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RESUMO

Através das provas de dupla difusdo em agar-gel
(DDA) e soro-neutralizacado (SN), foram testados contra o
antigeno associado a infecgao (VIA), 332 bovinos do rcba-
nho livre de febre aftosa e sem historico de vacinagao, 561
animais de um rebanho livre de febre aftosa vacinado de qua-
tro em quatro meses ¢ 104 bovinos convalescentes de febre
aftosa, divididos em grupos de dois, scis ¢ 12 meses apos
a doenga.

0Os bovinos de rebanho livre apresentaram-sc¢ ne-
gativos ao VIA e a soro-neutralizacao.

Os bovinos de rebanho vacinado ¢ livre, aprescn-
taram positividade de 19,6% ao VIA, enquanto que oS bovi-
nos menores de 12 meses nido vacinados ou que reccberam a-
penas uma dose de vacina, pertencentes a este mesmo grupo,
foram negativos.

0s bovinos convalescentes com dois, seis ¢ 12
meses apos a doenga, apresentaram positividade de 93.3 ,
86,4 ¢ 50,0%, respectivamente, ao VIA. Nestes animais ve-
rificou-se uma relagao entre o aumento de tempo apos a in-
fecgdo e a diminuicdo dos Indices de positividade ao VIA.

Concluiu-se que bovinos de propriedades livres

da ocorrencia clinica e sem vacinacio contra febre aftosa,
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nao sao reagentcs ao VIA ¢ que vacinas anti-aftosa comer -
cializadas no Brasil, podem induzir formagao de anticorpos
anti-VIA, sendo esta resposta geralmente transitoria e de
baixo titulo.

Concluiu-se, tambeém, que, a medida que se aumen-
tava o tempo pos-infec¢ao, diminuia o numero de reagentes
positivos o VIA e que a prova de VIA ¢ de dificil inter-
pretagao, dificultando a diferencia¢ao de positivos cntre
convalescentes de febre aftosa e vacinados. .

Verificou-se que bovinos convalescentes de fe-
bre aftosa apresentaram titulo mais elevado do que bovinos
vacinados, apos dilui¢ao do soro para prova do VIA.

A prova do VIA podera ser de grande valor para
realizagao de inqucritos cpidemiologicos em arcas livres ou
em final de programa de erradicagao, devendo, entretanto,

sempre ser acompanhada de informacocs sobre historico de

vacinacao e de ocorréncia ou nio da doenca c¢linica.
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INTRODUGAO

Devido a conotagao politica, economica e social
da febre aftosa, métodos de diagnostico laboratorial e pla-
nos de combate e erradicagao da enfermidade, vem sendo de-
senvolvidos em varios paises do mundo. No Brasil a febre
aftosa tem sido combatida sistematicamente, nos Estados on-
de a pecuaria tem importiancia cconomica. Torna-se, porcm,
necessario a utilizagao de mctodos e cstrategias atualiza-
das, técnicas de laboratorio modernas, pessoal teécnico bem
treinado e um trabalho de conscientizagao da comunidade pa-
ra se conseguir o controle efetivo desta enfermidade.

0 conhecimento da morbidade da febre aftosa ¢
necessario para a avaliacao e ajuste das medidas wutiliza-
das no combate a doenca. Assim, alem do registro dos casos
clinicos, a prevaléncia da infecg¢ao no rebanho deve ser de-
terminada através de inquéritos sorologicos.

Na febre aftosa, entrctanto, o uso destes inqué-
ritos estava limitado. A dificuldade era diferenciar os an-
ticorpos da infecg¢ao dos induzidos pela vacina.

Em 1966, foi descoberto por COWAN & GRAVES, um
terceiro componente antigénico associado a infeccao pelo

virus de febre aftosa, que foi denominado VIA (Virus Infect-

ion Associated).




FY

(8]

0 teste da dupla difusido em agar gel (DDA) foi
sugerido por MC VIGAR & SUTMOLLER (1970) para a determina-
cao de anticorpos anti-VIA, como instrumento para se rea-
lizar levantamentos epidemiologicos. Os mesmos autores a-
firmaram ser essa prova de baixo custo, de facil execuciao e
que trés tecnicos poderiam testar 10.000 soros, aproxima-
damentc, em quatro ou cinco scemanas.

Entrectanto, a despeito da facilidade de exccu-
¢ao da tecnica e de seu baixo custo., verificou-se ser, a
prova do VIA, de dificil interpretacao, por apresentar pro-
blemas relativos a sensibilidade ¢ especificidade (CENTRO
PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA, 1980). Im relagao a sensi-
bilidade da prova constatou-se a ecxistencia de animais ne-
gativos ao VIA que, ao mesmo tempo, cram portadores do vi-
rus aftoso (PINTO & GARLAND, 1979; CENTRO PANAMERICANO DE
FIEBRE AFTOSA, 1980). Quanto a ecspeciflicidade da prova, ve-
rificou-se a existencia de animais vacinados contra febre
aftosa ndo infectados, porem, positivos ao via (PINTO §
GARLAND, 1979; CENTRO PANAMERICANO DE FILEBRE AFTOSA, 1980).

