com Febre Aftosa............. 37
FIGURA 7: Sinais clinicos observados nos animais com Febre Aftosa............. 37
FIGURA 8: Sintomas dos animais com Febre Aftosa ..........cccccvviiiiieeeiiciiiiiienen. 38

FIGURA 10: Condicdo sanitaria do Brasil para FA em maio de

FIGURA 11: Organizacédo geografica do Brasil para zonificacdo em blocos........ 50

FIGURA 12: Fotomicrografias da monocamada de células ZZ-R infectadas

FIGURA 13: Fotomicrografias da monocamada de células BHK-21 infectadas
COM FMDV ...ttt e e e e e e 55

FIGURA 14: Representacdo esquematica das etapas para obtencdo da

verificacdo de desempenho do método de NV para o virus da FA. 69



FIGURA 15: Imagem obtida dos pogos do teste de neutralizacdo viral, em
destaque efeito citopético e toxicidade nas

CEIUIBIS. ... e ettt e e ee s

FIGURA 16: Avaliacdo dos titulos de anticorpos obtidos por NV, dos soros
coletados de animais ap6s 28 dias da primeira vacinagao, e apos

28 dias da vacinagao de reforgo.........cooovvvviiiiiciiiiiiiiiieeeeee e

FIGURA 17: Coeficientes de relacdo soroldgica obtidos apos avaliacao de 12

soros de bovinos, representacao dos resultados dos sorotipos O

FIGURA 18: Coeficientes de relacdo sorolégica obtidos ap6s avaliacao de 12

soros de bovinos, representacao dos resultados do sorotipo C.....

FIGURA 19: Avaliacdo dos titulos de anticorpos obtidos por NV e ELISA CFL,

com 0s sorotipos virais vacinais do FMDV............ccccccvvvvvveveeeiinnn,

87

90

92

92



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Métodos disponiveis para o diagnéstico de FA............ccccceeeriiiinnnen.

TABELA 2: Critérios de classificacdo dos parametros de repetitividade e

reprodutibilidade.........cccooooii i,

TABELA 3: Expectativa percentual de protecdo da vacina de Febre Aftosa por

TABELA 4: Expectativa Percentual de Protecdo (EPP) da vacina de Febre

Aftosa, titulos obtidos a partir do método de neutralizacao viral.......
TABELA 5: Expectativa Percentual de Protecédo (EPP) e valores de r1................
TABELA 6: Coeficientes de variacdo do ensaio de NV para o virus da Febre

Aftosa, SOrotipo OL CamMPOS. ......uuuuuiiriiiiiiiiieeeeeaeee e

TABELA 7: Coeficientes de variacdo do ensaio de NV para o virus da Febre

Aftosa, SOrotipo A24 CrUZEII0.........uuuuuuiiiieeeeeee e

TABELA 8: Coeficientes de variacdo do ensaio de NV para o virus da Febre

Aftosa, sorotipo C3 Indaial..............euvveiiiiiieeeeeeeieeeeee e

TABELA 9: Valores de incerteza de medicdo do ensaio de NV para 0s sorotipos
O FMDV .ot e s aae e e

85

88
94

97

97

98

10



°C

ML
BCRJ
BEI
BHK-21
BID50
CGAL
CO2

ECP

ELISA

FA

FAO

FLI
FMDV
HS

IBGE

IEC

LISTA DE ABREVIATURAS

Graus Celsius

Microlitro

Banco de células do Rio de Janeiro

Etilenoimina binaria

Células de Rim de hamster (do inglés, Baby Hamster Kidney)
Doses infectantes para bovinos (do inglés, Bovine Infective Doses)
Coordenacédo Geral de Apoio Laboratorial

Dioxido de carbono

Efeito citopético

Ensaio imunoenzimatico (do inglés, Enzyme-linked immunosorbent

assay)
Febre Aftosa

Organizacéo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(do inglés, Food and Agriculture Organization of the United

Nations)

Intituto Friendrich-Loeffler (do francés, Friedrich-Loeffler- Institut)
Virus da Febre Aftosa (do inglés, Foot-and-Mouth Diasease Virus)
Heparam Sulfato (do inglés, Heparan Sulfate)

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Comisséo Eletrotécnica Internacional (do inglés, International

Electrotechnical Commission)
Imunoglobulina

Instrucdo normativa

11


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0ahUKEwjZoZ_tm_XWAhUHg5AKHQr2ACIQFghEMAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2Fportugal%2Fpt%2F&usg=AOvVaw029j2u8ZaN1zczAU2PFik4
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0ahUKEwjZoZ_tm_XWAhUHg5AKHQr2ACIQFghEMAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2Fportugal%2Fpt%2F&usg=AOvVaw029j2u8ZaN1zczAU2PFik4

INFs

IRES

ISO

LDDV
LFDA
MADbs
MAPA

MEM

MHC

mL

MSA

NBR

NSPs

NV

OIE

OPD
ORF

PAbs

PAHO

PAMPs

Interferons

Sitio Interno de Entrada do Ribossomo (do inglés, Internal

Ribosomal Entry Site)

Organizacéo Internacional de Normalizacao (do inglés,

International Organization of Standardization)
Laboratorio de Diagnostico de Doengas Virais
Laboratério de Defesa Agropecuaria

Anticorpos monoclonais

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Meio Essencial Minimo

Complexo Principal de Histocompatibilidade (do inglés, Major
Histocompatibility Complex)

Mililitro

Andlise de Sistemas de Medicéo (do inglés, Measurement Systems
Analysis)

Norma Brasileira

Proteinas néo-estruturais (do inglés, Non-Structural Proteins)
Neutralizacéo viral

Organizacdo Mundial de Saude Animal (do inglés, Word
Organisation for Animal Health, anteriormente Office des

Epizooties)

Orto-Fenileno-Diamina

Janela aberta de leitura (do inglés, Open Reading Frame)
Anticorpos policlonais (do inglés, Polyclonal Antibodies)

Organizacdo Pan Americana da Saude (do inglés, Pan American

Health Organization)

Padrdes Moleculares Associados a Patdégenos (do inglés,

Pathogen Associated Molecular Patterns)

12



PANAFTOSA Centro Pan Americano de Febre Aftosa

PBSTB

pH

PNEFA

SAT
SDA
SP

SUASA

TCID50

TLR

RRP

USDA

ZZR

Solugéo salina tamponada fosfatada com tween e soro de bovino e
albumina (do inglés, (Phosphate Buffered Saline with Tween and

Bovine Serum Albumin)

Potencial hidrogenibnico

Programa Nacional de Erradicagéo de Febre Aftosa

Svedberg

Territérios do Sul da Africa (do inglés, Southern African Territories)
Secretaria de Defesa Agropecuaria

Proteinas estruturais (do inglés, Structural Proteins)

Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria

Dose infecciosa para 50% da cultura de tecidos (do inglés, 50%

Tissue Culture Infective Dose)
Receptores do tipo Toll (do inglés, Toll-like receptors)
Receptores de Reconhecimento de Padrdes

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (do inglés,

United States Department of Agriculture)

Células embrionérias de cabra (do inglés, Fetal Goat Cell Line)

13



1

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt 17
1.1 Aimportancia do agronegocio N0 Brasil...........cceeeeeiiiiiiieiieiiniiiieeeenn 17
1.2 A Febre Aftosa e a ameaga eCONOMICA..........uiveeeeiiieeeeeeeeeeieeeeieeiiiieanens 19
1.3  Ahistoria da Febre AftOSa...........uveieiiiiiiiieeeeeeeecee e 20
1.4 O agente etiolOQICO.........uuuiiieiiiiiiiiiee e 24

1.4.1 Taxonomia e estrutura da particula...........ccccceeeeiiiiiiieieeeiiiiiiieeeenn 24

1.4.2 O genOmMa 0O VIFUS.....cceeiiiuiiiiieeeiaiiieiie e e et 26

1.4.3 Ciclo de multipliCaGa0..........ccooviiiiiiiiiee s 31
1.5 A patogénese da Febre Aftosa em bovinos............cccceevviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 34
1.6 Epidemiologia da OBNGA........ccviiiiiiieeiiiiii e 38
1.7 Respostaimune do hospedeiro a infec¢do pelo FMDV.............ccccceueeen. 44
I S IV - Vol o - Tox= To TSSO 47
1.9 MeEtodos diagNOSHICOS. .....ccuueeiiiee et 50

1.9.1 NeutraliZaGao Viral..........cccuuuuiiiiiiiiiiiiiiieee e 52

1.9.2 B S A e 55

1.9.3 CombINAGCAO0 A€ VACINAS.......uuuuuiiiiiieee et 57
1.10 Parametros de padronizagéo do método de ensaio..............cccuvvvrvrnenen. 59

1.10.1Repetitividade. ......cccoiiiiiiiiiiii e 59

1.10.2Reprodutibilidade...............eeiiiiiiiiiii e, 60

1.10.3Incerteza de MEAIGAD. .........uuurrriieiiiiiiiie e e 61

1.10.3.1 Incerteza padrédo combinada...........cccccuvvveiiiiiiiineeeeenennnn. 62
1.10.3.2 Incerteza expandida...........cccccevveeeriiviiiiiiiiiiieie e 63

14



JUSTIFICATIV A e 64

OBJIETIVOS . .o e e 66
3.1 OBJETIVO GERAL.....oot et 66
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........cciieieeeeeeceee e, 66

MATERIAIS E METODOS. .....ccutiiiiiiiiirinieieieieieen e aeaessessnenes 68

4.1 Amostras de soros de DOVINOS...........oooiiiiiiiiiii e 69
4.2 Ensaio de neutralizag8o Viral.............ooooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 71
4.2. 1 CUltivO d€ CEIUIAS......coiiiiiiieie e 71
4.2.2 AMOSEIAS U8 VIIUS....eeeiieiiiiiiiiiieeeiiitie it e et 72
4.2.3TIUIACAO Viral.......evveeiiiiiiiiiie e e e e 72
4.2. 4NeutralizaGao Viral.........ccccoeiiiiiiiiiiii e 73

4.3 ELIS A e aaea 74

4.3.1 Sensibilizagc&o de placas para identificacdo de anticorpos para o

teSte de ELISA-CFL. ... 74

4.3.2 Titulacdo de anticorpos contra proteinas estruturais do virus da
FEDIe AftOSa. .. .cuiiiiiiiiiee e 76
4.4 Teste de poténcia de vacina por ELISA. ... 78
4.5 Teste de cOmMbINAGAO A€ VACINAS.......cuuviiiiiiiiieeieeieeiieie e 79
4.5.1 Teste bidimensional por neutralizagao viral...............cccoeevviiiiinnnnnns 79
4.5.2 Teste unidimensional por neutralizagao viral..............ccccevvvviiinnnnnns 80
4.6 Parametro de padronizacdo do método de NV.......cccceeevviiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 81
4.6.1 Repetitividade e reprodutibilidade............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee, 81
4.6.2Incerteza de MEeAICAOD. .......uuuuurueiiieeie e 82
RESULTADOS. ...ttt ettt e e e e et e e e e e s e e e e e e nnnanees 83
5.1 Teste de poténcia da vacina de Febre Aftosa.........cccccoeeeeviiiiiiiiecececennnnnn, 83
5.2 Teste de poténcia da vacina por neutralizagao viral..................ccccceeeeee 86
5.3 Resposta de anticorpos apds vacinagao e reforgo.............vvvvevceieenennn. 89

15



6

7

8

5.4 Avaliacdo da

5.5 Avaliacao da

5.6 Titulos de anticorpos pelo método de NV e ELISA CFL

combinagé&o de vacinas da Febre Aftosa por r1

combinagéo de vacinas da Febre Aftosa por EPP..............

5.7 Repetitividade e reprodutibilidade do métodode NV..........ccccoeeiviienneennn.

5.8 Incerteza de medicdo do método de NV........cccceeeeieiiiiiiiiiiiiiieceeeiins

DISCUSSAO..

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . .....oo oot eeeeiee e

16



1 INTRODUCAO

1.1 Aimportancia do agronegocio no Brasil

A participacdo brasileira no comércio internacional do agronegocio, vem
ganhando cada vez mais destaque, devido ao aumento crescente das exportacdes
nesse setor. Em 2017, as exportacbes do agronegocio brasileiro totalizaram 96,0
bilhdes de dolares, em 2018 totalizaram 101,7 bilhdes de ddélares, um aumento
crescente nos ultimos anos. Em 2019, no més de janeiro as exportacdes ja bateram a
guase sete bilhGes de doblares, sendo 15,5% deste total correspondente as
exportacdes de carne. O principal destino das exportacdes brasileiras do agronegécio
vem sendo a China, que importou quase 35,6 bilhdes de dolares em 2018. A China
permanece na lideranca dos principais compradores mundiais dos produtos do
agronegocio brasileiro, e em janeiro de 2019 foi o destino final de 23% dos produtos

desse mercado (BALANCA COMERCIAL DO AGRONEGOCIO BRASILEIRO, 2018).

De acordo com os indicadores do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em 2017 foram abatidas 30,83 milhdes de cabecas de bovinos, que estavam
sob algum tipo de servico de inspecao sanitaria, representando um aumento de 3,8%
em relacdo ao ano anterior. No acumulado de 2017, foram abatidas 43,19 milhdes de
cabecas de suinos, representando um aumento de 2,0% em relacéo ao ano de 2016.
A série anual mostra que houve crescimentos ininterruptos dessas atividades,

culminando em novo patamar recorde em 2017. Ainda naquele ano, os laticinios sob
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0S quais atuam algum tipo de servico de inspecado sanitaria captaram 24,12 bilhdes
de litros de leite. O Brasil € lider mundial em exportacdo de aves, o segundo em

bovinos e 0 quarto em suinos.

No Brasil, em 2017, a populacdo total de bovinos atingiu a marca de
aproximadamente 217,8 milhdes de animais; a de bubalinos 1,4 milhdes, resultando
em um rebanho total maior que 219,1 milhdes de animais, um aumento significativo
na populacao total, em comparacao com o0 ano anterior que atingiu um pouco mais de

218,7 milhdes de animais (MAPA, 2018).

Todos esses numeros comprovam a importancia do agronegocio brasileiro,
especialmente o comércio nacional e internacional de carne. Apesar da crise que o
Brasil vem enfrentando em todos os setores da economia e politica, segundo o United
States Department of Agriculture (USDA), o pais est4 conseguindo uma recuperacéo
sustentavel da economia, e a estimativa para 2018 era um crescimento no PIB
(Produto Interno Bruto), no acumulado de 12 meses em 2018 a alta chegou a 1,3%.
As previsfes do USDA para o0 ano de 2019 é de um aumento de 3% na producédo de
carne bovina. Esse aumento serd impulsionado por exportagbes solidas,
principalmente para a China e Hong Kong, e moderada demanda doméstica. A
previsdo é de que a producdo de suinos aumente também em 3%, refletindo a
recuperacdo das exportacbes, com moderada demanda interna, e custos de
alimentacao favoraveis em 2019. Espera-se um crescimento da economia brasileira
em 2019, com queda da inflagcdo e desemprego e com otimismo no setor de proteina

animal no pais (USDA, 2018).
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1.2 A Febre Aftosa e a ameaca econémica

A saude e o0 bem-estar animal sdo os responsaveis pelo aumento da producao
de produtos animais, e pela garantia da qualidade do produto gerado. A intensificacédo
da agricultura e pecuaria, geram significativos impactos na seguranca alimentar.
Esses fatores, que podem afetar a producdo agropecuaria sado extremamente

importantes (HOTZEL & MACHADO, 2004).

Os surtos de doencas, principalmente as virais, podem causar sérios danos
sobre a saude animal, afetando assim a producéo de produtos de origem animal e até
mesmo a saude humana. Uma das doencas de maior impacto para a pecuaria
nacional é a Febre Aftosa (FA), que tem grande importancia social e econdémica,
causando severos prejuizos para produtores, empresarios e familias rurais, quando
0s surtos emergem. Surtos de FA sdo capazes de causar grandes perdas, para o
comércio nacional e internacional de animais e produtos de origem animal, com
restricbes prolongadas a exportacdes desses produtos. Nos paises em que a FA é
endémica, principalmente paises em desenvolvimento como na Asia e Africa e na
América do Sul, onde ocorrem surtos esporadicos, a doenca representa uma ameaca
constante para a saude dos animais, e para a seguranca alimentar, comprometendo

a produgéo e causando instabilidade no comércio de alimentos (FAO/OIE, 2012).
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1.3 A histéria da Febre Aftosa

Os primeiros registros na historia, que descrevem os sintomas clinicos da Febre
Aftosa, foram creditados a Fracastorius no século XVI, quando ele descreveu uma
doenca similar em bovinos na Italia. Somente em 1897, alguns séculos depois,
Loeffler, professor do Instituto de Higiene da Universidade alema em Greifswald, com
a colaboracédo de Frosch em Berlim, comecaram a descrever algumas observacdes e
concluiram que a doenca era causada por um agente filtravel, um virus (BROWN,
2003). Apds sua identificacéo no ano de 1897, a circulacéo do virus causador da Febre

Aftosa comecou a ser registrada em varios paises (BROOKSBY, 1958).

Os pesquisadores Vallée & Carré, em 1922, observaram que o gado originario
da Franca, que havia se recuperado da Febre Aftosa, tornou a se infectar quando
entrou em contato com o gado infectado pelo Foot-and-Mouth Diasease Virus (FMDV),
proveniente da Alemanha, o que apontava para a ocorréncia de sorotipos distintos.
Eles nomearam esses sorotipos de acordo com o local de origem, O, devido ao
departamento de Oise na Franca, e A, para o sorotipo origindrio da Alemanha.