No sentido de se determinar a adequagao da pes-
quisa de anticorpos contra o antigeno VIA atraves da prova
de dupla difusao em agar-gel, este trabalho teve como ob-
jetivos principais:

- veriflicar o percentual de VIA positivo ¢ negativo em re-
banho bovino livre da febre altosa ¢ nao vacinado;

- verificar o percentual de VIA positivo em rebanho bovino
vacinado e sem historico da doenga;

- verificar o percentual de VIA positivo em bovinos conva-
lescentes da doenca no segundo, scxto ¢ 122 meses apos o

surto.




2. LITERATURA CONSULTADA

COWAN § GRAVES (1966) descobriram um terceiro
componente antigénico produzido em células BHK, tecidos de
cobaios e bovinos infectados com o virus tipo A da febre
aftosa. Este antigeno, cujo cocficiente de sedimentagio €
menor do que os entao conhecidos 1405 e 125 componentes
antigeénicos do virus da febre aftosa, fol aceito como pro-
duzido em conseqtliéncia da infecgao viral, conhecido pela
sigla VIA (Virus Infection Associated). Os autores acredi-
tam que o antigeno VIA esteja prescnte cm fluidos de cul-
tura de tecido infectada e que, o mesmo antigeno, perdia
sua atividade antigeénica quando aquecido por 30 min a 50°C
ou quando submetido a um pH acido (5.0).

MC VICAR § SUTMOLLER (1970) testaram soros de
bovinos para um estudo retrospectivo de avaliacao do teste
dgar-gel difusio como método de determinagao de anticorpo
contra o antigeno VIA. Encontraram um soOro positivo ao VIA,
de animal vacinado com vacina preduzida em cultivo celular,
inativada pelo formol ¢ adsorvida com hidroxido de alumi -
nio. Os autores supocm que tenha havido uma inativagao in-
completa do virus ou que o antigeno VIA estivesse presente

nos fluidos de tecido infectado presentes na vacina, com

conscqllente estimulo para a formagao de anticorpo anti-VIA.




Sugeriram o método como instrumento para sc recalizar levan-
tamentos epidemiologicos.

LOBO et alii (1974) testaram, pela prova da imu-
nodifusao em agar-gel, 41 bovinos ¢ 49 suinos infectados na-
turalmente pelo virus O e A da febre aftosa, encontrando 88%
e 75%, respectivamente, de reagoes positivas ao VIA. Os au-
tores afirmaram que vacinas formoladas nao interferiram no
desenvolvimento do anticorpo contra o VIA.

ALONSO et alii (1975) verificaram que cinco de 18
bovinos imunizados com vacina inativada pelo formol e oito
de 16 com vacina de virus vivo modificado desenvolveram an-
ticorpo anti-VIA 21 dias pos-vacinagdo. o que nio foi encon-
trado em 16 bovinos imunizados com vacina inativada pelo AEI
(acetiletilenimina). Postularam que a vacina formolada con-
teria virus incompletamente inativado. Fm um grupo de 12 bo-
vinos mantidos em isolamento por mais de um ano, que con-
traiu febre aftosa de animais de um cstabelecimento proximo |
05 autores encontraram 11 bovinos positivos ao VIA oito sc-
manas apos o inicio do surto, ou scja, 91,6%, havendo cinco
animais permanecido positivos, 70 scmanas apos.

LOBO (1976) afirmou que alta percentagem de ani-
mais convalescentes de fcbre aftosa desenvolvem anticorpo
anti-VIA, que diminui progressivamente, a ponto de entre os
8¢ e 9° meses ap0s a infecgao somente 409% dos bovinos apre-
sentarem reagoes positivas ao VIA.

LOBO et alii (1976) utilizando da dupla difusio
em agar encontraram 1005 de bovinos positivos ao VIA 30 dias
apos a infecgao. Os autores encontraram suinos cinco, scte
e 12 meses apds a infecgao, 61, 40 ¢ 663, respectivamente,
de positivos e bovinos cinco ¢ scte meses apos a infecgao,
encontraram 64 e 60%, respectivamente, de positivos. Afir-
maram que a redugao da prevaléncia de anticorpos contra o
VIA atraves do tempo, apos infecgio, estaria relacionada ao

curto periodo de vida dos anticorpos ou i baixa sensibili-

dade da prova. Os autores ainda sugeriram que vacinagoes re-
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petidas com vacinas formoladas nao interferiram no desen-
volvimento de anticorpos anti-VIA.

O CENTRO PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA (1976 ,
1977, 1978) relatou varias pesquisas em bovinos da América
Central oriundos de arecas consideradas livres de febre af-
tosa, em que nao encontrou positivos ao VIA.

LOBO et alii (1977) estudaram bovinos do Norte
de Choco, na Colombia, onde o Gltimo surto de febre aftosa
e a ultima vacinacdo ocorreram no ano anterior, ¢ encontra-
ram uma prevalencia de 12% de bovinos positivos ao VIA pe-
la DDA. Os autores acreditam que a prevaléncia encontrada
poderia ser conseqliencia de infecc¢oes passadas, portadores
ou vacinas insuficientemente inativadas, aplicadas varias
vezes em animais, que estimulariam a resposta anti-VIA.

ROSEMBERG et alii (1977), definindo ecossistema
indene, recomendaram a nao vacinacao da populacao suscep-
tivel. Defenderam, como medidas sanitarias proflilaticas, a
vigilancia epidemiologica associada a proibigao do ingres-
so de animais oriundos de areas afectadas. Im caso de sur-
tos, os autores recomcndaram sacrificio, vacinagoes ¢ qua-
rentenas regionais.

QUINTARD & PAREDES (1978) estudaram soros de bo-
vinos oriundos de¢ quatro provincias da X Regiao Geopoliti-
ca do Chile, onde o ultimo surto da febre afltosa ocorreu
cinco anos antes, sendo encontrada uma prevalencia de 2,35%
+ 0,48%, de postivos ao VIA. Observaram que a maioria dos
bovinos positivos possuiam mais de seis anos de idade, por-
tanto, varias vezes vacinados, e que 96,7% destes haviam
sido vacinados, pela ultima vez, no ano do experimento com
vacina inativada pelo AEl. A menor prevalencia foi encon-
trada em uma provincia onde nido se¢ vacinava ha mais de qua-
tro anos. Concluiram os autores, que as vacinas utiliza-
das foram estimulo suficiente para provocar resposta anti-

VIA capaz de ser detectada pela imunodifusao em agar-gel

(DDA). Os autores acreditam, pelos resultados obtidos, ser
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improvavel a ocorrencia da febre aftosa na regiao, a nao
ser que seja introduzida por agentes externos.

QUINTARD (1978) estudou 520 bovinos da XII Re-
gido Geopolitica do Chile (livre de febre aftosa ha mais
de sete anos, nao vacinada anteriormente), encontrando - os
negativos ao VIA pela DDA, confirmando, desta forma, a au-
séncia de atividade viral na regiao, apoiada anteriormente
pelos parametros classicos, ou scja, a auscncia das mani -
festagoes clinicas da doenga. ‘

DAWE & PINTO (1978) estudaram um grupo de bovi-
nos nao infectados, vacinados anualmente contra febre afl-
tosa (vacina inativada AEI) do norte de Malawi (Africa).
Estudaram outro grupo dec bovinos livres da febre aftosa ¢
nao submetidos a regime de vacinacao. Encontraram todos os

animais de ambos os grupos negativos ao VIA atraves da pro-

va de difusao em agar-gel. Tres semanas apos vacinagao dos

animais dos dois grupos, encontraram 27,5% dos bovinos va-
cinados regularmente positivos ao VIA. Por outro lado, per-
maneceram negativos ao VIA os animais nao submetidos regu-
larmente @ vacinagio, o que mostrou a diferenca imunologi-
ca existente entre os dois grupos. A explicacao dos autores
para o fato foi através da presencga de antigeno VIA nas va-
cinas ou a uma infecgao sub-clinica dos animais por peque-
nas quantidades de virus vivo inativado presente nas vaci-
nas.

PINTO & GARLAND (1979) estudaram bovinos nega-
tivos ao VIA pela DDA antes e apos a primeira vacinagao (va-
cina inativada pelo formol), encontrando-os positivos 11
dias apos a segunda vacinagcao. Semelhantemente estudaram bo-
vinos negativos ao VIA antes ¢ apos a primeira vacinagao
(vacina inativada pelo AEI) encontrando 36% de positivos
sete dias ap6s a scgunda vacinagao. Os autores explicaram
o fato pela presenga do antigeno via na vacina, havendo u-

ma resposta secundaria ao antigeno apos a segunda vacina-

¢ao ¢ alirmam que 2 medida que se aumentava o nuamero de va-




cinagoes, mais animais respondiam positivamente ao VIA.

0 CENTRO PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA ~ (1980)
estudou, pela dupla difusdo em agar-gel, um rebanho leitei-
ro em Minas Gerais livre da febre aftosa, vacinado a cada
quatro meses com vacina inativada pelo AEI ou BEI (etile-
nimina binaria). Atraves da amostragem, encontrou-sc, du-
rante o periodo de quatro meses entre vacinagoes, o mais
alto numero de bovinos positivos ao VIA no terceiro mes,
correspondendo a 27%. No quarto mes, encontrou-se uma  va-
riacao de 0 a 16% de positivos. Relatando haver encontrado
100% de bovinos positivos ao VIA pela DDA 30 dias apos o
surto de febre aftosa na regiao oriental do Paraguai, a-
firmou que a possibilidade de animais vacinados apresenta-

rem-sc¢ positivos ao VIA aumentava com o numero de vacina -

goes, ¢ com o uso de formol como inativante.




3. MATERIAL L METODOS

Foram utilizadas amostras de soros sanguincos
de bovinos de ambos os sexos, idades e ragas diversas, o-
riundos de diferentes municipios do Estado de Minas Ge-
rais (FIG. 1).

Os bovinos foram divididos em tres grupos. O
calculo de nimero de bovinos a serem estudados em cada
grupo foi feito segundo recomendagiao do  CENTRO PANAMERI -
CANO DE ZOONOSIS (1979), utilizando-se a seguinte formu-
la:

n = D: (100 - p) . 2=
(d g 2)2
100

onde:
n = numero de animais a testar;
p = prevalencia esperada;
z = grau de confianga;
d = margem de erro esperada;
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Grupo 1 - Bovinos nao vacinados contra febre aftosa, oriun-

dos do rebanho livre

0 numero de animais cstudados neste grupo foi ob-
tido atravées de amostragem critica, ao nivel de 1%, scndo
298 o nimero de amostras recomendadas pelo CENTRO PANAMERI -
CANO DE ZOONOSIS (1979). A este numcro foram acrescentadas
34 amostras, sendo examinados, nestec grupo, um total de 332
soros. Apos o exame foram sorteadas, aleatoriamente, 16 a-

mostras que foram submetidas ao teste de soro-neutraliza -
gao.