(BROOKSBY, 1958)

Em 1926, Waldmann & Trautwein, na Alemanha, em suas observacoes,
constataram um tipo de virus diferente dos dois ja identificados e o nomearam de C.
Os trés tipos originais eram internacionalmente conhecidos como Vallée O, Vallée A
e Waldmann C. Mais tarde ficaram conhecidos apenas como O, A e C (BROOKSBY,

1958).
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Em 1948, uma amostra de virus da Bechuanaland (regido da atual Republica
do Botswana, na Africa), foi enviada ao Instituto Pirbright, no Reino Unido, e
constataram que se tratava de outro tipo diferente de virus da Febre Aftosa. Novas
amostras também haviam sido encaminhadas ao Instituto, provenientes da Rodésia
do Norte e da Rodésia do Sul, e ap0s extensos testes de identificacdo dos sorotipos
virais, os resultados confirmaram a existéncia de outros tipos que ainda ndo haviam
sido identificados. Trés novos tipos de virus da Febre Aftosa foram entdo descobertos,
e nomeados como S.A.T. (Territorios do Sul da Africa) 1, 2 e 3. Em 1957, Brooksby &
Rogers examinaram varias amostras de virus de paises da Asia e identificaram outro
tipo diferente de todos os ja encontrados, e o designaram de Asia 1 (BROOKSBY,

1958).

ApoOs a identificacdo e registros da doenca em varios paises do mundo, o
desenvolvimento de uma vacina contra a Febre Aftosa tornou-se alvo de intensas
pesquisas. Waldmann & Pape na década de 1920, conseguiram reproduzir a doenca
em cobaias, mas outras dificuldades ainda existiam, como a descoberta até entdo de
trés diferentes sorotipos do virus. Animais infectados com um dos sorotipos ainda
eram susceptiveis aos outros sorotipos. Portanto, a vacina deveria conferir protecao
contra os diferentes sorotipos. A produgdo do FMDV em larga escala so foi possivel a
partir de 1947 por Frenkel. Nesse periodo surgiram as primeiras vacinas contendo

diferentes sorotipos do virus (BROWN, 2003).

A FA foi identificada na América do Sul em 1870, apdés um incremento das
importacdes de bovinos pelos colonizadores, mesmo periodo em que ocorria uma
epidemia no continente europeu, onde a doenca ja era conhecida desde 1546.

Inicialmente, registros apontam a doenca na Argentina, de onde se propagou para o
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centro do pais, posteriormente para a regido central do Chile, para o Uruguai e para a
regido sul do Brasil, especificamente no estado do Rio Grande do Sul. Devido a
auséncia de controles sanitarios, a doenca se difundiu e em meados de 1895 foi
registrada no Triangulo Mineiro, e posteriormente no estado de Sdo Paulo (MARQUES

et al., 2015).

ApoOs a introducao do virus da Febre Aftosa na América do Sul, a doenca se
tornou endémica em todo o territério. A ocorréncia da Febre Aftosa no Brasil contribuiu
para a criacdo do Ministério da Agricultura em 1909. Em 1950, foram estabelecidas
normas para controle da doenca na Primeira Conferéncia Nacional de Febre Aftosa.
O cenario contribuiu para a criacdo do Centro Pan Americano de Febre Aftosa
(PANAFTOSA) em 1951, a partir de um acordo entre a Organizacao dos Estados
Americanos e o0 governo brasileiro, com o apoio da Pan American Health Organization

(PAHO) (CLAVIJO et al., 2017).

Nos anos 60 os focos de Febre Aftosa no Brasil, referiam-se aos municipios
afetados, diferente do critério atual que considera as propriedades afetadas. Na
década de 60, foram registrados 2.748 municipios afetados com FA. Naquela época,
ainda ndo existia um programa de vigilancia epidemiolégica, no entanto, os dados
obtidos permitiram a identificacdo dos sorotipos O, A e C; sendo responsaveis por
55%, 26% e 19% dos casos, respectivamente. Nos anos 70, a taxa de mortalidade
entre animais com menos de quatro meses aumentou consideravelmente, o nimero
de focos alcangou o numero de 66.114, o sorotipo A demonstrou maior viruléncia, e o
sorotipo C foi 0 menos diagnosticado. A movimentagdo de animais susceptiveis foi
considerada fator principal na disseminacdo da doenca. Na década de 80, foram

registrados 25.248 focos de FA, com maior frequéncia dos sorotipos A e O. O numero
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de focos decresceu a partir de 1977, devido ao maior aporte de recursos financeiros,
e melhor qualidade da vacina administrada, principalmente a partir da década de 80.
Ja na década de 90, foram registrados 7.550 focos de FA no Brasil, o sorotipo A foi 0
mais frequente, o sorotipo C ocorreu no inicio da década e depois tornou-se ausente.
No Brasil entre 1970 e 2002, o sorotipo O provocou epidemias a cada quatro a cinco
anos, o sorotipo A responsavel por picos epidémicos irregulares a cada seis anos, e
0 sorotipo C ocasionou epidemias amplamente difundidas em longos intervalos, e
permaneceu com poucas manifestacdes entre seus longos ciclos de 18 a 20 anos

(LYRA & SILVA, 2004).

Os resultados obtidos a partir da década de 80, em que se verificou uma
diminuicao dos focos de Febre Aftosa, foram alcancados devido ao maior controle das
partidas de vacinas e identificacdo das areas endémicas. Resultados obtidos apds a
criacdo e implantacdo dos programas de vigilancia no Brasil, comprovam essa
reducdo no numero de focos da doenca, em que ocasionalmente alguns surtos
ocorreram pelo pais, como foi o caso em agosto de 2000 no estado do Rio Grande do
Sul, que era reconhecido desde 1998 como area livre de FA com vacinacdo (MAYEN,
2003). Focos da doenca foram registrados, em junho e setembro de 2004, no Paré e
Amazonas, respectivamente, e em outubro de 2005, no Mato Grosso do Sul e Parana
(OTUKI et al., 2009). O ultimo foco de Febre Aftosa no pais ocorreu em 2005 no estado
do Mato Grosso do Sul, associado com o sorotipo O (CLAVIJO et al., 2017). Os dois
altimos surtos, ocasionados pelo sorotipo C no mundo, ocorreram em 2004 no Quénia

e no Brasil (BRITO et al., 2015).

Em 2007, a Instrucdo Normativa n° 44, de 2 de outubro de 2007, passou a

definir as diretrizes gerais para erradicacdo e prevencdo da FA em todo o Brasil,
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visando a implementacdo do Programa Nacional de Erradicacdo e Prevencdo da
Febre Aftosa (PNEFA), conforme o estabelecido pelo Sistema Unificado de Atencéo
a Sanidade Agropecuaria (SUASA). O PNEFA executa medidas, que tem como
objetivo a erradicacdo da FA em todo o territdrio nacional e a sustentacdo dessa
condicdo sanitaria, por meio da implantacdo e implementacdo de um sistema de
vigilancia sanitaria, apoiado na manutencdo das estruturas do servico veterinario

oficial e na participacdo da comunidade (BRASIL, 2007).

1.4 O agente etioldgico

1.4.1 Taxonomia e estrutura da particula viral

A ordem Picornavirales abriga a familia Picornaviridae, que compreende
aproximadamente 47 géneros, contendo 110 espécies. Dentre 0os membros desta
familia, alguns géneros se destacam por conter virus que infectam vertebrados,
abrigando importantes patdgenos humanos e animais, como o poliovirus humano, o
virus da encefalomiocardite e o virus da Febre Aftosa. Os picornavirus causam
infecgbes que podem induzir doengas do sistema nervoso, tratos respiratorio e

gastrointestinal, do coracao, figado, pancreas, pele e olhos (ZELL et al., 2019).

O FMDV foi o primeiro virus animal a ser descoberto no século XIX. Anos mais
tarde o poliovirus foi isolado, devido a uma epidemia de poliomielite na virada do

século XX. Devido a grande importancia veterinaria e humana desses dois
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picornavirus, compreendem alguns dos virus mais bem estudados dentro da virosfera,
e cujos estudos contribuiram significativamente para o desenvolvimento da virologia

moderna. O FMDV pertence ao género Aphthovirus (RACANIELLO, 2013).

Os picornavirus sao virus pequenos, icosaédricos, sem envelope viral e
possuem uma molécula de RNA linear de polaridade positiva (6,7 - 10,1 Kb). O nome
da familia é derivado de pico (pequeno) e RNA, em referéncia ao genoma de acido
ribonucléico (RIEDER & BRUM, 2007). O RNA gendmico esta contido em um
capsideo icosaédrico, representado na figura 1. Os capsideos dos picornavirus
possuem 60 proteinas estruturais, sendo 1AB, 1C e 1D, também nomeadas de VPO

(VP2+VP4), VP3 e VP1 (ZELL et al., 2017).

Pentdmero com 12
copias das proteinas
estruturais

Figura 1: Representacéo esquemética da particula do FMDV. As particulas de virus montadas, contém
uma Unica cépia do RNA viral e 60 copias das 4 diferentes proteinas da capside (VP1-VP4). A proteina
VP4 é interna (JAMAL & BELSHAM, 2013).
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O FMDV apresenta sete sorotipos, atualmente nomeados em A, O, C, SAT-1,
SAT-2, SAT-3 e Asia 1. Os sorotipos s&o imunologicamente distintos, e possuem mais
de 60 subtipos, sendo que eventualmente, novos subtipos aparecem
espontaneamente (OIE, 2017). ApOs a ocorréncia da infeccdo com um determinado
sorotipo, 0 animal estara protegido contra a infeccdo pelo mesmo sorotipo, mas
permanece susceptivel a infeccdo por um sorotipo diferente. Ou seja, ndo ha protecao
cruzada, em razao das diferencas antigénicas entre eles (RIEDER & BRUM, 2007).
Essa situacdo pode resultar em comprometimento da eficacia das vacinas. Nesses

casos, a identificacdo do sorotipo do virus da FA é de grande importancia.

1.4.2 O genomado virus

O virus da Febre Aftosa possui um genoma de RNA fita simples de polaridade
positiva. Possui uma organizacdo basica semelhante a de outros picornavirus. O
genoma é dividido em trés regides principais: a 5 UTR (regido nao traduzida), uma
regido regulatéria; a regido da ORF (Open Reading Frame), e a regido 3'UTR que
também € uma regido regulatéria. O RNA é traduzido de uma Unica ORF em uma
poliproteina, seguida de uma série de clivagens proteoliticas pos-traducionais, para
geracao de proteinas estruturais e nao estruturais (GRUBMAN & BAX, 2004). A figura
2, representa 0 mapa esquematico do genoma do FMDV, em que podem ser

observadas todas as regifes descritas.

A regido 5’'UTR, é o elemento central que inicia a replicacdo e traducédo do

genoma. A proteina 3B ou VPg esta ligada covalentemente a essa regido, e exerce
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funcdo de iniciador para a sintese do RNA viral. O FMDV é o Unico dentre os
picornavirus que codifica trés coOpias ndo-idénticas de VPg. A regido 5 UTR é
altamente estruturada, e contém um segmento curto, conhecido como segmento S.
Estudos indicam que esse segmento previne a funcdo das exonucleases. Apos o

segmento S esta o elemento poli(C) (cadeia de citosinas) (RACANIELLO, 2013).

SUTR §
§ [
YUTR
-\..{Ei';:.
T T T |;1T‘L
palylA)
e P1/2A P2 P
Lpm
1ABL .00
1AB 1€ 10 3B, o
\ )
Proteinas estruturais 81 3 i
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\ J
Proteinas ndo estruturais

Figura 2: Mapa esquematico do genoma do FMDYV, com os produtos de clivagem parcial das proteinas
virais denominadas de acordo com a nomenclatura de RUECKERT & WIMMER (1984). As linhas
grossas abaixo do diagrama do genoma indicam produtos de clivagem parcial. Regido 5’UTR: S é um
pequeno fragmento do genoma; poli (C) - poli-citosina; PK - pseudoknot; cre - elemento essencial de
replicac@o de acéo cis; IRES - local interno de entrada de ribossomos. Regido 3'UTR: sequéncia de
nucleotideos e cauda poli (A) (DIAZ-SAN SEGUNDO et al., 2017).

Na extremidade 3’ de poli(C), ha um segmento de RNA que pode formar
estruturas secundarias altamente conservadas, os “pseudoknots” (PKs), e sua funcéo

possivelmente esta associada ao elemento poli(C). Associada a regido PK, encontra-
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se o0 elemento de replicacdo de acao cis (cre), essencial para a replicacdo do RNA. A
ultima porgéo do 5 UTR é uma estrutura relacionada com a iniciagdo da tradugao
independente de cap do RNA viral. Essa estrutura € denominada Internal Ribossomal

Entry Site (IRES) (YUAN et al., 2016).

Existem quatro grupos diferentes de IRES, que foram classificados de acordo
com varios critérios especificos, como sua localizacdo no cédon de iniciacdo e sua
atividade em diferentes células. O FMDV assim como os cardiovirus possuem IRES
tipo 1l (RACANIELLO, 2013). O IRES do FMDV possui cinco dominios e evidéncias
indicam que esses dominios estédo envolvidos no controle traducional e nas interacdes
RNA-RNA (YUAN et al., 2016). Entre os cinco dominios presente no IRES, os
dominios conhecidos como Il e IV exercem importantes atividades, sendo o dominio
Il 0o mais critico para seu efetivo funcionamento. A particularidade observada no
dominio Il refere-se as diferencas no nimero, e na posi¢cdo dos nucleotideos em sua

regido apical (GARCIA-NUNES et al., 2014).

A regido 3'UTR possui dois componentes, sendo o primeiro uma sequéncia de
aproximadamente 90 nucleotideos seguidos por uma cauda poli(A) (cadeia de
adeninas) de comprimento variavel. Estudos indicam que esses componentes estao
envolvidos na replicagdo viral, na viruléncia, e apresentam efeito estimulador nas

atividades do elemento IRES (YUAN et al., 2016).

A ORF do FMDV possui quatro regides codificadoras de proteinas, sendo
divididas emregido L, P1, P2 e P3. Aregidao P1 é a regido da poliproteina que codifica
as quatro proteinas estruturais do virus VP4, VP2, VP3 e VP1 (também conhecido

como 1A, 1B, 1C e 1D). As regides P2 e P3 codificam a maioria das proteinas néo-
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estruturais do virus, as proteinas 2A, 2B, 2C, 3A, 3 copias de 3B, 3Cpro e 3Dpol

(RUECKERT & WIMMER,1984).

A regido L da ORF codifica a proteinase Lpro, que participa do processamento
da poliproteina e da interrupcdo da traducdo da célula do hospedeiro. Estudos
mostram que Lpro ndo € essencial para a replicacao viral, mas é indispensavel para
a patogénese do hospedeiro ((YUAN et al., 2016). A clivagem de Lpro é seguida pelo
processamento das regides P1/2A, P2BC e P3, resultado da clivagem primaria. Apés
clivagens secundarias e de maturacao, a regiao P1/2A produz as proteinas estruturais
1A, 1B, 1C e 1D, e a nao estrutural 2A; a regidao P2BC e P3 produzem as proteinas
nao estruturais 2B, 2C, 3A, 3B1-3, 3Cpro e 3Dpol. As proteinas 2A e 3Cpro auxiliam
no processamento da poliproteina juntamente com Lpro. As proteinas 2B, 2C e a
intermediaria 2BC, desestruturam as membranas da célula hospedeira, e juntamente
com 3A participam da multiplicagdo viral (GARCIA-NUNES et al., 2014). 2B pertence
a uma classe de proteinas transmembranas, cruciais para a patogenicidade viral. 2C
€ uma das moléculas altamente conservadas do FMDV (YUAN et al., 2016). As
proteinas 2B e 2C séo implicadas na inducao do efeito citopatico induzido pelo virus,
e desempenham papel importante na adaptacédo da cultura celular (MASON et al.,

2003).

As proteinas 3B1, 3B-2 e 3B3 exercem importantes fun¢des na replicacdo do
genoma viral, sendo que a proteina 3B3 possui fun¢des de maior relevancia que 3B1
e 3B2. A proteina intermediaria 3ABC, precursora de 3A, € a proteina mais antigénica
entre todas as proteinas ndo estruturais, sendo a mais utilizada como indicador
sorologico de infeccdo por FMDV. A proteinase 3C é responsavel pela maioria das

clivagens da poliproteina viral, e também esta associada a inibicdo da transcricdo e
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traducdo da célula do hospedeiro. A proteina 3D é a RNA polimerase-RNA
dependente, codificada pelo virus, responsavel pela replicacdo do RNA (YUAN et al.,

2016).

A regido mais antigénica em todos os sorotipos de FMDV se localiza no laco
flexivel presente na superficie do virion na proteina VP1, o loop G-H, estruturalmente
desordenado. Os peptideos dessa regido sédo altamente imunogénicos, e induzem
altos niveis de anticorpos neutralizantes. Essa regido da proteina VP1 é seguida por
um tripeptideo de arginina-glicina-acido aspartico (RGD), e essa sequéncia €
altamente conservada e esta envolvida na interacao virus-receptor (BURMAN et al.,
2006). A proteina VP1 também possui uma porcéo C terminal altamente imunogénica.
Essas sequéncias de nucleotideos da regido de codificacdo da VP1, tém sido usadas
para a caracterizacdo genética do FMDV, pela sua importancia para penetracdo do
virus, imunidade protetora e especificidade de sorotipo (JAMAL & BELSHAM, 2013).
A figura 3, apresenta as estruturas representativas do virion da Febre Aftosa, em

destaque o loop G-H e a sequéncia RGD.
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Figura 3: Estrutura da particula de FMDV obtida a partir da cristalografia de raio-X. Todas as estruturas
séo representativas do virion da Febre Aftosa, e as proteinas virais séo de cor azul (VP1), verde (VP2)
e vermelho (VP3). a) Organizacdo das proteinas virais com seus dobramentos, a proteina VP1 é
responsével por grande parte da estrutura do capsideo, b) organizacdo do pentdmero do FMDV, c)
organizagdo de todo o virion, destacando o loop G-H (amarelo) e a sequéncia RGD (branco), d)
destaque das posi¢des do loop G-H (roxo) e da sequéncia RGD (amarelo) (GRUBMAN & BAX, 2004).

1.4.3 Ciclo de multiplicagéo

O ciclo de multiplicacdo do FMDV ocorre inteiramente no citoplasma da célula
hospedeira. Inicialmente, a multiplicacdo é caracterizada pela interacdo do virion com
0os receptores celulares. A sequéncia RGD do loop G-H da proteina VP1 € o
componente primario no local de adsorcao celular, interagindo com os receptores da
integrina da membrana, para o inicio da infeccéo pelo virus. As proteinas VP1, VP2 e

VP3 interagem com as subunidades da proteina integrina. Dentre o grupo das
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integrinas, quatro podem ser utilizadas como receptores do FMDV, para mediar a
infeccdo, as quais sédo avp1, avp3, avB6 e avp8. Além da sequéncia RGD, o FMDV
também pode utilizar outras sequéncias tripeptidicas similares como ligantes (WANG

et al., 2015).