Os 332 bovinos pertenciam a duas propriedades de
mesmo proprietdrio, localizadas no municipio de Curvelo/MG,
distanciadas a trés ¢ 20 quildmetros, respectivamente, da
cidade ¢ 17 quil6metros entre si, tendo como limite a estra-
da que liga Curvelo a Felixlandia. Os bovinos sao mancja-
dos conforme disponibilidade da pastagem cntre as duas fa-
zendas.

Foram introduzidas seis vacas mestigas no plan-

tel em 1979, oriundas de Sao Paulo, o quc, scgundo o pro-

prietidrio, nao acontecia ha mais de dez anos., ndo havendo
vacinagoes anti-aftosa durante tal periodo (1969-1979) ncm
surto da enfermidade. Foram estudados, neste grupo, 83 bo- f
vinos menores de um ano de idade, 133 de 2 a 4, 79 de 5 a |
7, 27 de 8 a 10 ¢ 10 dec 11 a 12 anos de idade.

Grupo 2 - Bovinos de rebanho vacinade contra febre aftosa

e sem historico da doenca

Os bovinos do grupo Z pertcncenm as propricdades

localizadas no municipio de Lagoa da Prata, oeste de Minas

Gerais. As propricdades sao constituidas por duas fazendas
(Maquina e Catingueiro), ambas na periferia da cidade, dis-

tanciadas aproximadamente cinco quilometros uma da outra,

havendo intercambio constante de aninais entre as duas fa-
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zendas. As fazendas sao limitadas por varias estradas, onde
ha intenso transito de caminhoes carregadores de cana de a-
¢icar. O0s bovinos sio criados sob regime extensivo ¢ semi-
extensivo, sendo este para animais que se apresentam em ex-
posicoes.

A exploragao da propriedade ¢ baseada na venda de
reprodutores, sendo Indubrasil a racga trabalhada. Nao ha re-
gistro de febre aftosa na propriedade ha mais de 15 anos,
havendo vacinagdao sistemidtica anti-aftosa de quatro em qua-
tro meses, rigorosamente, a partir do quarto més de vida dos
bovinos.

Os animais foram vacinados em janeiro/1980 com
vacina produzida em cultivo celular, inativada com o AEI,
sendo sangrados um més apos. Os bezerros niao vacinados fo-
ram sangrados em margo/1980. Nao ha introdugao de novos a-
nimais na propriedade ha mais de 10 anos.

0 calculo do nlmero de bovinos foi feito tendo
como base os seguintes valoies:

279 (CENTRO PANAMERICANO DL FIEBRE AFTOSA, 1980)

p =
z = 1,96
d = 204
27 . 73 . (1.96)°%
n,= e e 260 soros
(20 . 27)2 :

100

Somou-se 301 amostras a este grupo, sendo exa-
minados um total de 561 soros. Dentre os positivos foram
sorteados, aleatoriamente, 30 amostras para determinacao do
titulo final.

Grupo 3 - Bovinos convalescentes da febre aftosa, oriundos

de rebanhos com historico recente da doenga

Foram utilizados bovinos com historico recente
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de febre aftosa dois, seis e 12 meses apos a doenca, sendo
estes uUltimos subdividos em trés sub-grupos.

Estes animais sao de fazendas localizadas nos
municipios de Esmeraldas, Carlos Chagas e Varginha - MG. A
excessao da propriedade de Esmeraldas, as outras estao lo-
calizadas em areas submetidas ao programa regular de Con-
trole da Febre Aftosa, executado pelo TESA (Instituto Es-
tadual de Saude Animal). Todas as trés propriedades tive-
ram febre aftosa diagnosticada por exame laboratorial.

Sub-grupo 3.1. Bovinos dois meses apds haverem
sofrido febre aftosa

p = 88% (LOBO et alii, 1974)
z = 1,906
d = 204%
88 . 12 . (1.96)°
ns | = : — ’2) = 13 soros
o (20 . 88)

100

Foram acrescentadas duas amostras a este sub-gru-
po, sendo examinados um total de 15 soros. Determinou-sc 0
titulo final dos positivos.

Sub-grupo 3.2. Bovinos scis meses apos haverenm
sofrido febre aftosa

p = 62% v
z = 1,96
d = 20%

:
- 62 . 38 . (1.96)° _ 59 soros

20 . 62}2
100




Estudou-se¢ 59 soros neste grupo. Determinou-se

>

o titulo final dos positivos.

= -

Sub-grupo 3.3. Bovinos 12 meses apos haverem so-

frido f{ebre aftosa

p = 93%
z = 1,96
d = 105%
9} 2
- g 2
n: s = e 7 (l‘;hJﬁ = 20 soros
' 10 . 93
e
100

Para aumento da seguranga dos resultados estipu-
lou-se, neste grupo, erro de apenas 10%.