Sob condi¢des de cultura celular adaptada, o FMDV obteve a capacidade de
utilizar os proteoglicanos de heparan sulfato (HS) como receptor celular (WANG et al.,
2015). Apos interacdo com o receptor celular, o virus é internalizado por endocitose,
e a liberacado do genoma ocorre a partir da vesicula endocitica acidificada (RIEDER &
BRUM, 2007). Essa acidificacdo desestabiliza as ligacbes entre VP2 e VP3 do

capsideo, resultando no desnudamento da fita de RNA (GRUBMAN & BAX, 2004).

A infeccdo viral induz o rearranjo de membranas intracelulares. Nesse
processo, o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi sdo destruidos e vesiculas
membranosas sdo formadas. A replicacdo do RNA viral ocorre nessas vesiculas. O
RNA genbmico ndo exerce apenas a funcdo de mRNA, mas também serve como
molde para a sintese de RNA de fita negativa (RACANIELLO, 2013). O RNA entéo é
traduzido, diretamente pelos poliribossomos, através da ligacdo com o IRES. A ORF,
como ja descrita, é entdo traduzida em uma poliproteina que é rapidamente clivada
nos precursores P1, P2 e P3 que originardo as proteinas individuais (RIEDER &

BRUM, 2007).

Quando um pool de proteinas do capsideo atinge um determinado nivel, a
encapsidacao se inicia. O virus infeccioso, entdo encapsidado, sera liberado da célula.
Para ocorrer a liberacdo do virus, as células infectadas sofrerdo alteracbes

morfologicas.Tais alteracbes s&o conhecidas como efeito citopatico (ECP),
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ocasionando assim a lise celular (RACANIELLO, 2013). As etapas de multiplicacéo

do FMDV, estéo representadas esquematicamente na figura 4.
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Figura 4: Ciclo de mutiplicagdo do FMDV. A adsorcao do virus acontece via receptores especificos, as
integrinas ou o Heparan Sulfato. Apds a interacdo com o receptor celular, o virus é internalizado por
endocitose, e ocorre a liberacdo do genoma. O RNA é traduzido pelos poliribossomos, gerando uma
poliproteina que é rapidamente clivada, originando proteinas individuais. Quando um pool de proteinas
atinge um elevado nimero, a encapsidacgdo se inicia. E entdo, um virus encapsidado € liberado da
célula (YUAN et al., 2016).
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1.5 A patogénese da Febre Aftosa em bovinos

A Febre Aftosa acomete animais biungulados, de casco fendido, os artiodactilos
domésticos e silvestres, incluindo bovinos, suinos, ovinos, caprinos e bufalos do
género Bubalus. Outras espécies suscetiveis incluem ourigcos, tatus, castores,
elefantes, capivaras, ratos e camundongos (OIE, 2017). A doenca é caracterizada por
febre, claudicacdo, lesdes vesiculares nas patas, lingua, focinho e tetas. Os efeitos
debilitantes, ao invés de altas taxas de mortalidade, sdo responsaveis por grandes
perdas de produtividade associadas a FA. A natureza altamente contagiosa do virus
e a gravidade dos impactos econémicos associados a doenc¢a determinam o status da
FA como uma das mais importantes doencas animais, limitando o comércio de animais

e de seus produtos em todo o mundo (ARZT et al., 2011).

O periodo de incubacéao do virus da Febre Aftosa pode variar dependendo da
espécie animal e do meio de transmisséo. Através do contato direto e indireto, o
periodo de incubacéo do virus em suinos € de 2 a 4 dias, e para bovinos de 3 a 6 dias.
J& através de aerossais, este tempo pode variar de 4 a 10 dias com uma possibilidade
de até 14 dias quando a quantidade de virus no ar estiver baixa (SELLERS &

FORMAN, 1973).

As diferengas no periodo de incubacdo do FMDV estéo relacionadas a intensa
associacao entre dose, tempo de incubacéo do virus e susceptibilidade da espécie
animal afetada. Altas doses virais correspondem a menores periodos de incubacao.

As doses do FMDV séo influenciadas em condicbes de campo, pelo tipo de manejo,
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estrutura do alojamento, e tipo de ventilacdo do ambiente oferecidos aos animais

(ALEXANDERSEN et al., 2003).

De acordo com Saraiva e Lopez (1998), apoés inalagcéo, a patogenia e 0s sinais

clinicos da Febre Aftosa podem ser descritos nos seguintes eventos:

. ApOs contato com o virus, de 24 a 72 horas ocorrem: infec¢éo de células na
cavidade nasal, faringe e esodfago, replicacdo do virus e disseminacdo para
células adjacentes, passagem do virus aos vasos sanguineos e linfaticos,
infeccdo dos linfonodos e outras glandulas, infec¢cdo das células da cavidade

oral, patas, Ubere e rimen;

o 72 a 96 horas: inicio da febre, aparecimento de vesiculas na cavidade oral,

patas, Ubere e ramen, salivacao excessiva, descarga nasal e claudicacéo;

o 120 horas: ruptura de vesiculas e intensificacdo dos sintomas, final da febre,

final da viremia e comec¢o da producao de anticorpos;

o A partir do 10° dia: diminuic&o do titulo de virus em varios tecidos e liquidos;

. 15° dia: cura das lesdes, o animal volta a se alimentar;
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o A partir do 15° dia: desaparecimento gradual do virus nos tecidos e liquidos,
aumento da producao de anticorpos, cura completa das lesbes e persisténcia

do virus na faringe. (SARAIVA & LOPEZ, 1998).

Animais em periodo de incubacdo do FMDV e aqueles clinicamente afetados
sao fontes de infeccdo para animais sadios e susceptiveis. A infeccdo pode ocorrer
através do ar expirado pelos animais afetados, saliva, sémen e leite, até quatro dias

antes dos sintomas clinicos (MAPA, 2009).

Desde o inicio da infeccdo até o desaparecimento gradual dos sintomas, a
doenca dura em média duas semanas. A mortalidade de animais devido ao
agravamento da FA é considerada baixa, mas quando é observada entre animais
jovens, essa taxa € alta devido a miocardite associada a doenca (ARZT et al., 2011).
A miocardite é causada pela multiplicacdo do virus que ocorre no tecido cardiaco.
Exames macroscopicos do coracdo destes animais, frequentemente revelam um
tecido mole e flacido, com listras brancas ou acinzentadas, ou manchas. Em animais
jovens que morrem, e ndo apresentam essas caracteristicas macroscopicas, o virus
geralmente é isolado do tecido cardiaco e do sangue, e exames histopatolégicos
geralmente detectam lesdes. Essas caracteristicas sdo observadas provavelmente,
devido a fatores fisioldgicos e genéticos. A FA também pode causar abortos em
animais prenhes (ALEXANDERSEN, et al., 2003). As figuras 5 a 8 evidenciam lestes

em diferentes estagios de animais infectados, e os sinais clinicos da doenca.
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Figura 5: Sintomas dos animais com Febre Aftosa. Animais apresentando salivacdo excessiva. A -
Imagem do surto no Mato Grosso do Sul em 2005; B - Imagem do surto no Rio Grande do Sul em 2000

(MAPA, 2009).

Figura 6: Sinais clinicos observados nos animais com Febre Aftosa. Animais apresentando Ulceras na
cavidade oral. A - Lingua de bovino com lesao de trés dias. B - Mesmo animal com lesdo de quatro

dias, indicando progressiva perda das margens e consideravel deposi¢éo de exsudato fibrinoso (MAPA,

2009).

Figura 7: Sinais clinicos observados nos animais com Febre Aftosa. A - Ovino com duas pequenas
vesiculas de um dia ndo rompidas no pulvino dental. B - Lesao de dois dias no pulvino dental e gengiva

superior de ovino (MAPA, 2009).
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Figura 8: Sintomas dos animais com Febre Aftosa. Animais apresentando ulceragfes no casco. A -

Vesicula interdigital rompida. B - Vesicula interdigital de dois dias (MAPA, 2009)

1.6 Epidemiologia da doenca

SELLERS & FORMAN (1973), ao avaliarem um surto de FA em Hampshire em
1967, no Reino Unido, concluiram que os principais métodos de disseminacéo do
virus seriam a movimentacgao de animais, veiculos, pessoas, residuos de matadouros

e a disseminacéo pelo ar.

Os bovinos sensiveis podem ser infectados pelo FMDV como resultado do
contato direto ou indireto, com animais infectados ou com um ambiente contaminado.
A transferéncia aérea de goticulas é provavelmente o0 modo de transmissdo mais
comum. A transmissao do virus por aerossol € uma via de infec¢cdo importante, que
requer a possibilidade de combinacdo de fatores especificos, incluindo as espécies
animais, o numero e a localizacdo dos animais transmissores e receptores, e as
condicbes topograficas e meteoroldgicas favoraveis. Existem situacbes especiais

como a dos suinos, que sao resistentes a exposicao via aerossois, e a transmissao
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neste caso ocorre, na maioria das vezes, por contato direto (ALEXANDERSEN et al.,

2003).

Dentre as espécies domesticadas, 0s suinos sao 0s animais que liberam as
maiores quantidades de virus no ar. Ja os ruminantes secretam doses menores de
virus, mas séo altamente susceptiveis a infeccdo pela via respiratoria.
Experimentalmente, os ruminantes podem ser infectados pela via aérea com uma
dose infecciosa de 10 TCIDso, enquanto suinos requerem uma dose de 103 TCIDso. J&
pela via oral, a dose infecciosa para suinos é de 10#-10° TCIDso, e para ruminantes de
105-10° TCIDso (ALEXANDERSEN et al., 2003). Nos ovinos e caprinos, a doenca pode
passar despercebida, ja que a infeccdo pelo FMDV frequentemente ndo causa lesdes
nessas espécies. Assim, a disseminacdo da doenca pode ocorrer com o transito de

ovinos e caprinos aparentemente sadios (LYRA & SILVA, 2004).

A ocorréncia de surtos de FA é uma barreira sanitaria para o comércio
internacional e demanda elevados investimentos para controle e prevencao. Devido a
sua hatureza extremamente contagiosa, a Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE), desenvolveu e publicou medidas para minimizar o risco de propagacdo. Os
padrbes internacionais para garantir a seguranca sanitdria dos animais e seus
produtos, foram publicados no Terrestrial Code da OIE (GARLAND & CLERCQ, 2011).
De acordo com a OIE, 68 paises membros possuem classificacao livre de Febre
Aftosa sem vacinacdo; dois paises possuem classificacdo livre da doenca com
vacinacao, e os demais possuem zonas livre da doenga com e sem vacinacao. A figura
9 classifica o status sanitario conferido pela OIE aos paises membros. A classificacao

e feita de acordo com notificacdes recebidas e avaliacfes realizadas pela organizacéo
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[ | Membros e zonas reconhecidas como livre de FA [ ] Suspenséo do status livre de FA
sem vacinagao
Membros e zonas reconhecidas como livre de FA Paises e zonas sem reconhecimento oficial da OIE
com vacinagao

Figura 9: Mapa do status oficial para Febre Aftosa dos paises membros da OIE. Classificacdo dos

paises de acordo com a situacdo sanitaria para Febre Aftosa em janeiro de 2019

Essa doenca vesicular € uma das doencas animais de maior importancia
econbmica do Brasil. Devido a isso o0 governo criou o Programa Nacional de
Erradicacdo e Prevencdo da Febre Aftosa, que tem como estratégia principal a
implantacéo progressiva e manutengdo de zonas livres da doenga, de acordo com as
diretrizes estabelecidas pela OIE. Existem algumas doencas vesiculares classicas que
precisam de diagndstico laboratorial para distingui-las da FA, sé@o elas: Estomatite
Vesicular, Doencga Vesicular do Suino, Exantema Vesicular do Suino, Rinotraqueite
Infecciosa Bovina, Diarreia Viral Bovina, Febre Catarral Maligna, Lingua Azul, Seneca
Virus, Ectima Contagioso, Pseudovariola e Estomatite Papular Bovina. Dentre estas,
as doencas vesiculares com sinais clinicos indistinguiveis da FA sdo: Estomatite
Vesicular, Doenga Vesicular dos Suinos e Exantema Vesicular dos Suinos

(PAHO/PANAFTOSA, 2017).
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No Brasil, existem areas de zona livre de FA com vacinacdo e de zona livre
sem vacinacdo, com reconhecimento pela OIE. Apos as ocorréncias de FA em 2005
e 2006, as restituicdes de status sanitarios suspensos e ampliacdes de zonas livres,
levaram o pais a situacao sanitaria conforme apresentado pela figura 10. O estado de
Santa Catarina registrou a ultima ocorréncia em 1993. Amazonas, Roraima e Amapa
foram os ultimos estados, a adquirirem a condicao de zona livre de FA com vacinacéo

(OIE, 2018).
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Atualmente, o virus da Febre Aftosa € endémico em varias regiées do mundo,
gue podem ser agrupadas geograficamente de acordo com a semelhanca do virus
que partilham. O sudeste, leste e sul da Asia possuem o sorotipo O do virus, como
causador de maior niumero de surtos da doenca nos ultimos anos, seguidos pelo
sorotipo A e Asia 1. O sorotipo O também é mais prevalente no Oriente Médio e
Eurésia, seguido pelo Asia 1, e 0 A que causa surtos esporadicos na regido. O SAT-
2 foi confirmado em 2012 no Egito, Libia e na Faixa de Gaza. Os sorotipos O, A e SAT
s&o endémicos na Africa, sendo SAT-2 seguido por SAT-1, responsaveis pela maioria
dos surtos. O SAT-3 € identificado principalmente em bufalos, mas ja foi detectado em

bovinos (BRITO et al., 2015).

As areas endémicas foram divididas em sete pools geograficos do FMDV,
agrupados de acordo com as semelhancas entre os virus. Portanto, o pool um
compreende o Sudeste Asiatico, Asia Central e Asia Oriental, e 0s sorotipos
endémicos sdo Asia 1, O e A. O pool dois compreende Sul da Asia, e os sorotipos
endémicos da regido s&o Asia 1, O e A. O pool trés compreende o Oeste da Eurasia
e o Oriente Médio, sorotipos Asia 1, O e A. O pool quatro compreende a Africa
Oriental, sorotipos SAT-1, 2, 3, O e A. O pool cinco compreende a Africa Central e
Ocidental, sorotipos SAT-1, 2, O e A. O pool seis compreende o Sul da Africa,
sorotipos SAT-1, 2, 3, O e A. O pool sete compreende a América do Sul, os sorotipos
endémicos O e A, que atualmente circulam e provocam ciclos de emergéncia e

disseminagéo na Colémbia e na Venezuela (FAO/EuFMD, 2018).

Entre os paises da América do Sul, a ultima ocorréncia da Febre Aftosa na
Guiana foi em 1978, no Chile em 1987, no Uruguai em 2001, no Peru em 2004, na

Argentina em 2006, na Bolivia em 2007, no Equador em 2011, no Paraguai em 2012.
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No Panama e Suriname, na América Central, nunca foi registrado o aparecimento da
doenca (PANAFTOSA/OPS, 2016). A Venezuela, que havia registrado o ultimo foco
em 2013, em 2017 teve novos focos foram confirmados (MAPA, 2018). A Colémbia
havia registrado seu ultimo surto em 2009, mas a doenca voltou a ser registrada em
2017 e em abril de 2018. Entre setembro e outubro de 2018, sete novos surtos de FA

sorotipo O, foram notificados em cidades da Colombia (FAO/EuFMD, 2018).

1.7 Respostaimune do hospedeiro ainfeccdo pelo FMDV

A primeira linha de defesa do organismo € composta por barreiras fisicas e
qguimicas, como as superficies epiteliais do corpo e as enzimas das secrec¢oes.
Quando o patégeno consegue romper a primeira defesa, o sistema imune inato induz
a segunda defesa do organismo, iniciando uma resposta inflamatéria para impedir que

o patégeno se dissemine (MURPHY, 2014).

Algumas moléculas comumente encontradas nas superficies de
microrganismos, conhecidas como Padr6es Moleculares Associados a Patdgenos
(PAMPs), ativam a resposta imune inata, devido a interagdo com Receptores de
Reconhecimento de Padrdes (RRP), dentre os quais se encontram os receptores Toll-
like (TLRs). Estes receptores estdo presentes principalmente em macrofagos,
neutroéfilos e células dendriticas (fagécitos). Na fagocitose os receptores de superficie
dos fagdcitos se ligam ao patdgeno, nos quais sao internalizados em vesiculas que

sdo denominadas fagossomos. O fagossomo ira se fundir a lisossomos, em que 0
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conteldo é liberado com a degradacgéo e eliminacdo do patégeno (CRUVINEL et al,

2010).

Uma classe especial de citocinas, os interferons (INFs) tipo | e Il, possuem
funcdes Unicas nas respostas inatas e adaptativas. Os INFs tipo | sdo os principais
responsaveis por induzir respostas antivirais diretas em células infectadas. INFs tipo
Il podem ativar componentes do sistema imune celular, e também podem exibir

atividade antiviral (DIAZ-SAN SEGUNDO et al, 2009).

A resposta imune adaptativa depende da ativacdo de células especializadas e
das moléculas soluveis produzidas por essas ceélulas, como 0s anticorpos,
quimiocinas e citocinas (CRUVINEL et al, 2010). Os linfécitos B amadurecem na
medula 0ssea, e sao responsaveis pela imunidade humoral, que se caracteriza pela
producdo e liberacdo de anticorpos. Os linfécitos T amadurecem no timo e
reconhecem peptideos de patégenos apresentados por moléculas do MHC (complexo
de histocompatibilidade principal), em células infectadas ou apresentadoras de
antigenos, que podem entdo, ativar macrofagos, mobilizar neutrofilos, apresentar
atividade citotoxica contra células infectadas por patdgenos, sendo responsaveis

também, pela ativacdo da resposta imune humoral (MURPHY, 2014).