Acrescentou-se uma amostra a  este grupo, sendo
examinados 30 soros. Determinou-s¢ o titulo final dos posi-
tivos

Apos obtencao do sangue por pungio da jugular dos
animais, os soros foram conservados a4 frio e transportados
por via rodoviidria para o Laboratorio de Medicina Veterina-
ria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG e mantidos
a -209C ate a realizacdo das provas.

Através da prova de dupla difusdo em agar - gel
(DDA), os soros foram testados utilizando-se técnicas de MC
VICAR & SUTMOLLER (1970) e ALONSO et alii (1975) que cons-
tituiu na preparagao de um tampao com 0.5 M de glicina, 0,025
M de dietilbarbiturato de sodio, 0,5% de azida sodica e com
pll 7,8 no qual foi dissolvido agar purilicade a 2%. Desta
solugao foi colocado 20 ml em placa de Petri de 120 mm. Uma
vez solificado o agar, fez-sc cavidades de 4 mm de diametro
dispostas da forma: uma no centro ¢ seis na periferia guar-
dando simetria e medindo entre clas 6 mm.

0 antligeno VIA foi colocado na cavidade central
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e o soro-controle positivo em duas cavidades perifericas o-
postas. Nas quatro cavidades restantes colocou-se 0s soros
a serem testados. As reacoes foram desenvolvidas em ambien-
te umido e a temperatura de 26°C aproximadamente. As lcitu-
ras foram feitas de dois a cinco dias apos terem sido colo-
cados os reativos.

0 antigeno VIA foi gentilmente cedido pelo Centro
Panamericano de Fiebre Aftosa, que tambem realizou a prova
de soro-neutralizac¢ao nas amostras do grupo 1.

A leitura, segundo LOBO et alii (1976), foi dada
pelo desenvolvimento de uma linha clara de precipitagao, se
uma reacao de completa identidade ocorreu com a linha do
soro-controle positivo.

Reagoes nas quais houve deflexao para dentro no
final da linha de precipitacao obtida com o soro-controle
foram consideradas fracamente positivas. Finalmente, quando
a linha de precipitacao formada peclo soro-controle seguiu
direto pela parede do soro testado, a reacao foi interpre-
tada como negativa. As lecituras foram realizadas em luz in-
direta, aproximadamente 72 horas apos o inicio da prova.

A analise estatistica compreendeu o estudo com-
parativo das freqlUéncias observadas nos grupos e nas dife-
rengas entre eles pela prova de qui-quadrado (SNEDECOR &
COCHRAN, 1971).

Fixou-se, para aceitacao da existencia da dife-

renca entre os grupos, risco de crro menor do que 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Grupo 1 - Bovinos de rebanho livre de fe-

bre aftosa ¢ sem historico de vacinagio

Os animais deste grupo aprescentaram-sc  negati-
vos ao VIA. Dentre os 106 animais que foram sorteados alea-
toriamente e testados para anticorpos soro-neutralizantes,

nao encontrou-sc soro positivo.

4.2. Grupo 2 - Bovinos de rebanho livre de fe-

bre aftosa vacinados quadrimestralmente

Encontrou-se que 19,0% dos soros examinados cram
positivos ao VIA, ou scja, 110 animais positivos dentre 501
animais estudados (TAB. 1). Observou-se que bovinos meno-
res de¢ 12 meses nunca vacinados ou que foram vacinados a-
penas uma vez, foram negativos ao VIA. Observou-se (TAB .
IT) que a maioria dos animais amostrados, 29 cm 50, reagi-
ram apenas fracamente ao VIA. Apos varias diluicoes, encon-
trou-se que dos 30 bovinos amostrados, apcnas um animal
reagiu fracamente ao VIA na diluigao 1:8, diluigao maxima

obtida neste grupo, sendo os 29 bovinos restantes negativos

nesta diluigao.
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Observou-se¢ que, a medida que se aumentavam as
diluigoes, diminuiam os reagentes positivos ¢ que a dilui -
gao 1:16 todos os bovinos apresentaram-se negativos ao VIA.
Obteve-se os 1limites de confiang¢a para este grupo (16,31 -
22,89) (TAB. VIII).

4.3. Grupo 3 - Bovinos convalescentes de febre
aftosa

4.3.1. Sub-grupo 1 - dois meses apos O surto

Encontrou-se 93,3% dos 15 soros examinados po-
sitivos ao VIA, sendo apenas um soro negativo a prova. O0s
limites de confianca calculados variaram (80,64 - 100,00) (TAB.
VIII). Foi registrado o titulo final de 14 soros positivos
ao VIA (TAB. III) e notou-se que secte animais reagiram for-
temente 3 prova do VIA ¢ sete rcagiram fracamente. A medida
que se aumentava a diluigao, diminuia o nimero de positivos
sendo encontrados a diluigao 1:8 dois animais reagindo for-
temente ao VIA, treés animais reagindo fracamente num total
de cinco positivos ¢ nove negativos ao VIA, nao sendo obser-

vada nenhuma reacao a uma diluigao 1:10.
4.3.2. Sub-grupo 2 - scis meses apds o surto

Encontrou-sc¢ 51 soros positivos ao VIA dentre 59
estudados, ou seja, 86,4% de bovinos positivos ao VIA (TAB.
1V). Encontrou-se (77,066 - 95,14)para os limites de confian-
¢a calculados (TAB. VIII). Mostrou-sc o titulo final dos po-
sitivos apos uma séric de diluigoes (TAB. V). Na diluigao
1:8 verificou-se apenas dois soros fracamente positivos e
49 negativos ao VIA. Observou-se que, a medida que se aumen=
tava a diluigado, menor cra o numero de reagentes positivos,

ate que a diluigao 1:16 todos os bovinos apresentaram-se ne-

gativos ao VIA.