Em contraste com a imunidade adaptativa, existem poucas informacdes sobre
a contribuicdo do sistema imune inato no controle da multiplicagdo do FMDV. O
controle rapido da viremia durante a infec¢éo por FA e a indugao precoce de respostas
imunes adaptativas indicam que as respostas imunes inatas estao ativas. Sabe-se
gue as células dendriticas, os macrofagos e as células natural killer, estariam

envolvidas na defesa imunoldgica inata do hospedeiro. E que o sistema interferon,
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especialmente o tipo |, desempenha um importante papel no controle da infecgéo pelo
FMDV (SUMMERFIELD et al.,, 2009). Os macréfagos seriam o0s principais
responsaveis pela eliminacdo do virus do animal infectado, pela fagocitose do virus
opsonizado (GRUBMAN & BAXT, 2004). A principal resposta imune efetora contra o
virus da FA utilizaria tanto anticorpos especificos quanto a atividade dos macréfagos
(McCULLOUGH et al., 1992). E a imunidade que protege os animais da infecgéo pelo
FMDV envolveria ndo apenas as respostas da imunidade humoral através de

anticorpos, mas também fatores da imunidade celular e inata (MATTION et al., 2009).

O virus da FA provoca uma rapida resposta humoral em animais infectados. A
infeccdo em animais com o FMDV induz uma imunidade rapida e duradoura em
bovinos, que se caracteriza pela manutencdo de titulos elevados de anticorpos
neutralizantes no soro do animal. A resposta primaria a infeccdo no bovino é
caracterizada por IgM detectavel entre 3 e 7 dias apos desafio intradermolingual,
atingindo um pico entre 5 e 14 dias p.i. (pos infeccdo), reduzindo para niveis

indetectaveis ap0s 56 dias p.i. (HABIELLA et al, 2014).

Experimentos com animais infectados por via oronasal demonstraram que as
respostas de IgM e IgG1 especificas para o FMDV, foram induzidas rapidamente
quatro dias p.i. O titulo de IgM atingiu um pico com 5 dias p.i. Foi demonstrado que a
resposta inicial a IgM constitui o principal componente da atividade de neutralizac&o
do virus in vitro, no soro bovino entre 5 e 6 dias p.i. (PEGA et al, 2013). A troca de
isotipo, ocorre rapidamente com IgG1 e IgG2 especificos, detectados a partir de 4 dias
p.i. € atingindo niveis maximos a partir de 14 dias até 28 dias p.i. A IgA € inicialmente

detectada no soro a partir de 7 dias p.i., atingindo um pico entre 7 e 14 dias p.i.
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(COLLEN et al, 1994). A infeccao pelo FMDV induz a manutencao de altos titulos de

anticorpos nos animais afetados durante varios anos (HABIELA et al, 2014).

1.8 Vacinacgéo

A primeira vacina inativada contra a Febre Aftosa foi desenvolvida usando fluido
vesicular obtido de linguas de bovinos infectados experimentalmente, e
posteriormente tratado com formaldeido para inativacao viral. A producédo industrial
da vacina comecou a partir da década de 1950. Outras vacinas foram produzidas a
partir da década de 1960, e se baseavam no crescimento do FMDV em linhagem de
células BHK-21 (Baby Hamster Kidney), e inativacdo com BEI (Etilenoimina Binaria).
Na década de 70 houve a introducdo de adjuvantes oleosos na vacina. Atualmente
vacinas que nado contém antigenos inativados ja foram desenvolvidas, como as
vacinas de DNA, as atenuadas e as de peptideos sintéticos, mas seu uso ainda é

muito limitado (DIAZ-SAN SEGUNDO et al., 2017).

No Brasil, a substituicdo da vacina aquosa pela oleosa ocorreu gradativamente,
sendo que a partir de 1992 as industrias passaram a produzir apenas vacinas oleosas,
para aumento da qualidade e do tempo de imunizacdo. Atualmente, apenas é
permitida a producéo e a utilizacdo no pais de vacina inativada, formulada com as
amostras virais A24 Cruzeiro e O1 Campos, emulsificada em adjuvante oleoso. A
formulacdo consiste de uma emulsao primaria, tipo agua-em-oleo. A producao dos
antigenos é realizada através de cultivo celular em suspenséo, sendo empregados

diferentes métodos de concentracdo (como ultrafiltracdo e PEG) (PNEFA, 2005). O
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sorotipo C foi retirado da vacina apds recomendacdes feitas a Comissdo Sul-

Americana para a Luta contra a Febre Aftosa (Cosalfa), em 2017.

De acordo com a OIE (2017), as vacinas contra a Febre Aftosa recebem duas
classificacdes, as de poténcia padrao e as de alta poténcia. As vacinas padrao, devem
ser formuladas para garantir um nivel minimo de protecéo, apresentar 3PD50 (50%
de dose protetora), sendo este um teste de desafio in vivo. Ja as vacinas de alta
poténcia sdo utilizadas para controle de surtos, e devem apresentar antigeno e

adjuvante suficiente para produzir nivel de protecdo > 6PD50.

Os sorotipos do virus da FA usados nas vacinas da América do Sul foram
selecionados de isolados representativos da situacdo epidemioldgica da regido. O
PANAFTOSA vem testando, adaptando e desenvolvendo a producao industrial das

vacinas (SARAIVA, 2003).

Como discutido anteriormente, a infeccao pelo FMDV induz a manutencéo de
altos titulos de anticorpos nos animais afetados durante varios anos. Ja as vacinas
atuais utilizadas, induzem uma protecéo relativamente curta, com reforcos sendo
recomendados a cada seis meses. A vacinacdo protege bovinos e suinos do
desenvolvimento da doenca clinica, mas ndo de uma infeccdo subclinica. A vacinagéo
de bovinos com o antigeno de FMDV usando formulacfes de 6leo ou de hidroxido de
aluminio / saponina também é caracterizada por uma rapida resposta de anticorpos,
com IgM especifica para o FMDV detectada de 3 a 4 dias ap0s a vacinacao (p.v.),
IgG1 e IgG2 de 4 a 6 dias p.v., titulos de anticorpos neutralizantes no soro detectados

de 3 a 4 dias p.v. (HABIELA et al, 2014).
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As trés estratégias de vacinacao utilizadas no Brasil sdo: 1) duas campanhas
de vacinacdo anuais de todo o rebanho bovino e de bdfalos; 2) vacinacdo por
diferentes grupos etarios: os dois ciclos anuais englobam todo o rebanho bovino e de
bafalos com menos de 24 meses de idade e um ciclo anual para todo o rebanho bovino
e de bufalos com mais de 24 meses de idade; 3) uma vacinacao anual de todos os
animais, em regibes onde as caracteristicas geograficas permitem a gestdo da
exploracdo apenas por um periodo limitado do ano (Pantanal, Arquipélago do Maraj6

e Amapa) (CLAVIJO et al., 2017).

ApoOs o inicio do processo de erradicacao da FA no pais, o Brasil alcangcou a
condicao de lider mundial na producéo de bovinos e quarto de suinos, assim como na
exportacdo de seus produtos. O PNEFA, buscando a manutencéo da lideranca da
pecuaria brasileira, lancou em 2017 um Plano Estratégico, que visa consolidar a
condicdo sanitaria conquistada para a FA, fortalecer a vigilancia para as doencas
vesiculares, e avancar com a zona livre de FA sem vacinacdo. O processo de
transicdo de zonas livres de Febre Aftosa com vacinacdo, para zonas livres sem

vacinacao, tera inicio em 2019 e conclusdo em 2023 (MAPA, 2017).

O Brasil foi agrupado em cinco blocos pelo PNEFA, em que foram considerados
critérios técnicos, estratégicos, geograficos e estruturais, para a realizacdo da
transicao de retirada da vacina de FA. O agrupamento esté ilustrado na figura 11. De
acordo com o plano de transicdo, o bloco | comunicara a OIE em abril de 2019 a
retirada da vacina, e suspendera efetivamente em maio de 2019. Os blocos Il e Il
comunicaréo a OIE a retirada da vacina em maio de 2020, e efetivardo a retirada em
junho de 2020. Os blocos IV e V comunicardo a OIE a retirada da vacina em maio de

2021, e efetivardo a retirada em junho de 2021. Durante a execucdo do plano de
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transicdo, sera avaliada a necessidade de antecipar ou adiar qualquer etapa do
processo (MAPA, 2017). Exatamente o que aconteceu no final de 2018 com o estado
do Parana, que antecipou a retirada da vacina de 2021 para maio de 2019 (MAPA,

2018).

Legenda

[ bloco 1

I bloco 11
[ Bloco 111
[ Bloco IV

750
¢ B Bloco V

Figura 11: Organizagéo geogréfica do Brasil para zonificagdo em blocos. A transicao para retirada da

vacina de FA ira obedecer aos critérios dessa zonificacdo (MAPA, 2017).

1.9 Métodos diagnosticos

Métodos diagnosticos aplicados & medicina veterinaria sdo extremamente
importantes para a detecgéo de doencgas que acometem animais, tanto nas atividades

de pesquisa como em andlises laboratoriais de rotina.
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O diagnostico clinico da Febre Aftosa é dificil de ser realizado, e existem
espécies em que os efeitos podem ser evidentes e debilitantes, como em bovinos e
suinos, mas em outras, 0s sintomas da doenca sdo quase imperceptiveis, como em
ovinos e caprinos (ALEXANDERSEN et al.,, 2003). Os métodos laboratoriais sao

imprescindiveis para um diagndéstico correto.

Os testes sorologicos para o diagnostico da Febre Aftosa sdo realizados com
0s principais objetivos: 1) certificar animais individuais antes da importacdo ou
exportacao; 2) confirmar casos suspeitos de FA; 3) comprovar auséncia de infeccao;
4) demonstrar a eficacia da vacinacdo. Os testes sao de dois tipos: aqueles que
detectam anticorpos contra proteinas estruturais virais; aqueles que detectam
anticorpos contra proteinas ndo estruturais virais e testes que detectam os dois grupos
de proteinas. Os testes de deteccao de proteinas estruturais virais sdo relativamente
especificos para o sorotipo e detectam anticorpos induzidos por vacinacao e infeccao,
como a neutralizacdo viral (NV), o Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica (ELISA) de
competicéo de fase solida e o ELISA de bloqueio de fase liquida (OIE, 2017). A tabela

1 apresenta os ensaios recomendados pela OIE para o diagndstico e vigilancia da FA.
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Tabela 1: Métodos disponiveis para o diagnéstico de FA recomendados pela OIE

METODOS
Identificag&o do Agente Deteccao da Resposta Imune
Isolamento Viral ELISA NSP e SP para
ELISA para deteccao de Antigeno Anticorpos

Fixacdo de Complemento
Neutralizacao viral
LFD Dispositivos de Fluxo Lateral

Real Time RT - PCR )
Imunodifusdo em Gel de Agar
RT - PCR

Fonte: Adaptado do Manual da OIE, 2017

1.9.1 Neutralizacéo Viral

O teste de neutralizacao viral detecta anticorpos, no soro sanguineo, induzidos
por vacinacgao ou por infeccdo. E considerado como o "padrdo-ouro”, para a deteccéo
de anticorpos contra proteinas estruturais do virus da Febre Aftosa. E um teste para
certificacdo de importacdo e exportacdo de animais e produtos animais (JAMAL &
BELSHAM, 2013). A NV é usada para investigar resultados sorolégicos nao
conclusivos, obtidos por ELISA. A especificidade da NV, em uma diluicdo de 1/45 é
de 100%. Atualmente, a OIE recomenda a NV, como teste definitivo para a avaliacdo
final de quantificacdo de anticorpos. E essencial este tipo de avaliagdo, para
determinar o estado da Febre Aftosa no rebanho, e nos produtos animais destinados

ao comeércio internacional (ALEXANDERSEN et al., 2003).
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A neutralizacao viral € um teste altamente especifico e sensivel, para virus que
produzem efeito citopatico. A presenca de anticorpos neutralizantes no soro, previne
a infeccdo das células e consequentemente o ECP. O titulo do soro analisado
corresponde a maior diluicdo em que o virus é neutralizado. Os resultados dos titulos
obtidos podem ser expressos em numeros aritméticos ou logaritimicos. Esses
anticorpos neutralizantes tendem a persistir em animais ja recuperados por longos
periodos, muitas vezes por anos (MACH, 2006). As caracteristicas importantes dos
anticorpos incluem afinidade, isotipo, concentracdo, razao entre anticorpos e virus,
valéncia, capacidade de ligar o receptor de polimunoglobulina, capacidade de fixar o
complemento e a especificidade da proteina do virus e do epitopo de interesse

(GRAHAM et al, 2013).

O teste de NV é amplamente utilizado para avaliar a resposta do sistema imune
em animais vacinados, pois existe uma forte correlacdo entre titulo de anticorpos
neutralizantes e protecdo contra a infeccdo pelo FMDV (MAHAPATRA & PARIDA,

2018).

Os estudos de eficacia da vacina e as analises in vitro da defesa imune contra
a FA, devem levar em consideracdo o papel central desempenhado pelo sistema
reticuloendotelial, e sua funcédo de fagocitose, nesta resposta imune protetora. SO
entdo sera possivel obter uma clara apreciacao da resposta imune apos infecgao por

desafio, infec¢do natural e vacinagdo (McCULLOUGH, 1992).

Avaliar a correspondéncia da vacina com um determinado sorotipo do virus é
de extrema importancia em determinadas situacfes, como em um surto. Essa

avaliacdo indica se a vacina que sera ou esta sendo utilizada é eficaz ou ndo para
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aguele determinado sorotipo do virus. A neutralizacédo viral € amplamente utilizada
nessas avaliacbes (MATTION et al., 2009). E o teste padrdo recomendado pela OIE
para a realizacdo dos testes de combinacao antigénica de FA (OIE, 2017), podendo

ser utilizado para soros de diferentes espécies animais.

O efeito citopatico (ECP) nas culturas celulares pode ser detectado quando
existem alteracdes na morfologia celular, que sédo causadas pelo virus infectante.
Exemplos destas alteracdes sédo o arredondamento da célula infectada, a fusdo com
células adjacentes e o aparecimento de corpos de inclusdo nuclear ou citoplasmatica
(ALBRECHT et al., 1996), nas figuras 12 e 13 observamos o ECP do FMDV em
monocamada de duas diferentes células, a ZZ-R, que sao células embrionarias de

cabra, e a BHK-21, células de rim de hamster.
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Figura 12: Fotomicrografias da monocamada de células ZZ-R infectadas com FMDV. A — Monocomada
de células ZZ-R. B — Imagem mostra a evolucdo do efeito citopatico 48 horas apés adi¢cdo de suspensao
viral (BREHM et al, 2017).
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Figura 13: Fotomicrografias da monocamada de células BHK-21 infectadas com FMDV. A —
Monocomada de células BHK-21. B — Imagem mostra a evolugdo do efeito citopatico 36 horas apds

adicdo de suspensdo viral (ZHANG et al, 2013).

1.9.2 ELISA

O teste de neutralizacéo viral exige pessoal altamente treinado e especializado,
utilizacdo de linhagens celulares, e de virus ativo. As linhagens celulares séo
propensas a contaminacao, e a manipulacdo de virus ativo, principalmente do FMDV,
exige utilizagdo de instalagbes restritivas de biocontengcdo. Devido a essas
particularidades, foram desenvolvidos imunoensaios que utilizam virus inativados e

com resultados mais rapidos.

O Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica (ELISA) pode ser aplicado no
desenvolvimento de vacinas e no diagnostico de doencas, e para medir e monitorar
mudancas na resposta imune de animais infectados ou imunizados. Esse
monitoramento serve como base, para o entendimento imunoldgico das doencas
(HOSSEINI et al., 2018). O teste de ELISA para FMDV é utilizado para identificar
amostras positivas, e a identificacdo do sorotipo do virus na amostra em andlise. Em
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2001 durante um surto de FA no Reino Unido, 90% das amostras positivas de bovinos

e suinos foram detectadas pelo ELISA (ALEXANDERSEN et al., 2003).

De acordo com a OIE, o ELISA é o principal procedimento para deteccédo do
antigeno viral da FA e identificacdo do sorotipo. ELISAS de competicdo e bloqueio,
gue detectam proteinas estruturais e ndo-estruturais do FMDV, estdo presentes no
mercado e sdo usados para avaliacdo da infeccdo, da imunizacdo, e para testes
vacinais (OIE, 2017). McCULLOUGH e colaboradores (1985) desenvolveram no
Instituto Pirbright um ELISA de competicdo em fase liquida, utilizado na identificacéo
de epitopos do FMDV. Posteriormente, o PANAFTOSA adaptou a técnica para
identificacdo de anticorpos contra proteinas estruturais do virus, a fim de obter uma
avaliacdo soroldgica de animais apdés a vacinacdo (PANAFTOSA, 2001). A
identificacdo de anticorpos contra proteinas néo estruturais do FMDV pode ser usada
para identificar a infeccado passada ou presente com qualquer um dos sete sorotipos
do virus, mesmo que o animal também tenha sido vacinado. Tais testes detectam os
anticorpos para as poliproteinas 3AB ou 3ABC, e ndo sao especificos para o sorotipo

(OIE, 2017).

Reacbes falso-positivas de baixo titulo podem ocorrer em uma pequena
proporcao dos soros testados nos ELISAs de competicdo ou bloqueio, que utilizam
anticorpos policlonais (PAbs) especificos de sorotipo ou anticorpos monoclonais
(MAbs), devido a diferencas de reatividade. Uma abordagem que combina triagem por
ELISA, e confirmacdo das amostras positivas pela NV, minimiza a ocorréncia de

resultados falso-positivos (OIE, 2017).
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1.9.3 Combinacéao de vacinas

A vacinacao anual contra Febre Aftosa em animais susceptiveis contribui para
erradicacao da doenca, mas muitos paises estao substituindo a vacinacao por novas
estratégias de controle, como eliminacdo e controle de movimentos dos animais e
vacinacdo emergencial. Outra estratégia que esta sendo almejada € a eliminacdo do
abate de animais em futuros surtos de FA. Varios paises estabeleceram banco de
vacinas para contencdo de surtos, embora seja necessario tentar combinar as
amostras de virus da vacina o mais proximo possivel dos isolados de campo, contra
as quais é necesséaria protecdo. Muitas vezes surgem novas variantes em relacéo as
guais nenhuma dessas vacinas armazenadas séo eficazes. A maneira mais precisa
de se avaliar a protecao entre uma combinacéo especifica da vacina e os isolados de
campo, € realizando um teste in vivo. Devido aos riscos, 0s custos e o tempo
necessarios, a execucdo deste tipo de avaliacdo torna-se inviavel (BREHM et al.,

2008).

A qualidade da vacina utilizada é o fator de maior importancia para o sucesso
de um programa de vacinagdo, mas uma combinagdo antigénica razoavel entre a
vacina contra FA e as amostras do virus de um surto também é considerada essencial
para a eficacia da vacina. Testes soroldgicos séao utilizados para medir o nivel de
protecdo conferida pela vacina e a combinacgéo antigénica. Nestes testes, o titulo de
anticorpos de amostras de animais vacinados é obtido a partir do teste de
neutralizac&o viral, em que € utilizado a amostra de virus vacinal, e também a amostra

de um isolado de campo. Uma relacédo entre esses titulos é estabelecida, a fim de

determinar a eficiéncia da vacina utilizada (TEKLEGHIORGHIS et al., 2014). Os
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resultados obtidos para avaliacdo da combinacéo antigénica, a partir de valores de r1
e da avaliacdo da Expectativa Percentual de Protecédo (EPP), orientam a selecdo das
amostras vacinais que serdo mais efetivas, seja para vacinacgao profilatica rotineira ou
uso emergencial, e também para monitorar de forma continua a protecéo eficaz da
vacina. Valores de r1 sédo encontrados a partir da avaliagdo dos titulos de amostras de
soros de animais vacinados, através dos métodos de NV, ELISA e fixacdo do
complemento, em que é obtido um coeficiente de relagdo soroldgica. Os resultados
dos testes de NV e ELISA também séo utilizados para obtencédo da EPP, comumente
utilizada pelo PANAFTOSA na América do Sul nos programas de controle e
erradicacdo do FMDV. Portanto, a EPP e o coeficiente r1 sdo utilizados como
parametro para avaliacdo da similaridade entre virus de sorotipos vacinais e isolados
de campo, a fim de determinar se a vacina utilizada € eficaz contra aquele sorotipo

circulante (OIE, 2017).

A eficacia da vacina inativada para FA depende principalmente da integridade
da particula do virus. O FMDV pode ser dividido em quatro particulas especificas,
baseadas no coeficiente de sedimentacdo (S), por centrifugacdo em gradiente de
sacarose: virions intactos (146S), capsideos vazios (75S), peptideos relacionados a
infeccéo (45S) e subunidades de proteina 12S (12S) (FENG et al., 2016). A eficacia
das vacinas de FMDV depende, portanto, da obtenc&o das particulas 146S do virus,
e da estabilidade e integridade dessa particula, ap0s a inativacéo e purificacdo (BAZID
et al., 2016). Inumeros problemas podem ocorrer durante a producdo da vacina,
comprometendo sua qualidade, como também mutacdes do virus, que podem resultar
no surgimento de novos tipos virais. Portanto, a analise da combinagcdo antigénica

vacinal é extremamente importante.
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1.10 Parametro de validacdo de métodos laboratoriais

A credibilidade de um resultado laboratorial depende da verificacdo ou
validacdo do método utilizado, ou seja, da avaliacao e fornecimento de comprovacao
de que os requisitos pretendidos tenham sido cumpridos. A verificagcdo de
desempenho de um ensaio deve conceber experimentos que fornecam informacdes
sobre possiveis fontes de variacdo dentro e entre laboratérios na precisédo do teste. A
repetitividade, reprodutibilidade e avaliacao da especificidade e sensibilidade analitica
devem ser realizados com selecéo aleatéria de amostras (OIE, 2017).

A norma NBR ISO/IEC 17025:2017 descreve 0s requisitos para laboratorios de
calibracdo e ensaio, ao seguir tais requisitos, os laboratérios tornam-se capazes de
demonstrar que sao tecnicamente competentes. A acreditacdo nessa norma exige a

obtencéo da estimativa da incerteza de medicao associada aos seus resultados.

1.10.1 Repetitividade

O ISO GUM 2008 (Guia para Expressédo da Incerteza de Medic&o), define a
repetitividade como grau de concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas
de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medicéo. Estas
condicbes sdo denominadas condi¢cdes de repetitividade que incluem: mesmo
procedimento de medi¢cdo, mesmo observador, mesmo instrumento de medicao,

utilizado nas mesmas condi¢des, mesmo local, repeticdo em curto periodo de tempo.
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A repetitividade pode ser expressa, quantitativamente, em funcdo das caracteristicas

de disperséo dos resultados.

A repetitividade € conhecida como a variabilidade do analista. As causas
possiveis para uma baixa repetitividade sdo: variacdo do analista (falta de técnica,
posicdo, experiéncia, habilidades de manipulacédo, de treinamento, sensibilidade e
fadiga), variacdo do ambiente (flutuacdes na temperatura, umidade, iluminacéo,

limpeza), variacdo na qualidade do padréo utilizado, variacdo do método (MSA, 2010).

1.10.2 Reprodutibilidade

O ISO GUM 2008, define reprodutibilidade como grau de concordancia entre
os resultados das medi¢cdes de um mesmo mensurando efetuadas sob condicGes
modificadas de medicdo. Para que uma expressao da reprodutibilidade seja valida é
necessario que sejam especificadas as condicdes modificadas. As condicdes
modificadas podem incluir: principio de medicdo, método de medi¢édo, observador,
instrumento de medi¢éo, padrdo de referéncia, local, condicbes de utilizagédo, tempo.
A reprodutibilidade pode ser expressa quantitativamente em fungcdo das

caracteristicas da disperséao dos resultados.

A reprodutibilidade é conhecida como a variabilidade entre os analistas. As
causas possiveis para baixa reprodutibilidade séo: variacdo entre analistas (falta de

treinamento, técnica, habilidade e experiéncia), variacao entre ambientes (flutuacdes
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na temperatura, umidade, iluminacéo, limpeza), variacdo na qualidade do padréao

utilizado, variagcdo do método (MSA, 2010).

Os resultados obtidos de repetitividade e reprodutibilidade séo expressos em

CV (coeficiente de variacdo), e classificados de acordo com os critérios da tabela 2:

Tabela 2: Critérios de classificacdo dos parametros de repetitividade e reprodutibilidade

CcV CONCLUSAO

Abaixo de 10% Resultados considerados satisfatoérios

Resultados considerados aceitaveis, com base
Entre 10 e 30% na importancia da aplicacdo do método apds

andlise critica

Acima de 30% Resultados considerados insatisfatorios

Fonte: Adaptado de Andlise dos Sistemas de Medi¢do (MSA), 2010.

1.10.3Incerteza de medicéao

De acordo com o0 ISO GUM 2008, incerteza de medi¢do € um parametro néo-
negativo que caracteriza a dispersédo dos valores atribuidos a um mensurando com
base nas informacées utilizadas. E preciso primeiramente especificar o mensurando,
levantar as possiveis fontes de incerteza do mesmo, como a incerteza relacionada a
equipamentos, analistas, insumos, qualidade da amostragem, ambiental, e por fim
avaliar as incertezas padrdo das grandezas de entrada. A incerteza padrao da

grandeza de entrada é dada pelo desvio padrao da média amostral.
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A incerteza de medicdo € uma expressao quantificada da confiabilidade da
medicdo. E um conceito utilizado internacionalmente para descrever a qualidade de
um valor medido, embora esse termo tenha sido utilizado para medi¢cdes de grande
exatiddo. Muitas normas de sistema da qualidade requerem que a incerteza de
medicdo seja conhecida e consistente com a capacidade de medicdo do ensaio

avaliado (MSA, 2010).

1.10.3.1 Incerteza padrdao combinada

De acordo com o ISO GUM 2008, a incerteza padrdo combinada é quando a
incerteza padrdo de um resultado de uma medi¢éo € obtido, por meio dos valores de
varias outras grandezas, sendo igual a raiz quadrada positiva de uma soma de termos,
gue constituem as variancias, ou covariancias destas outras grandezas, ponderadas
de acordo com o quanto o resultado da medi¢cdo varia com mudancas nestas

grandezas.

A incerteza combinada inclui todos os componentes significativos da variagcao
do processo de medigcdo. Conhecer o valor da incerteza combinada permite a
identificacdo de todos os erros significativos e permite que a medicéo seja replicada

(MSA, 2010).
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1.10.3.2 Incerteza expandida

De acordo com o ISO GUM 2008, a incerteza expandida € a quantidade que
define um intervalo em torno do resultado de uma medicdo, com o qual se espera
abranger uma grande fracdo da distribuicdo dos valores que podem ser

razoavelmente atribuidos ao mensurando.

A incerteza expandida é obtida a partir da multiplicacdo da incerteza combinada
pelo fator de abrangéncia k. Assumindo uma distribuicdo normal, esse valor é

frequentemente interpretado como k = 2 (MSA, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A Febre Aftosa é uma doenca viral altamente infecciosa. Em animais
infectados, o virus pode ser encontrado nas feridas, na saliva, no leite, e qualquer
objeto que tenha contato com o virus, que pode disseminar a doenc¢a de rebanho a
rebanho. Nos ultimos anos o Brasil vem ganhando posices de destaque no mercado
mundial de produtos de origem animal, devido a melhora progressiva da condicao
sanitaria do rebanho brasileiro. Para que novos e valiosos mercados possam ser
alcancados, o aprimoramento do diagndstico animal torna-se imprescindivel. Os
métodos diagndsticos aplicados a medicina veterinaria sdo extremamente importantes
para a deteccao de doencas que acometem animais, tanto nas atividades de pesquisa
como em analises laboratoriais de rotina. Os testes soroldgicos para diagnostico da
FA, como o teste de neutralizacao viral e 0 ELISA, séo utilizados para certificar animais
antes do transito, inclusive para fins de comércio internacional. Sdo métodos
apropriados para confirmar a infecgdo anterior ou em andamento em animais nao-
vacinados, como também, para monitorar a imunidade conferida pela vacinagdo no
campo. O teste de neutralizacéo viral detecta anticorpos induzidos por vacinacéo ou
por infecgdo. E considerado como o “"padrdo-ouro” pela OIE, para a deteccdo de
anticorpos contra proteinas estruturais da FA, e € um teste para certificacdo de
animais, e produtos animais. O método de neutralizacéo viral para o FMDV ainda néo
foi verificado pelo Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria (LFDA) de Minas

Gerais, e como o objetivo do PNEFA para os proximos anos € a retirada da vacina em
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todo o pais, alcancando o status de zona livre sem vacinagdo, o teste de NV torna-se
imprescindivel para avaliacdo soroldgica dos animais. Além disso, em caso de surtos
de FA, é importante ter essa técnica padronizada, a fim de avaliar a eficacia da vacina
contra um isolado de campo, ja que o teste de combinacdo de vacinas por NV é o
mais indicado e preciso. Em uma situacdo de emergéncia sanitaria, € preciso uma
avaliacao rapida e eficaz do cenario, para que acdes eficientes eliminem e controlem
os focos. Todos os métodos laboratoriais para o diagnostico da FA devem estar
verificados e prontos para execucdo. Os resultados de incerteza de medicdo, de
repetitividade e reprodutibilidade, obtidos na avaliacdo de desempenho do ensaio de
neutralizacdo viral do FMDV, permitem avaliar se o teste esta dentro dos padrdes
estabelecidos, e sdo parametros exigidos pela NBR ISO/IEC 17025:2017. Esses
critérios foram definidos pelo LFDA localizado em Pedro Leopoldo, a fim de certificar
a qualidade dos resultados fornecidos pelo laboratério. Dessa forma, neste trabalho
foi proposto a verificacdo do desempenho do ensaio de neutralizacéo viral para a

deteccao de anticorpos para o virus da Febre Aftosa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o desempenho do ensaio de neutralizacéo viral de anticorpos para o
virus da Febre Aftosa, para amostras de virus disponiveis no LANAGRO: amostras
vacinais A24 Cruzeiro, C3 Indaial e O1 Campos, e também amostras de isolados de

campo O BR RS 80, A 2795 MG e C3 AM BR 04.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar o desempenho do método de neutralizacdo viral do FMDV a partir da

determinacao da incerteza de medicao, repetitividade e reprodutibilidade;

o Avaliar a protecdo entre a combinagcdo dos sorotipos O, A e C da vacina

utilizada no Brasil e isolados de campo, a fim de testar a correspondéncia

vacinal através da neutralizacao viral;
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Avaliar os titulos de anticorpos induzidos em bovinos apés primeira vacinacao
e vacinacao de reforgo por neutralizagao viral, e avaliar a correspondéncia dos

resultados obtidos com o método de ELISA.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi conduzido nos Laboratérios da Unidade de Biosseguranca
Nivel 4 OIE do LFDA em Pedro Leopoldo, Minas Gerais. O LFDA é uma unidade
descentralizada do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA),
pertencente a Rede Oficial de Laboratérios, subordinada a Coordenacédo Geral de
Apoio Laboratorial (CGAL) e vinculada a Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA).

Os ensaios realizados seguem o fluxograma apresentado pela figura 14:
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Amostras provenientes do
teste de controle de vacinas

Amostras provenientes do A

inquérito de eficiéncia de
vacinagao AM, RR e AP EPP Neutralizagao viral
ELISA CFL e NV determinacgao dos titulos

A

Neutralizagdo viral
Incerteza de medicao Repetitividade Sorotipo
e vacinal
Reprodutibilidade X
Isolado de
campo

Unidade de Biosseguranga Nivel 4 OIE, do LFDA

em Pedro Leopoldo

Figura 14: Representagcdo esquemaética das etapas para obtencdo da verificacdo de desempenho do
método de NV para o virus da FA. Amostras provenientes do inquérito de eficiéncia de vacinagéo foram
utilizadas para avaliacdo da incerteza de medicdo do método. Amostras provenientes do teste de
controle de vacinas foram utilizadas para avaliacdo da eficacia da partida da vacina pela EPP,
identificacdo da repetitividade e reprodutibilidade do método e avaliagdo dos coeficientes de relagédo
soroldgica entre os sorotipos vacinais do FMDV e isolados de campo. Ensaios realizados no Laboratério

de Diagnostico de Doengas Virais (LDDV) e na Unidade de Biosseguranca nivel 4 do LFDA-MG.

41 Amostras de soros de bovinos

As amostras de soros de bovinos originadas de uma fazenda do municipio de
Matozinhos em Minas Gerais, utilizadas nos ensaios foram provenientes de um teste
piloto de controle de vacinas para FA, realizado no segundo semestre de 2016. Outras

amostras que também foram utilizadas nos ensaios pertenciam ao inquérito

69



sorologico, para determinacéo da eficiéncia da vacinacéo para a FA, dos estados do
Amapa, Roraima e Amazonas. O inquérito sorologico realizado pelo LFDA, € uma
etapa das acdes que foram propostas pelo PNEFA, cujo objetivo é a avaliacdo da
resposta imunolégica dos bovinos vacinados anualmente no pais, a partir dos
resultados do titulo de anticorpos para proteinas estruturais do FMDV nos soros

desses animais.

A vacina utilizada no teste piloto foi a AFTOVACIN (MSD), previamente
avaliada com resultados satisfatorios pelo LFDA do Rio Grande do Sul, € uma vacina
trivalente partida 020/15, fabricada em novembro de 2015 e com data de validade até
novembro de 2017, cada dose continha 10ug de antigenos purificados e inativados,
formulada com as amostras virais O1 Campos, A24 Cruzeiro e C3 Indaial,
emulsificados em 6leo mineral. Para selecdo dos animais, foram coletadas amostras
de sangue de 29 bovinos machos com 20 meses de idade originados da Sanipec
Agropecuaria, localizada no municipio de Matozinhos no estado de Minas Gerais. As
29 amostras de soros coletadas foram testadas com o ELISA indireto, para deteccao
de proteinas 3ABC do FMDV, e também com o ELISA CFL, para titulacdo de
anticorpos contra proteinas estruturais, ambos produzidos pelo PANAFTOSA. Os
animais foram entdo imunizados com a vacina citada anteriormente, via intramuscular,
cada dose continha 5 mL da suspensdo. Apos 28 dias pos vacinagédo (dpv), foi
realizada a coleta de amostras de sangue dos animais, e realizada a revacinacédo dos
bovinos. Ap6s 28 dias pos reforco (dpr), foi realizada nova coleta de amostras de

sangue desses animais.
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Portanto, as amostras de soros de bovinos utilizadas nos ensaios deste
trabalho, eram provenientes de animais vacinados dos estados do Amapa, Amazonas,

Minas Gerais e Roraima, todos os animais com menos de 24 meses de idade.

4.2 Ensaio de neutralizacao viral

O ensaio avalia a capacidade de neutralizacdo do FMDV in vitro pelos
anticorpos produzidos, inibindo assim a infeccdo de células BHK, reduzindo o efeito
citopatico observado. A partir dos dados obtidos por essa avaliacdo, o titulo de
anticorpos no soro analisado é entdo determinado. O método utilizado neste trabalho,

seguiu as orientacdes do Manual da OIE (2017).

4.2.1 Cultivos de células

Os testes de multiplicacao, titulagéo e neutralizacédo virais foram realizados em
células da linhagem BHK-21 (Baby Hamster Kidney) provenientes do subcultivo da
amostra ATCC CCL-10, obtidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A
escolha da linhagem BHK-21 é devida a sua indicacdo no método descrito pela OIE.
As células foram subcultivadas em meio MEM (Meio Essencial Minimo com sais de

Earle), contendo 2,2 % de bicarbonato de sédio; 0,11 % de piruvato de sddio; 0,3 %
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de L-glutamina e 2 % de Hepes, suplementado com 10 % de soro fetal bovino,

condicBes de cultura a 37°C, mantidas em atmosfera de 5 % de CO..