4.3.3. Sub-grupo 3 - doze mescs apos o surto

Estudou-sc¢ 30 soros bovinos, sendo encontrados
15 positivos ao VIA ¢ 15 negativos, ou scja, 50% dercagen-
tes cujos limites de confianca variaram de (32,1 - 67,9) (TAB.
VI e VIII). Mostra-se o titulo final dos 15 soros positi-
vos ao VIA apdos seérie de diluigoes (TAB. VIT). Inicial-
mente notou-se duas reacoes fortes ao VIA e 13 fracas. A
medida que aumentava a diluigao, diminuia © numero de rea-
tores positivos, sendo encontrado a diluigao 1:8, apenas
um animal fracamente positivo ¢ 0S 14 restantes negativos,
nio sendo observada nenhuma reacdo i diluigao 1:16.

0 valor de XZ atraves de estudo comparativo ecn-
tre o indice de positividade ao VIA ¢ o tempo decorrido a-
pos infecgdo para os subgrupos 1, 2 ¢ 3, foi X% = 17,55.

A queda dos percentuais de reagentes positivos

revelou-se estatisticamente significativa A medida quc au-

nentava o tempo apds a infecgdo (GRAF. 1) .

[
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TABELA 1 - Freqliencia dc anticorpos anti-VIA segundo a ida-
de, em bovinos livres de febre aftosa e vacina-
dos quadrimestralmente. Grupo 2, Lagoa da Prata,
MG. 1980 |
Idade Animais MEN |
meses) e At Positivo % Negativo ] |
i
0+ 4 80 - - 80 100,00 i
5 +— 12 4 = - 4 100,00 |
13 +— 24 31 10 32,3 21 67,7 |
> 24 374 87 23,3 287 76,7
S/especif. 72 13 18,1 59 81,9
=
TOTAL 561 110 19,6 451 80,4
=)
[,
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“
h TABELA II - Titulo final de 30 bovinos positivos ao VIA, de
rebanho livre de febre aftosa e vacinados qua- |
drimestralmente, amostrados de animais do grupo 2,
Lagoa da Prata, MG. 1980
. e IFracamente o
Titulo Positivo POSitivo Negativo ‘
\
S/diluir 1 29 - g
132 - 17 13
124 - 3 27
1:8 - 1 29
1:16 = - 30
N
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TABELA III - Titulo final dos 14 bovinos positivos ao anti-
geno VIA, dois meses apos surto de febre afto-
sa. Grupo 3.1., Esmeraldas, MG. 1980

Fracamente

Titulo Positivo s L LG Negativo
S/diluir 7 7 -
1:2 5 8 1
1:4 3 O 5
1:8 Z 3 9
1:16 = 7— 11




20

A
» o : :
TABELA IV - Freqllencia de anticorpos anti-VIA segundo a i-
dade, em bovinos seis meses apos surto de fe-
bre aftosa. Grupo 3.2., Carlos Chagas, MG. 1980
Idade Animais ViR
(meses) e§tudaQOs Positivo % Negativo @
4 —+12 10 10 100,0 - =
13 H 24 14 14 100,0 - -
> 24 35 B 77,1 8 2259
TOTAL 59 51 86,4 8 13,6
3

-
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TABELA V - Titulo final dos 51 bovinos positivos ao VIA seis
meses apos surto de febre aftosa. Grupo 3.2., Car-
los Chagas, MG. 1980
- S Fracamente b
Titulo Positivo positivo Negativo
S/diluir 30 21 =
1:2 5 27 19
1:4 1 13 37
1:8 - 2 49
1:16 = - 51

~




TABELA VI - FreqUéncia de anticorpos anti-VIA segundo a i- i

aftosa. Grupo 3.3., Varginha, MG. 1980

dade, em bovinos 12 meses apos surto de fehre i

22

Idade N® animais _ VIA

(anos) estudados Positivo % Negativo %
5 10 [§] 60,0 4 40,0
6 9 5 55,0 4 44,4
7 H 2 33,3 4 66,7
8 3 2 66,7 1 33,5
9 1. - - 1 100,0
10 1 - - 1 100,0

TOTAL 30 50,0 15 50,0

15




B>
= TABELA VII - Titulo final dos 15 bovinos positivos ao VIA,
12 meses apos surto de febre aftosa. Grupo 3.3.,
Varginha, MG. 1980
- . Fracamente :
Titulo Positivo positivo Negativo
S/diluir 2 13 -
1:2 1 7 7
1:4 - 2 13
1:8 = f 14
1:16 - - 15
-
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e
<
TABELA VIII - Limites de confianca, de acordo com os grupos
estudados. Minas Gerais, 1980 |
VIA -
. ; Limites
: Animais
Grypes estudados Positivo % QF
confianga
1 343 - = * |
2 561 110 19,6 (16,31-22,89)
3 - 3.1. 15 14 93,3 (80,64-100,0)
2.2, 59 51 80,4 (77,06-95,14)
5.5. 30 1:5 . 50,0 (32,1-67,9 )
2
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FIGURA 1 - Localizagao dos municipios de origem dos bovinos pes-

quisados cm Minas Gerais. 1980.
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5. DISCUSSAO