4.2.2 Amostras de virus

Um estoque de cada sorotipo de virus foi produzido em monocamada de
células BHK-21 e conservados a -80°C. Os sorotipos vacinais utilizados foram: O1
Campos, A24 Cruzeiro e C3 Indaial. Os isolados virais de campo, utilizados nos
ensaios foram: O BR RS 80, isolado do surto de 1980 no estado do Rio Grande do
Sul, A 2795 MG, isolado de Minas Gerais em 1995, e C3 AM BR 04, isolado do

Amazonas em 2004.

4.2.3 Titulacéao viral

Para determinar o titulo do virus, uma aliquota foi submetida a uma série de
oito diluigcbes seriadas logaritmicas do virus, em meio MEM com 1% de solucdo de
antimicrobianos (estreptomicina, kanamicina, micostatina ou anfotericina B, penicilina
e polimixina B). Destas dilui¢cdes, 50 uL foram distribuidas em placas de 96 pocos que
continham 50 uL de meio. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa com 5 % de
CO2 por uma hora. Posteriormente foram adicionadas 15.000 células BHK-21/poco e

incubadas a 37°C em estufa de CO:2 por 48 horas. Foram incluidos em cada placa
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controles contendo apenas células. Apds esse periodo, foi realizada leitura visual em

microscopio Optico, para verificacao do efeito citopatico nas células.

O calculo do titulo viral foi feito pela dose infecciosa 50% em cultura de tecidos
(TCIDso/mL) utilizando o método de Reed-Muench (1938). O titulo viral foi determinado
através da seguinte férmula: log da diluicdo acima de 50% (em que foi observado
ECP) + distancia proporcional x log do fator de diluicdo. A distancia proporcional é
uma relacao entre valor encontrado acima de 50% de ECP e abaixo de 50% de ECP

(BURLESON et al., 1992).

4.2.4 Neutralizacao viral

A verificacdo de desempenho do método de NV de FA seguiu as orientacdes
do manual da OIE. Para os ensaios de neutralizac&o viral foram utilizadas células da
linhagem BHK-21 C-13, provenientes do subcultivo da amostra ATCC CL-10. As
células foram subcultivadas em meio MEM (Cultilab) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB, Gibco). O ensaio foi realizado em placas de microtitulagao de fundo
chato com 96 pocos, para cultivo de células. Os soros foram inativados a 56°C por 30
minutos. Foi adicionado 8,7uL dos mesmos em duplicata, nos poc¢os da linha A da
placa, resultando em uma diluicdo inicial de 1:11,5. Os soros foram diluidos
seriadamente, com micropipeta multicanal, passando 50uL da diluicdo para a linha
posterior, e assim sucessivamente até o final da placa. Ao final, foram adicionados
50pL da diluicdo do virus, contendo 100 TCIDso/pogo, para cada sorotipo do virus em

teste. Foram incluidos na placa controles contendo apenas células, um controle
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negativo correspondente ao soro de um animal ndo vacinado nem infectado, e um
controle positivo, previamente testado pelo LFDA. Aliquotas de uma diluicdo seriada
logaritmica do virus foram adicionadas para controle das doses. As placas foram
entdo incubadas a 37°C em estufa de CO2, por uma hora, para que ocorresse a
interacdo do antigeno com o anticorpo. Apos, foram adicionadas 15.000 células BHK-

21/poco, as placas foram incubadas a 37°C em estufa de CO: por 48 horas.

Os titulos dos soros foram obtidos a partir do método de Karber (1931), em que
0 resultado que é expresso corresponde a maior diluicdo em que foi observado
protecdo em 50% dos pocos. Nos testes relacionados a avaliacdo de correspondéncia
vacinal, os célculos seguiram as orientagcbes propostas por Spearman-Karber
(FINNEY, 1964). Amostras com titulo igual ou maior a 1,66 logio, correspondente a
diluicho 1:46 sdo consideradas positivas, amostras com titulos menores sao

consideradas negativas (OIE, 2017).

4.3 ELISA

4.3.1 Sensibilizacao de placas para identificagcdo de anticorpos para o teste de

ELISA-CFL

O ELISA CFL, de competicdo em fase liquida, € um set comercial produzido
pelo PANAFTOSA. O ELISA CFL baseia-se na competicédo pelo mesmo antigeno, dos

anticorpos para proteinas estruturais presente no soro de animais vacinados e o0s
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soros captura produzidos em coelho, presente nas placas de fase sodlida
sensibilizadas. Esse método tem por objetivo, titular o nivel de anticorpos para

proteinas estruturais para o virus da Febre Aftosa em soros de bovinos.

A sensibilizacdo das placas para o ensaio € realizada com anticorpos
especificos para os antigenos da prova de ELISA CFL que serdo utilizadas para
titulacdo de anticorpos contra o virus da Febre Aftosa. Baseia-se na sensibilizacdo de
placas para ELISA com um soro de captura produzido em coelho imunizado contra os
virus dos sorotipos O1 Campos, A24 Cruzeiro e C3 Indaial. E utilizada uma placa para
cada sorotipo. Os procedimentos utilizados estdo descritos abaixo e seguiram as

orientacdes do fabricante.

As placas para ELISA foram sensibilizadas com soro captura, hiperimune de
coelho, diluido em 100uL de solucdo carbonato-bicarbonato 0,05mol/L (1,599 de
Na2COs, 2,93g de NaHCOz3 dissolvidos em agua deionizada — g.s.p. 500mL, pH 9,6).
As diluicBes dos soros captura foram, para o sorotipo O de 1:2000, para o A de 1:2000
e para o C de 1:1600. Em seguida, as placas foram incubadas de 2°C a 8°C, por 16 a
20 horas. As placas foram retiradas da geladeira e deixadas em temperatura ambiente
por 1 hora. Em seguida, as placas foram lavadas com 300 pL por poco de solucao
salina fisiologica 0,85 % (8,5 g de NaCl dissolvido em agua deionizada — g.s.p. 100mL,
pH 7,4). ApGs a lavagem, foram adicionados 100 pL por poco de solucéo salina
fosfatada (8,0g de NaCl, 0,2g de KCI, 2,99 de Na2HPO4.12H:0, 0,2g de KH2POs4,
dissolvidos em agua deionizada — q.s.p. 100mL, pH 7,4-7,6.), no momento do uso foi
adicionada Ovoalbumina Grau V (1 %P/V), incubadas por uma hora a temperatura
ambiente. Apos, as placas foram lavadas uma vez com solucéo salina fisiolégica 0,85

%, seladas e armazenadas invertidas em freezer
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4.3.2 Titulagcdo de anticorpos contra proteinas estruturais do virus da Febre

Aftosa

Em uma placa de fundo em U inerte auxiliar, foram adicionados os soros dos
bovinos, puros e diluidos (diluicdo a partir 1:2 até 1:6250), diluicdo realizada em
PBSTB (Phosphate Buffered Saline + Tween + Bovine Serum Albumin) (80,0 g de
NaCl, 2,0 g de KClI, 29,0 g de Na2HPO4.12H:0, 2,0 g de KH2PO4, dissolvidos em
agua deionizada — g.s.p. 1000mL, pH 7,4-7,6, no momento do uso foram adicionados
10,0 g de Albumina Grau I, 500 pL de Tween 20 e 2% dos soros bloqueadores
presentes no set biolégico, de coelho e bovino). Cada placa possuia controle negativo,
controle fraco positivo, controle forte positivo, controle de antigeno e controle dos
reagentes (amostra em branco). Os controles do ensaio séo obtidos no kit comercial.
Em cada poco, foi acrescentado 40uL do antigeno em suspensao viral inativada com
BEI glicerinada, (diluicdo de 1:80 sorotipos O e A, 1:140 sorotipo C em PBSTB). As
placas foram incubadas por 60 minutos a 37°C, sendo os primeiros 20 minutos sob
agitacdo. Concomitantemente, as placas sensibilizadas foram descongeladas por 20
minutos em geladeira, 20 minutos a temperatura ambiente e 20 minutos em estufa a
37°C. Ap6s a incubacao, 50 pL do soro-antigeno, foram transferidos da placa auxiliar
para a placa sensibilizada, e incubada por 30 minutos a 37°C sob agitacdo. As placas
foram lavadas trés vezes com solucéo salina fisiolégica com tween 20 a 0,05%. E
adicionados em cada poc¢o 50 pL do anticorpo primario, soro hiperimune de cobaio
(diluicdo 1:600 sorotipo O, 1:300 sorotipos A e C em PBSTB); incubacao a 37°C por
30 minutos sob agitacdo. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com
solucéo salina fisiolégica com tween 20 a 0,05%. Foram adicionados em cada poco
50uL do anticorpo secundario (IgG de cabra anti IgG de cobaio, diluicdo 1:650 para o
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sorotipo O, 1:1800 sorotipo A e 1:700 sorotipo C, conjugado a peroxidase, Sigma-
Aldrich, diluido em PBSTB), incubacao a 37 °C por 30 minutos sob agitacdo. As placas
foram lavadas quatro vezes com solucéo salina fisioldgica com tween 20 a 0,05 %, e
reveladas com solucéo de OPD (O-Phenylenediaminedihydrochloride, Sigma-Aldrich)
(26,0mL de CsHsO7.H20 0,1 M, 28,0mL de Na2HPO4 0,2 M, 40 pL de H202e 40mg de
OPD), em que foram adicionados 50 pL por poco. A incubacao ocorreu a temperatura
ambiente sob a protecdo da luz por 20 minutos. Em seguida a reacéo foi interrompida
com 50uL por poco de &cido sulfarico 1,5mol/L. A leitura foi realizada em

espectrofotdometro de microplacas (Tecan Sunrise RChisto) a 492nm.

O célculo para determinacéo do titulo da amostra pelo ELISA CFL, utiliza a

realizacdo do método de interpolacéo linear, procedendo da seguinte forma:

. Célculo da densidade optica (DO) média do controle do antigeno (X);
o Obtencéo de 50 % deste valor médio X/2=Y;
o A partir do valor médio obtido anteriormente (), eleger a leitura imediatamente

superior (A);

o Da mesma forma eleger a leitura imediatamente inferior (B);
o Subtrair a leitura inferior da superior (A-B) = (2);
o Subtrair do valor médio (Y), a leitura inferior (B): (Y-B);

o Multiplicar o logaritmo do fator de diluicéo (C) por (Y-B);
o Dividir o valor obtido no calculo anterior pelo valor de (2);
o Somar o valor obtido anteriormente com o logaritmo da diluicdo da leitura

inferior B(D).
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Interpolacéo linear: Titulo 50 % = [(Y - B) C] / Z + D (resultado em valor

logaritmico).

4.4 Teste de poténcia da vacina por ELISA e NV

O teste de poténcia da vacina contra o FMDV foi realizado a partir dos
resultados obtidos, dos titulos de anticorpos de 17 animais selecionados
aleatoriamente entre o grupo inicial de 29 bovinos, apds 28 dias da vacinag¢do. Foram
utilizados bovinos, com idade entre dezoito e vinte e quatro meses, com peso minimo
de duzentos quilos, homogéneos, em bom estado sanitario e de nutricdo, que néo
foram previamente vacinados contra a Febre Aftosa, e nem infectados pelo virus.
Portanto, 0s soros nao possuiam anticorpos contra proteinas estruturais e néao
estruturais do virus da Febre Aftosa. A vacina é considerada aprovada quando
apresenta uma EPP (Expectativa Percentual de Protecao) de 80% para cada um dos
sorotipos virais que a compde, com nivel de confianca de 95%. Foi calculada para
cada partida de vacina a média de EPP, excluindo-se 0s soros com maior € menor
titulo; uma partida de vacina é considerada aprovada quando a média das EPPs for
igual ou superior a 80% para cada um dos antigenos testados; uma partida de vacina
€ considerada reprovada quando a média das EPPs for inferior a 80% em pelo menos

um dos antigenos testados (BRASIL, 2018).

Uma correlacao definida entre os titulos in vitro e a prote¢édo contra o desafio in
vivo contra 10.000 BID50 (Bovine Infective Doses) do virus da vacina foi realizada

pelo PANAFTOSA. Os titulos de anticorpos utilizados para correlacdo foram obtidos
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tanto por ELISA quanto pela neutralizacao viral. Na experiéncia do PANAFTOSA com
0s programas de controle e erradicacdo do FMDV na América do Sul, um valor EPP
meédio de 75% confere protecdo em animais vacinados. As tabelas de correlacéo para
O1 Campos, A24 Cruzeiro e C3 Indaial foram obtidas mediante solicitacdo ao

PANAFTOSA (OIE, 2017).

4.5 Teste de combinacéo de vacinas

4.5.1 Teste bidimensional por neutralizacao viral

De acordo com o Manual da OIE 2017, o teste padrdo recomendado € o teste
de neutralizacao viral. O ELISA também pode ser usado se o0s reagentes adequados
estiverem disponiveis ou como um teste de triagem. Para a NV ou ELISA, os soros
pés-vacinacdo devem ser derivados de pelo menos cinco bovinos 21-30 dias apos a
vacinacgao primaria e / ou 21-30 dias ap0s a vacinacao de reforco. O titulo de anticorpo

para a amostra de virus da vacina é estabelecido para cada soro.

Foram avaliados 12 soros de bovinos, obtidos apos 28 dias da vacinacédo e 28
dias apos revacinagdo. Utilizando o ensaio de NV bidimensional, os titulos de
anticorpos dos soros de animais vacinados contra sorotipo da vacina e o isolado de

campo para cada dose de virus utilizada foram calculados usando o método de
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Spearman-Karber. A relacdo entre o isolado de campo e o virus vacinal € entéo

expressa como um valor "r" como:

Titulo aritmético reciproco do soro de referéncia contra o virus de campo

'
Titulo aritmético reciproco do soro de referéncia contra o virus da vacina

Na interpretacao dos resultados dos testes de reatividade cruzada, geralmente
€ aceito que, no caso da neutralizacdo viral, valores de r1 maiores que 0,3 indicam
gue o isolado de campo é suficientemente semelhante ao virus da vacina, de modo
gue o uso de uma vacina com base nessa amostra de virus, provavelmente ira conferir

protecdo contra desafio, com o isolado de campo.

Os soros foram avaliados no minimo duas vezes nos testes, para avaliacao da
combinac¢éo vacinal, e em cada uma dessas avaliacdes, cada soro foi testado com

quatro repeticdes, a fim de aumentar a preciséo dos titulos obtidos.

4.5.2 Teste unidimensional por neutralizagéo viral

Os testes de combinagcdo de vacinas baseados em valores de EPP sao
amplamente realizados na América do Sul pelo PANAFTOSA. Os titulos obtidos das
12 amostras avaliadas anteriormente por neutralizacdo viral, tanto com o virus
sorotipo vacinal quanto com os isolados de campo, foram correlacionados nas tabelas

obtidas apos solicitacdo ao PANAFTOSA. Valores de EPP médio de 75% conferem
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protecdo aos animais vacinados, avaliacao realizada para cada sorotipo do virus O, A

e C (OIE, 2017).

4.6 Parametro de validacdo do método de NV

4.6.1 Repetitividade e reprodutibilidade

Os testes de repetitividade e reprodutibilidade foram realizados de acordo com
as orientacdes do Guia para Expressao das Incertezas de Medicdo (GUM) de 2008.
Foram selecionadas duas amostras, que possuiam diferentes titulos de anticorpos.
Cada amostra foi testada com seis repeticbes, por dois analistas e em trés
experimentos distintos, a fim de avaliar a repetitividade e a reprodutibilidade do
método de NV. Foram utilizadas amostras do teste piloto realizado pelo LFDA-MG. Os
valores méaximos para o Coeficiente de Variacdo, obtidos na padronizacdo do método
aceitos pelo LDDV, devem obedecer aos seguintes critérios: valores até 10% sé&o
satisfatorios, entre 10 e 30% s&o aceitaveis, acima de 30% sao considerados

insatisfatorios. Critérios concordantes com a classificagcdo MSA, 2010.
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4.6.2 Incerteza de medicao

Os testes para avaliacdo da incerteza de medicao, tanto a padrdo combinada
guanto a expandida, foram realizados de acordo com as orientagdes do Guia para
Expressdo das Incertezas de Medicdo (GUM) de 2008. Foram selecionadas
aleatoriamente, oito amostras de soros do inquérito para determinacao da eficiéncia
da vacinacao para FA. Estes soros foram testados em duplicata, por dois analistas,
por no minimo dois dias. Como critério de avaliacdo dos resultados obtidos, € o menor

valor que € possivel estabelecer, para a incerteza do método.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de poténcia da vacina de Febre Aftosa por ELISA

Os primeiros testes de ELISA CFL realizados, foram para sele¢cdo dos soros
sanguineos, dos 29 animais para o teste piloto. Estes ensaios foram realizados antes
da primeira vacinacdo. Os resultados dos testes de ELISA das 29 amostras foram

considerados negativos.

O teste piloto para avaliacdo da poténcia da vacina contra o FMDV foi realizado
para comprovar a efetiva imunizacdo dos animais. Esta avaliacdo foi a etapa inicial
dos testes, realizada logo apds a coleta das amostras de sangue dos animais, depois
da primeira vacinacao. Foi utilizado o ELISA de competicdo em fase liquida produzido
pelo PANAFTOSA, e excluidos da avaliacdo os menores e maiores titulos

encontrados para cada sorotipo.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 3, a titulagdo dos soros
dos 17 animais testados que foram selecionados aleatoriamente, apds 28 dias da
primeira vacinagdo, comprova que a vacina AFTOVACIN (MSD) conferiu protecéo a
todos os animais avaliados, visto que a vacina € aprovada quando atinge uma EPP
de 80%, de acordo com o Regulamento Técnico para a Producdo, Controle da

Qualidade, Comercializacdo e Emprego de Vacinas contra a Febre Aftosa, publicado
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na Instrucdo Normativa n.11 de 2018. A protecdo adquirida foi contra os trés sorotipos
do virus. Os resultados da EPP média ficaram todos acima de 99%. Para o sorotipo
O1 Campos a protecéao foi de 99,85%, para o A24 Cruzeiro de 99,68% e C3 Indaial

de 99,77%.
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Tabela 3: Expectativa Percentual de Protecéo da vacina de Febre Aftosa por ELISA

O1 Campos A24 Cruzeiro C3 Indaial

Amostra Titulo Titulo Titulo
EPP (%) EPP (%) EPP (%)

(log1o) (logio) (logio)

1 3,30 99,99 3,77 99,99
2 3,26 99,99 3,06 99,97 3,77 99,99
3 3,46 100,00 3,39 100,00
4 3,80 100,00 3,45 100,00 3,80 99,99
5 3,80 100,00 3,80 99,99
6 3,21 99,99 2,82 99,85 3,09 99,77
7 2,33 97,88 2,32 96,20 2,73 98,92
8 3,05 99,96 2,92 99,92 3,42 99,95
9 3,80 100,00 3,80 100,00 3,80 99,99
10 2,98 99,95 2,59 99,34
11 2,59 98,03
12 3,27 99,99 3,05 99,97 3,41 99,94
13 3,80 100,00 3,42 100,00 3,80 99,99
14 3,80 100,00 3,67 100,00 3,80 99,99
15 3,80 100,00 3,80 100,00 3,80 99,99
16 3,80 100,00 3,74 100,00 3,80 99,99
17 3,80 100,00 3,80 100,00 3,80 99,99

EPP

edia 99,85 99,68 99,77

* Resultados da EPP obtidos por ELISA apresentados na tabela acima, comprovam a eficacia da vacina
trivalente da Febre Aftosa. Os percentuais encontrados para os trés sorotipos virais vacinais ficaram
todos acima de 99%, a partida da vacina é considerada aprovada quando atinge um percentual de
80%. Foram excluidos o maior e o menor valor encontrado na titulagdo dos soros, grupo de 17 animais
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testados, em cada sorotipo do virus. Os valores de EPP encontrados, foram obtidos através de tabelas

de correlacéo cedidas pelo PANAFTOSA (dados nao publicados).

5.2 Teste de poténcia da vacina de Febre Aftosa por neutralizagéo viral

Os primeiros testes de NV realizados, foram 0s ensaios para selecéo dos soros
sanguineos, dos 29 animais para o teste piloto. Estes ensaios foram realizados antes
da primeira vacinacdo. Os testes de NV das 29 amostras para selecdo foram
realizados com 0s sorotipos virais vacinais, O1 Campos, A24 Cruzeiro e C3 Indaial, e
todos os resultados encontrados foram considerados negativos, ou seja, titulo menor

ou igual a 1,36 logao.

Posteriormente a essa avaliacdo, comecaram os testes por NV de 12 amostras
de soros de seis animais, selecionados aleatoriamente, seis amostras apds a etapa
de vacinacdo e seis amostras apos o refor¢o. Essa selecdo aleatdria consistia na
exclusdo de trés animais do grupo inicial de 29 bovinos, em que 0s soros
apresentaram toxicidade no cultivo de células BHK-21 mostrados na figura 15, nos
primeiros testes realizados. A toxicidade foi observada até a diluicdo 1:128, e os soros

foram excluidos, a fim de reduzir erros de observacéo do efeito citopético do virus.

86



Figura 15: Imagem obtida dos pog¢os da placa de neutralizagédo viral. A - Monocamada de célula BHK-
21 apresentando efeito citopético produzido pelo FMDV, apds 48 horas de incubacédo dos testes iniciais
de NV; B — Monocamada de célula de BHK-21 formada apds 48 horas de incubacao, célula e soro dos
bovinos testados, imagem mostra auséncia de toxicidade; C - Monocamada de célula de BHK-21
formada ap6s 48 horas de incubacéo, célula e soro dos bovinos testados, imagem mostra presenca de
toxicidade. Soros nessas condi¢des foram excluidos.

A avaliacéo da eficicia da vacina de FA também pode ser avaliada através dos
titulos obtidos pela neutralizacdo viral. O PANAFTOSA realiza a avaliagdo das
partidas da vacina tanto por ELISA como pela NV, e consideram a vacina aprovada
pelos dois métodos quando a EPP encontrada alcanca valores minimos de 75%. As
tabelas que correlacionam titulos obtidos por ELISA e pela NV foram obtidas apos

solicitacdo ao PANAFTOSA.

Os ensaios de NV das 12 amostras selecionadas foram realizados utilizando
0s trés sorotipos virais vacinais, e foram correlacionados nas tabelas do PANAFTOSA
para obtencdo da EPP. Os resultados encontrados estéo apresentados na tabela 4, e
também comprovam que a vacina AFTOVACIN (MSD) conferiu protecdo aos animais

avaliados. Amostras 1, 3, 5, 7, 9 e 11 correspondem aos soros coletados de animais
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apos a primeira vacinag¢do, amostras 2, 4, 6, 8, 10 e 12 sao referentes aos mesmos

animais apos vacinacao de reforco. As médias da EPP encontradas por NV ficaram

todas acima de 98%, para o sorotipo O a média alcancada foi de 98,24%, para o

sorotipo A 99,90% e para o sorotipo C 98,34%.

Tabela 4: Expectativa Percentual de Protecédo (EPP) da vacina de Febre Aftosa. Titulos obtidos a

partir do método de neutralizagédo viral

O1 Campos A24 Cruzeiro C3 Indaial
Amostras Titulo
(logso) EPP (%) (logso) EPP (%) (logso) EPP (%)
1 2,19 94,57 2,34 99,78 1,74 86,91
2 3,24 99,83 3,61 99,99 3,46 99,96
3 2,19 94,57 2,11 99,26 2,34 98,32
4 2,79 99,21 2,79 99,98 2,71 99,50
5 2,56 98,39 2,71 99,96 2,64 99,39
6 2,71 98,98 3,16 99,99 2,94 99,78
7 2,86 99,40 2,71 99,96 2,26 97,80
8 3,01 99,60 3,09 99,99 3,09 99,86
9 2,49 97,91 2,71 99,96 2,56 99,20
10 2,94 99,53 3,01 99,99 2,94 99,78
11 2,41 97,30 2,94 99,99 2,86 99,71
12 3,01 99,60 3,16 99,99 3,09 99,86
EPP
T 98,24 99,90 98,34

*Resultados da EPP apresentados na tabela acima, comprovam a eficacia da vacina trivalente da Febre

Aftosa. Resultados encontrados a partir dos titulos obtidos, através do método de neutralizacdo viral.

Os valores de EPP encontrados, foram obtidos através de tabelas de correlacdo cedidas pelo
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PANAFTOSA (dados ndo publicados). Os percentuais encontrados para os trés sorotipos virais
vacinais ficaram todos acima de 98%. De acordo com o PANAFTOSA, valores acima de 75%

consideram a vacina para a Febre Aftosa eficaz.

5.3 Resposta de anticorpos apo6s vacinacao e reforgco

Os ensaios de NV foram realizados utilizando os trés sorotipos virais vacinais,
e todos os soros dos animais avaliados individualmente, apresentaram um aumento
do titulo de anticorpos apés a vacinacao de reforco, conforme indicado pela figura 16.
O animal 1, apresentou o maior aumento em todos 0s sorotipos testados. A média dos
titulos de anticorpos para o sorotipo A apGs vacinacao foi de 2,59, ap6s o reforco foi
de 3,14, para o sorotipo O apdés vacinacgao foi de 2,45, ap6s reforco foi de 2,95, para

o sorotipo C apés vacinacao foi de 2,40, apos reforco 3,04.

Pode-se inferir que apds avaliacdo dos titulos de anticorpos obtidos pelo teste
de NV, todas as amostras avaliadas apresentaram um aumento significativo no titulo
de anticorpos neutralizantes, apos o reforco. Os soros com titulo na neutralizacao
viral, igual ou maior a 1,66 logio, correspondendo a diluicdo 1:46, sdo considerados

positivos.
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Figura 16: Avaliacdo dos titulos de anticorpos obtidos por NV, dos soros coletados de animais apos 28
dias da primeira vacinagéo, e ap0s 28 dias da vacinacédo de refor¢co. Foram utilizados os trés sorotipos
vacinais do FMDV nos testes. O grupo de amostras 28 dpv (dias pés vacinacéo) do sorotipo O1 Campos
apresentou erro padréo 0,10; e o grupo 28 dpr (dias p6s reforco) apresentou erro padrdo 0,08. O
sorotipo A24 Cruzeiro, grupo de animais 28 dpv apresentou erro padréo 0,12 e o grupo 28 dpr 0,11. O
sorotipo C3 Indaial, apresentou erro padrédo para o grupo de animais 28 dpv 0,16 e o grupo 28 dpr 0,10.
Estatistica: Graph PRISM, teste de Wilcoxon, p < 0,05.

5.4 Avaliacdo da combinacao de vacinas da Febre Aftosa por r1

O teste de combinacéo vacinal determina a eficiéncia da vacina utilizada para
contra o virus circulante, a partir da verificagdo da correspondéncia do sorotipo do
virus utilizado na producdo da vacina e do isolado de campo. Resultados de r1
superiores a 0,3 indicam que o sorotipo vacinal € semelhante antigenicamente ao

isolado de campo.

Foram utilizados 12 soros de bovinos, obtidos apds 28 dias da vacinacéo e 28
dias apos reforco. Os testes de NV para avaliagcdo do coeficiente de ri1 utilizaram os
soros de animais vacinados e 0s sorotipos vacinais, obtendo assim os titulos de

anticorpos para esses virus homoélogos. Na etapa posterior foram utilizados os
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mesmos soros de animais vacinados e os virus isolados de campo, obtendo assim os

titulos de anticorpos para os virus heterdlogos.

Os testes de NV para avaliacdo da combinacdo da vacina contra o FMDV
utilizaram a amostra de virus da vacina homologa O1 Campos e a amostra heteréloga
O BR RS 80; homologa A24 Cruzeiro e a heteréloga A 2795 MG; homologa C3 Indaial
e heter6loga C3 AM BR 04. Os resultados obtidos para o sorotipo O, apresentaram
coeficiente de relacdo soroldgica r1 superior a 0,3 em apenas uma amostra, para o
sorotipo A dois valores de r1 acima de 0,3, e para o sorotipo C apenas um valor de r1
ficou abaixo de 0,3. As médias dos valores de r1 obtidos para o sorotipo O foi de 0,175,
sendo que dois valores de ri1 ficaram abaixo de 0,1; a média para o sorotipo A foi de
0,225, e um valor de r1 ficou abaixo de 0,1; e para o sorotipo C a média obtida foi
0,842, e um valor de r1 ficou abaixo de 0,3. Os resultados apresentados na figura 17
sao relacionados aos tipos O e A, a figura 18 apresentada os resultados obtidos na
avaliacdo do tipo C do FMDV. Alguns valores apresentaram uma diminuicdo dos
valores de r1 ap0s a vacinagao de reforgo, essa caracteristica foi observada em pelo

menos um animal por sorotipo avaliado.
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Figura 17: Coeficientes de relagdo soroldgica obtidos apds avaliacdo de 12 soros de bovinos, as
amostras analisadas foram coletadas 28 dias apds vacinagéo, e 28 dias ap0ds vacinacao de reforgo.
Amostras 1, 3, 5, 7, 9 e 11 sdo apdés a primeira vacinacdo, amostras 2, 4, 6, 8, 10 e 12 séo referentes
aos mesmos animais apos reforco. Foram avaliadas a combinacao vacinal dos trés sorotipos do FMDV,
amostras de virus homologas e amostras de virus heterélogas dos sorotipos O, A e C do virus. Graph
PRISM.
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Figura 18: Coeficientes de relagdo soroldgica obtidos apds avaliagdo de 12 soros de bovinos, as
amostras analisadas foram coletadas 28 dias apés vacinacéo, e 28 dias apds vacinacao de reforco.
Amostras 1, 3, 5, 7, 9 e 11 sdo apdés a primeira vacinacdo, amostras 2, 4, 6, 8, 10 e 12 séo referentes

aos mesmos animais apds vacinacao de reforco. Graph PRISM.
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5.5 Avaliacdo da combinacao de vacinas da Febre Aftosa por EPP

A avaliacdo da combinacdo da vacina de FA é realizada na América do Sul a
partir de valores de EPP. De acordo com o0 PANAFTOSA valores de EPP superiores
a 75% indicam que o sorotipo do virus da vacina € semelhante ao isolado de campo.
As 12 amostras utilizadas na avaliacdo do coeficiente de r1, foram avaliadas também
por EPP. A tabela 5 apresenta os resultados obtidos de EPP de acordo com cada

amostra avaliada e a média para cada isolado de campo.

Os resultados na tabela 5 apresentam a média encontrada para os parametros
gue avaliam a combinacdo das amostras de virus vacinais e os isolados de campo.
Os parametros apresentados sdo baseados no coeficiente de relagdo soroldgica ri1 e
valores de EPP. A média encontrada para os valores de EPP isolado O foi de 80,93%
e de rruma média de 0,17, para o isolado A média de EPP de 96,10% e de r1 média
de 0,23, e para o isolado C média de EPP de 98,25% e de r1 média de 0,84. Amostra
1 obteve valor de EPP para o isolado O de 66,39%, amostras 3, 5 e 9 obtiveram
valores de EPP de aproximadamente 71% também para o isolado O, amostra 7 do
isolado A resultou em uma EPP de aproximadamente 68%. Todos os outros valores

de EPP ficaram acima de 75%.
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Tabela 5: Expectativa Percentual de Protecdo (EPP) e valores de r1, avaliacdo da combinacéo dos

sorotipos vacinais com os isolados de campo

OBRRS 80 A 27 95 MG C3 AMBR 04
Amostra

EPP (%) r EPP (%) r EPP (%) r
1 66,39 0,21 99,01 0,50 97,14 2,82
2 99,40 0,42 99,99 0,21 99,96 1,00
3 70,65 0,24 93,51 0,35 93,75 0,42
4 75,81 0,07 95,58 0,09 98,95 0,60

5 70,65 0,11 99,34 0,25 98,95 0,71

6 80,32 0,11 99,89 0,21 99,62 0,71
7 80,32 0,07 67,61 0,04 97,80 1,00
8 95,78 0,18 99,67 0,15 99,71 0,60
9 70,65 0,13 99,34 0,25 95,47 0,30
10 96,73 0,25 99,85 0,25 98,32 0,25
11 84,16 0,25 99,51 0,18 99,53 0,71
12 80,32 0,05 99,89 0,21 99,86 1,00
Média 80,93 0,17 96,10 0,23 98,25 0,84

*Resultados da EPP apresentados na tabela acima, avaliam a combinacéo entre os sorotipos vacinais
e os isolados de campo do FMDV. Amostras 1, 3, 5, 7, 9 e 11 sao referentes apds a primeira vacinagao.
Amostras 2, 4, 6, 8, 10 e 12 sao referentes aos mesmos animais apos refor¢o. Os valores de EPP
encontrados sdo obtidos através de tabelas de correlagdo, cedidas pelo PANAFTOSA (dados nao
publicados). De acordo com o PANAFTOSA, valores acima de 75% consideram a vacina para a Febre
Aftosa eficaz contra o isolado de campo. Portanto de acordo com a avaliacdo da média da EPP, a
vacina utilizada possui semelhante antigénica com os trés isolados de campo avaliados. Os valores de
ri1 também séo utilizados para avaliar a combinagéo vacinal. Valores acima de 0,3 consideram a vacina
de Febre Aftosa eficaz contra o isolado de campo, de acordo com o manual da OIE. Assim, com 0s
resultados obtidos de r1, o sorotipo C vacinal possui alta semelhanga antigénica com o isolado de

campo. Os sorotipos O e A possuem baixa semelhanga antigénica.
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5.6 Titulos de anticorpos pelo método de NV e ELISA CFL

Apoés a primeira etapa de imunizacdo dos animais, 0s soros de 11 animais
foram selecionados e avaliados pelos métodos de ELISA CFL e NV para os trés
sorotipos do FMDV. Os titulos obtidos das amostras analisados pelos dois métodos
estdo apresentados na figura 19. O ELISA CFL € um teste que realiza a medicdo de
todos os anticorpos induzidos apds a vacinacao para o FMDV, o teste de neutralizacéo

viral avalia os anticorpos neutralizantes induzidos apds vacinacao.
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Figura 19: Avaliagdo dos titulos de anticorpos obtidos por NV e ELISA CFL, com os sorotipos virais
vacinais do FMDV. O grupo avaliado por NV do sorotipo O1 Campos apresentou erro padrdo de 0,12;
e por ELISA 0,14. O grupo avaliado por NV do sorotipo A24 Cruzeiro apresentou erro padréo de 0,14,
e por ELISA de 0,14. O sorotipo C3 Indaial, nos testes por NV apresentou erro padréo de 0,14, e o por
ELISA de 0,11. Estatistica: Graph PRISM, teste de Wilcoxon, p < 0,05.
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5.7 Repetitividade e reprodutibilidade do método de NV

Para avaliacdo da repetitividade e reprodutibilidade do método, foram utilizadas
duas amostras positivas, selecionadas aleatoriamente, para cada sorotipo especifico
do FMDV, sendo uma amostra considerada positiva e outra considerada fraco
positiva. A repetitividade foi avaliada a partir dos resultados do CV alcancado pela
variacao entre analistas, ou seja, foram realizadas observac¢des repetidas da mesma
amostra, pelo mesmo analista. A reprodutibilidade foi avaliada a partir da avaliacdo do
CV alcancado pela variacdo geral do método, ou seja, todos os parametros de

variacdo da medicao sobre a mesma amostra, incluindo variacdo de analistas.