5.1. Bovinos nao vacinados contra febre aftosa,

oriundos do rebanho livre

Todos os 332 bovinos cxaminados neste grupo, pe-
la dupla imunodifusao em agar-gecl (DDA), apresentaram-se ne-
gativos ao antigeno VIA, indicando nao haver atividade vi-
ral na propriedade. Este resultado torna-se mais significa-
tivo atraves da amostragem dos 16 soros testados pela soro-
neutralizagao, que apresentaram-sc necgativos ao teste. Su-
gere tal resultado, que o rebanho ecstudado ndo possuia con-
tato com o agente da febre aftosa ha alguns meses e a €poca
de experimento, quer seja por infeccao aparente, inaparente
ou por imunizacgao, mostrando ser o rebanho altamente sensi-
vel ao virus e estando sujeito ao risco de uma epidemia gra-
ve da doenca.

Resultados semelhantes foram obtidos em regioces
da America Central pelo CENTRO PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA
(1976, 1977, 1978) e por QUINTARD (1978) na XII Regiao do
Chile. Os autores consultados sao unanimes ao demonstrarem
auséncia completa de reagentes ao VIA em arcas livres.

Da mesma forma que ndo se¢ vacina nos palses li-
vres de febre aftosa, sugerem os achados a necessidade de se

obter uma metodologia mais adequada para protecdo das areas
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livres nos paises onde a doenga ¢ endcémica. Como inexiste o

agente da doenga nestas regioes, medidas sanitarias como a

vigilincia epidemiologica e a proibigao da entrada dc¢ ani-

mais susceptivcis oriundos de arcas aletadas, devem ser ado-

tadas profilaticamente. Isto esta de acordo com ROSEMBERG

(1977), que completa o ecxposto afirmando que em caso de o-

corréncia de surto, a erradicacao scra obtida por sacrifi-

cio ou por sua combinagao com vacinagiao e quarentenas regio-

nais.

5.2. Bovinos de rebanho livre de febre aftosa va-

cinados quadrimestralmente

Observou-se¢ neste grupo, a existencia de 19,6%

de bovinos reagentes ao VIA pela DDA. A observacao dos re-

sultados distribuidos pela faixa ctaria dos animais (TAB. 1)

mostrou a inexisténcia de reagentes ao antigeno VIA em 84

animais menores de 12 meses, dos quais quatro cram primova-

cinados e o restante nunca foi vacinado contra fehre altosa.

Estes fatos sugerem que as vacinas, de  alguma

forma, sdao estimulo suficientemente fortes para desencadear

respostas anti-VIA, estando de acordo com QUINTARD § PAREDES

(1978). Este fato tem sido explicado atraveés de duas hipo-

teses:

la.) alguns autores sugerem a ocorréncia de infeccdo subcli-

o

0

nica no rebanho peclo virus da febre aftosa, introduzi-
do atraves da vacina contendo virus incompletamente i-
nativado. A sua multiplicacao provocaria resposta ao
antigeno VIA sem manifestacdo clinica, pela rapida agao
dos anticorpos do hospedciro. Hipotese defendida por
MC VICAR & SUTMOLLER (1970); ALONSO et alii (1975);
LOBO et alii (1977); DAWE & PINTO (1978);

¢ dada pela presenca do antigeno VIA em fluidos de cul-

tura de tecido infectado. Estes [luidos sao utilizados
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na produgao de vacinas anti-ufltosa acreditando os au-
tores, que haja a presenca do antigeno VIA em  quanti-
dade suficiente nas vacinas para estimular a formacao
de anticorpos quando inoculada nos animais. Hipotese de
COWAN & GRAVES (1966); MC VICAR & SUTMOLLER (1970); DAWE
PINTO (1978) e PINTO & GARLAND (1979).

Pelcs resultados observados na presente pesquisa
e das teorias anteriormente expostas, pode-se inferir que,
provavelmente, a reagao positiva ao VIA, em bovinos vacina-
dos, seja conseqiiéncia tanto da presenca de virus ativo ou
do proprio antigeno VIA na suspensio celular da vacina ou
pela simultaneidade de ambos.

Foram observados baixos titulos nos bovinos re-
gularmente vacinados e sem historico da doenca, sendo encon-
trado somente um animal positivo ao VIA a uma diluicdo 1:8
(TAB. 1I). A percentagem de reagentes observada neste grupo
(19,6%), nao difere significativamente dos valores encontra-
dos por outros autores (ALONSO et alii, 1975; DAWE § PINTO
1978; QUINTARD & PAREDES, 1978; PINTO & GARLAND, 1979: CENTRO
PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA, 1980). As diferencas sao ex-
plicadas em fungao de algumas variaveis, que, scgundo o
CENTRO PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA (1980), aumentariam a
possibilidade de animais vacinados apresentarem-se positi-
vos ao VIA, que sao: o numero de vacinagoes que, segundo
PINTO & GARLAND (1979), é o mais importante (animais que re-
ceberam maior numero de vacinagao anti-aftosa, possuem maior
possibilidade de serem reagentes ao VIA), menor intervalo
entre vacinagoes ¢ o uso do formol como inativante. O name-
ro de reagentes diminui de forma bastante acentuada entre 30
e 60 dias pos-vacinacio.