Nos testes de NV para o sorotipo O do virus, o soro fraco positivo, foi
encontrado um coeficiente de variacdo dos analistas de 15,125% a 16,517%, a
variacdo geral entre analistas foi de 15,811%, ja para a amostra positiva a variacao
dos analistas ficou entre 7,485% e 7,992%, e a geral 8,313%. Os testes realizados
com o virus sorotipo A obteve para a amostra fraco positiva, uma variacdo dos
analistas de 16,541% a 21,147%, e a geral 18,885%, ja a amostra positiva a variagao
dos analistas ficou entre 7,096% e 9,534%, a geral foi de 8,390%. O virus sorotipo C,
obteve para a amostra fraco positiva uma variacdo dos analistas entre 13,337% e
21,102%, e a geral foi de 17,374%, ja para amostra positiva a variagado dos analistas
ficou entre 2,030%, e a geral foi de 2,001%. Todos esses resultados obtidos s&o
considerados aceitaveis, de acordo com os parametros definidos pelo LDDV, de um

CV < 30%. Todos os dados estdo resumidamente apresentados nas tabelas de 6 a 8.
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Tabela 6: Coeficientes de variacao do ensaio de NV para o virus da Febre Aftosa, sorotipo O1

Campos - repetitividade e reprodutibilidade

Analista Amostra CV (%)
Fraco positiva 15,125

1
Positiva 7,992
Fraco positiva 16,517

2
Positiva 7,485
Fraco positiva 15,811

Geral

Positiva 8,313

*A repetitividade do método é obtida pela avaliacdo dos resultados de CV do analista 1 e do analista 2.
A reprodutibilidade do método é obtida pela avaliagcdo dos valores de CV geral.

Tabela 7: Coeficientes de variacdo do ensaio de NV para o virus da Febre Aftosa, sorotipo A24

Cruzeiro - repetitividade e reprodutibilidade

Analista Amostra CV (%)
Fraco positiva 16,541

1
Positiva 7,096
Fraco positiva 21,147

2
Positiva 9,534
Fraco positiva 18,885

Geral

Positiva 8,390

*A repetitividade do método é obtida pela avaliagdo dos resultados de CV do analista 1 e do analista 2.

A reprodutibilidade do método € obtida pela avaliacao dos valores de CV geral.
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Tabela 8: Coeficientes de variacao do ensaio de NV para o virus da Febre Aftosa, sorotipo C3 Indaial

repetitividade e reprodutibilidade

Analista Amostra CV (%)
Fraco positiva 21,102

1
Positiva 2,030
Fraco positiva 13,337

2
Positiva 2,030
Fraco positiva 17,374

Geral

Positiva 2,001

*A repetitividade do método é obtida pela avaliagcdo dos resultados de CV do analista 1 e do analista 2.

A reprodutibilidade do método € obtida pela avaliacdo dos valores de CV geral.

5.8 Incerteza de medi¢cdo do método de NV

Para a avaliacdo da incerteza padrao combinada e expandida da medi¢ao do
teste de NV, foram avaliadas as incertezas por sorotipo do virus. A incerteza
combinada foi calculada a partir das incertezas relacionadas, e € equivalente a uma
medida de dispersdo de um desvio padréo. As incertezas avaliadas foram obtidas a
partir dos resultados das repeticdes de oito soros selecionados, e do controle positivo

utilizado em cada placa de teste.

A incerteza expandida foi avaliada, com probabilidade de abrangéncia de
95,45% de uma distribuicAo normal. Os valores das incertezas combinadas e

expandidas para os sorotipos do FMDV estéo apresentados na tabela 9.
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Tabela 9: Valores de incerteza de medicéo do ensaio de NV para os sorotipos do FMDV

Sorotipo Incerteza Combinada Incerteza Expandida
O1 Campos 0,35034 0,711
A24 Cruzeiro 0,37336 0,755

C3 Indaial 0,24793 0,502
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6 DISCUSSAO

A Febre Aftosa € uma enfermidade animal altamente infecciosa que causa
enormes prejuizos a economia de um pais. E uma doenca de rapida disseminacéo
gue acomete animais biungulados, de casco fendido, que causa febre, claudicacao,
lesBes vesiculares nas patas, lingua, focinho e tetas. A FA é considerada uma barreira
sanitaria para o comércio internacional e demanda elevados investimentos para
controle e prevencdo. Em um surto de FA, rigorosos procedimentos de abate e
guarentena tem que ser adotados (ARZT et al, 2011). O FMDV possui sete sorotipos
que sdo imunologicamente distintos, O, A, C, SAT-1, SAT-2, SAT-3 e Asia 1. Os
sorotipos do FMDV néo sao distribuidos uniformemente no mundo. Os sorotipos O, A
e C tiveram a maior distribuicdo e foram responsaveis por surtos na Europa, Asia,
Africa e América. Os paises mais desenvolvidos praticamente erradicaram a doenca,
mas o0s programas de vigilancia tém que estar sempre atuantes (JAMAL & BELSHAM,

2013).

O PNEFA lancou o Plano Estratégico 2017-2026, com agfes que ampliam,
revisam e aprimoram o programa de erradicacao e controle. O Plano Estratégico prevé
que a partir de 2021, ndo seja mais preciso vacinar rebanhos. As ac0es para retirada
da vacina comecam a partir de 2019, e todas as etapas de efetivacdo e
reconhecimento internacional, das novas zonas livres sem vacinacdo sejam
cumpridas até 2023. Uma das mais importantes ferramentas, de monitoramento e

identificacdo da doenca, sdo os métodos laboratoriais, que sdo um dos pontos de
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maior relevancia do programa de controle da doenca. O método de NV para o FMDV,
com seu desempenho verificado, € um dos principais testes de diagnéstico soroldgico,

principalmente apos a retirada da vacinacao no pais.

O teste piloto para avaliacdo da eficacia da partida da vacina para o FMDV, foi
considerado satisfatorio tanto pelo método de ELISA quanto pelo método de
neutralizacdo viral. A EPP para os trés sorotipos vacinais por ELISA alcancou
resultados acima de 99%, pelo método de NV alcancou percentuais minimos de 98%.
Todos os resultados consideraram a vacina para o FMDV eficaz para os trés sorotipos.
Comprovando a eficacia da vacina utilizada e confirmando a eficacia da avaliacdo da

EPP pelos dois métodos soroldgicos.

O controle da Febre Aftosa ndo esta restrito apenas a existéncia dos sete
sorotipos virais, jA que as variacdes antigénicas dentro do mesmo sorotipo, podem
tornar as vacinas existentes ineficazes. Durante a grande epidemia de FA, que
ocorreu no México entre 1946 e 1954, isolados de campo pertencentes ao sorotipo A,
romperam a imunidade induzida pelas vacinas produzidas com o mesmo sorotipo,
provocando infecgdo em animais vacinados e enormes prejuizos ao pais (BROWN,
2003). Em uma incursdao do FMDV em que vacinas de controle venham a ser
implementadas, € importante combinar a vacina o mais proximo antigenicamente com
o isolado em campo. Essa suposta situacdo deve ser avaliada com cautela,

especialmente apds a retirada da vacina para Febre Aftosa.

Os resultados obtidos neste trabalho para a avaliacdo, da combinacéo vacinal,
indicam uma baixa relacdo antigénica das amostras de virus da vacina dos sorotipos

O e A, com os isolados de campo do banco de virus do LFDA-MG. A relacdo
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antigénica do isolado de campo com a amostra de virus da vacina referente ao
sorotipo C apresenta uma maior similaridade, ou seja, sdo mais antigenicamente
relacionados. Tais resultados, em um possivel foco do FMDV, devem ser criticamente

avaliados, para que atitudes eficazes sejam tomadas.

BREHM e colaboradores (2008) avaliaram titulos de anticorpos induzidos por
vacinacdo e posterior desafio em bovinos com o FMDV. Os experimentos foram
realizados com diferentes amostras virais do sorotipo A, em que foram avaliados os
valores de r1 e realizados desafios com as amostras virais homélogas e heterologas.
Os resultados de r1 obtidos ndo excederam 0,23. Apesar de todos os valores de r1
terem ficado abaixo de 0,3, a vacina conferiu protecdo aos bovinos nos desafios
homologo e heterdlogo. Os resultados deste trabalho, sdo similares aos obtidos na
nossa avaliacdo em relacdo ao sorotipo A. Nos resultados obtidos em relacdo ao
sorotipo A, encontramos dentre as 12 amostras avaliadas dois valores de r1 acima de
0,3, o que faz inferéncia a uma maior similaridade entre as duas amostras de virus

avaliadas em nossos testes.

Sabe-se que a imunidade protetora a infec¢do por FMDV é complexa, e envolve
nao apenas respostas humorais de anticorpos, mas também fatores derivados da
imunidade inata e celular. Como também de anticorpos nao-neutralizantes, que
podem induzir protecdo. Tais mecanismos do sistema imunolégico ndo sao

detectados pelo método de NV (PATON et al., 2005).

MATTION e colaboradores (2009) concluiram que o teste de NV é a maneira
mais eficaz de avaliar a combinacao vacinal de maneira indireta, a partir de testes in

vitro, e que melhores indicadores de r1 sdo obtidos a partir de soros com elevados
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titulos de anticorpos. Essas conclusfes foram obtidas, a partir de testes realizados
com isolados do virus e amostras de animais de um foco de FA na Argentina. Os
pesquisadores encontraram baixos valores de r1, obtidos de animais com elevados
titulos de anticorpos, e esses dados correlacionaram aos testes de desafio in vivo. Ou
seja, 0s animais que haviam sido vacinados com a vacina utilizada no periodo em
questdo, ndo foram protegidos no desafio heterdlogo realizado com o isolado do
sorotipo A. Os resultados desse desafio corroboram com as conclusées obtidas, ja

gue este virus isolado foi o causador de um surto de FA na Argentina em 2001.

Os resultados de ri1 também indicaram que em alguns casos apos a vacinagao
de reforco os coeficientes encontrados foram menores que 0s obtidos apds a primeira
vacinacado. Isso ocorreu com trés animais avaliados para o tipo A, dois animais para o
tipo O e dois animais para o tipo C. De acordo com as observacdes do trabalho citado
anteriormente, podemos concluir que valores de ri obtidos de animais ap0s vacinacao
de reforgco seriam melhores indicadores de ri, j& que os titulos aumentaram
consideravelmente. Avaliar amostras de animais ap0s vacinacdes de refor¢o, portanto
poderiam ser melhores indicadores de semelhanca entre sorotipos virais para

producéo de vacinas.

Poténcia da vacina e doses de reforco podem contribuir para aumento da
cobertura antigénica fornecida por uma vacina. Essas constatacdes corroboram para
a importancia dos dados obtidos neste trabalho. Como os resultados do teste de
poténcia, conferida pela vacina de FA para os trés sorotipos virais, considerados
satisfatorios logo apos a primeira vacinacao realizada. E os resultados obtidos apos a
vacinacdo de reforco que foi realizada nos animais e conferiu aumento do titulo de

anticorpos. Avaliacao realizada a partir de resultados obtidos pelo método de NV.
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A protecdo conferida pela vacina aos animais depende tanto da reatividade
cruzada dos anticorpos induzidos pela vacinacdo, quanto da intensidade da resposta
dos anticorpos. Uma vacina altamente potente que estimule uma forte resposta
imunologica pode dar protecdo a virus heterélogos (OIE, 2017). Doses de refor¢co da
vacina podem aumentar a eficacia e sua cobertura antigénica, mas essa resposta
sorologica demanda tempo para que seja eficaz. Em uma situacdo de emergéncia
sanitaria de FA, pelo menos dois isolados de campo devem ser avaliados para

obtencao de valores de r1 (PATON et al., 2005).

Na avaliacdo realizada, sobre a utilizacdo ou ndo da vacina, para 0s quais
valores de r1 inferiores a 0,3 sdo observados, devem sempre ser levados em
consideracao fatores que incluem, a disponibilidade de amostras virais vacinais de
melhor correspondéncia, ou melhores resultados de poténcia da vacina. Possibilidade
de usar doses adicionais de reforco, e até que ponto o controle da doenca sera
complementado por outras medidas sanitarias, ou se dependera somente da

vacinacdo. Possibilidades essas, que deverdo sempre ser avaliadas (OIE, 2017).

Na América do Sul o PANAFTOSA avalia a combinacao vacinal de acordo com
a EPP encontrada, e considera que valores acima de 75% induzem prote¢ao. Os
resultados de EPP encontrados indicam que as amostras de virus utilizadas para a
producao das vacinas, sdo mais antigenicamente semelhantes aos isolados de campo
avaliados do que os valores obtidos por ri. Os resultados da meédia de EPP
encontrados para os trés isolados de campo avaliados, consideram o0s virus
semelhantes as amostras de virus vacinais. As meédias encontradas alcancaram um
valor minimo de 80,93% para o isolado O, para o isolado A 96,10% e para o C 98,25%.

Quando avaliados individualmente, quatro valores de EPP do isolado O obtiveram
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resultados préoximos a 70%, um valor do isolado A apresentou EPP de
aproximadamente 68%, todos os outros valores ficaram acima de 75%. Como ja
discutido, trabalhos anteriores mostram que baixos valores de r1 ndo sao indicativos
de falta de protecdo das vacinas utilizadas. Uma avaliacdo criteriosa deve ser
realizada em uma situacdo de emergéncia com o FMDV, ja que os dois indicativos de
eficiéncia da vacina ndo foram totalmente concordantes. Em relacdo aos resultados
encontrados apos a vacinacao de reforco, apenas um valor de EPP referente ao

sorotipo O foi observada reducéo.

Umas das diretrizes estratégicas do PNEFA (2017-2026), € deixar de utilizar a
vacinacdo sistematica, e reforcar os mecanismos de prevencao e vigilancia. Uma
dessas diretrizes prevé, a disponibilizacdo de antigenos para emergéncias
veterinarias, em que o pais deve ter acesso a um banco de antigenos, para producéo
de vacinas contra a FA, articulado com outros bancos regionais ou mundiais, para uso

em situacdes de emergéncia.

Além da manutencdo de um banco de antigenos, existe a necessidade da
producdo de um banco de soros de animais vacinados. A partir da disponibilidade de
um banco soroldgico, avaliar a combinacédo vacinal em uma situagdo de emergéncia,
a partir de isolados de campo, torna-se importante ferramenta de analise do problema

enfrentado. Principalmente apds a retirada da vacina em todo o territorio nacional.

Os resultados obtidos pelo ELISA CFL e pela neutralizacao viral, indicam que
os titulos de todas as amostras avaliadas por ELISA foram maiores do que os obtidos
pela neutralizacao viral. A medicao realizada pelo ELISA avalia todos os anticorpos

induzidos apés a vacinacao para o FMDV, a neutralizac&o viral avalia os anticorpos
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neutralizantes induzidos pela vacina. Pode-se inferir que os resultados obtidos

confirmam o objetivo da avaliacdo realizada por esses dois métodos soroldgicos.

Gerar resultados confiaveis, com a qualidade garantida do ensaio, € o objetivo
primordial do LFDA. Sendo assim, os resultados do presente trabalho demonstraram
que foi possivel verificar o desempenho do método de neutralizacdo viral para o
FMDV. Todos os valores obtidos na avaliacdo da repetitividade e reprodutibilidade
alcancaram um coeficiente de variacéo inferior a 30%, que é a faixa aceitavel pelo
LFDA. Apenas dois valores correspondentes a avaliacdo da amostra fraco positiva,
na avaliacdo da repetitividade, ficaram acima de 20%, sendo 21,147% e 21,102%.
Todos os resultados obtidos de repetitividade ficaram na faixa considerada satisfatéria
ou aceitavel. Medicbes que avaliam a repetitividade e a reprodutibilidade, a partir do
coeficiente de variacdo, sdo comumente utilizadas em validacbes de ensaios
laboratoriais. BREARD e colaboradores (2013), validaram um kit comercial de ELISA
e teste de NV, para identificacdo de anticorpos para o virus Schmallenberg que afeta
bovinos, caprinos e ovinos, a partir dos resultados de repetitividade e reprodutibilidade
obtidos. Assim é possivel determinar a robustez do ensaio que esta sendo executado,

e assegurar a qualidade e confiabilidade dos resultados que estédo sendo gerados.

Os valores obtidos para a incerteza de medicdo, dos trés sorotipos virais,
também sdo considerados satisfatorios, ja que estédo entre os menores valores obtidos
em outras padronizagdes realizadas pelo LDDV. O LDDV ja realizou oito
padronizacdes do teste de NV para as mais variadas doengas animais, e os resultados
da incerteza expandida encontrados foram: 0,295; 0,652; 0,714; 0,735; 0,747; 0,798;

0,900 e 1,08. Portanto, os resultados da incerteza expandida obtida para os trés
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sorotipos do FMDV, 0,502, 0,711 e 0,755, estdo dentre os valores obtidos nessas

padronizacoes.

SUCHANEK & ROBOUCH (2009), publicaram um trabalho em que avaliam a
importancia da incerteza de medicao em testes soroldgicos e utilizaram o ELISA como
exemplo. Em suas conclusdes relataram a importancia das incertezas em todas as

etapas dos testes e as contribuicdes para a incerteza combinada resultante.

Identificar a incerteza de medicéo possibilita a identificacdo dos fatores que
mais influenciam no resultado do ensaio, e, dessa forma, a implementacdo de
controles adequados baseados na avaliacdo da incerteza do método, contribuem para

melhoria continua e para a garantia da qualidade do resultado obtido.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel verificar o desempenho do método de neutralizacdo viral de
anticorpos para o virus da Febre Aftosa de maneira satisfatéria. O teste piloto de
avaliacdo da poténcia da vacina de FA alcancou um EPP acima de 99% para os trés
sorotipos vacinais, 0 que comprova a eficacia da partida da vacina em teste. Houve
um aumento dos titulos de anticorpos, obtidos de animais apds vacinacao de reforco,

avaliados pela NV.

Os resultados de r1 mostraram que o isolado do sorotipo C possui maior
semelhanca antigénica com a amostra de virus da vacina, e os isolados O e A
avaliados, possuem uma menor semelhanca antigénica com as amostras de virus
vacinais. Ja os resultados de EPP que também avaliam a combina¢do das vacinas
com os isolados de campo indicaram uma maior semelhanca antigénica entre as

amostras vacinais e os trés isolados avaliados.

Estes resultados mostraram a importancia da avaliacdo de desempenho da
técnica de NV, para avaliagdo das respostas imunoldgicas geradas pela vacina de FA.
A compreensdo dos resultados gerados in vitro é essencial para obtencdo de uma
avaliacdo eficaz em uma situacdo emergencial, para controle e erradicacao de

possiveis focos da doenca.
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Os resultados de incerteza de medicao, repetitividade e reprodutibilidade
ficaram dentro dos limites esperados de avaliacdo, comprovando a eficacia e

garantindo a qualidade do método de ensaio.
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