Resultados que contrariam os observados até aqui
foram encontrados por LOBO et alii (1974, 1976). que afir-
mam que vacinas formoladas e adsorvidas em hidroxido de a-

luminio nao influenciam no desenvolvimento de anticorpos

contra o antigeno VIA
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5.3. Bovinos convalescentes de febre aftosa, o-
riundos de rebanhos com historico recente

da doenga

Nota-sec que os resultados obtidos neste grupo
nao diferem significativamente dos trabalhos de outros pes-
quisadores. Pelos resultados obtidos nos sub-grupos, nota
-se que ocorre queda acentuada dos percentuais de positi-
vidade, havendo, em contrapartida, um acrescimo no tempo
ocorrido apos a infecgao (GRAF. 1). Isto sugere que os an-
ticorpos contra o antigeno VIA, formados a partir de imu-
nizacgao ativa natural, diminuem ao longo do tempo pos - in-
feccao, fato também mencionado por LOBO (1976).

A persisténcia de anticorpos contra o VIA em a-
nimais convalescentes foi tambem encontrada por ALONSO et
alii (1975), 17 meses apos infecciao em 41,6% dos animais
submetidos a prova. Por outro lado, ¢ desconhecido o efei-
to de vacinacoes repetidas sobre a persistencia dos anti-
corpos em animais previamente infectados.

Observou-se¢, cntre os bovinos convalescentes de
febre aftosa, dois meses apos a doenga, uma elevada percen-
tagem de animais reagentes (93,3%) ao antigeno VIA. Esta
taxa apresenta-sc como indicador scguro da difusao da doen-
ca na propriedade. Este fato também foi observado por LOBO

et alii (1974, 1976); ALONSO ct alii (1975) ¢ CENTRO PAN -
AMERICANO DE FIEBRE AFTOSA (1980).
Foram observados titulos mais clevados em bovi-

nos dois meses apos o surto de f{ebre aftosa (cinco animais
reagiram positivamente ao VIA, a diluicao 1:8) (TAB. I1I1),
do que em animais regularmente vacinados sem historico da
doenga (apenas dois positivos a mesma diluigao). Isto su-
gere a cxistencia de titulos mais clevados em animais que
sofreram febre aftosa do que nos animais somente vacinados.

A freqliéncia de 86,4%, obscrvada entre os bovi-

nos convalescentes de [ebre aftosa scis meses apos a doen-




¢a, € mais elevada do que a encontrada por LOBO et alii
(1976), que podera scr explicada pelo fato dos animais
pesquisados neste trabalho haverem-se¢ infectado em condi-
¢oes de campo, provavelmente com tipo de virus diferente em
relacao a antigenicidade, sem nenhum controle posterior da
atividade viral, quer seja atraves de manifestagoes clini-
cas ou subclinicas da enfermidade, cnquanto os animais cs-
tudados por LOBO et alii (1976) foram acompanhidos c¢lini-
camente durante o cxperimento. ‘
Somente 50% dos bovinos, 12 meses apos a doenga, '
% foram positivos ao VIA. Este resultado nao mostra diferen-
ga significativa com os achados de LOBO et alii (1976).
Comparativamente aos resultados anteriores, nota-se o de-
créscimo de reagentes em animais convalescentes ao longo
do tempo (GRAF. 1). Tal fato certamente csta ligado ao pe-
riodo de sobrevivencia do anticorpo anti-VIA nes animais .
0 CENTRO PANAMERICANO DI FIEBRE AFTOSA (1980) a-
firma que quasc todos os animais infectados pelo virus da
febre aftosa desenvolvem anticorpos anti-VIA detectaveis
pela DDA por um periodo minimo de scis meses, freqlientemente

ate mais de um ano ¢ ocasionalmente acima de dois anos. As-
sim, o decréscimo de reagentes, em bovinos convalescentes
ao longo do tempo, conforme sc observa no GRAF. 1, esta li-

gado ao periodo de sobrevivencia de anticorpo anti-VIA nos .

animais.
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6. CONCLUSOES

Utilizando os dados obtidos e nas condigoes em
que foi realizado este trabalho, concluiu-se que:

1) bovinos de propriedades livres da ocorreéncia
clinica e sem vacinagao contra febre aftosa, nao sao rea-
gentes ao antigeno VIA e a soro-neutralizagao;

2) vacinas anti-aftosa comercializadas no Bra-
sil podem induzir a formagao de anticorpos anti-VIA. [Ista
resposta ¢, geralmente, transitoria e de baixo titulo;

3) a prova do VIA € de dificil interpretacao. A
diferenciagao entre positivos convalescentes de febre af-
tosa ¢ vacinados exige informagocs sobre historico de va-
cinagdo e ocorréncia ou nao da doenga clinica;

4) a medida que sc aumenta o tempo pos-infecgio,
ocorre diminuigao do numero de reagentes positivos ao VIA;

5) a prova do VIA podera scer de grande valor pa-
ra realizagao de inqucritos cpidemiologicos em arcas livres
ou em final de programa de erradicacao, devendo, entretan-

to, sempre ser acompanhada de informagdes sobre a ocorren-

cia de casos da doenga.
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