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Dedico este trabalho as vitimas das arboviroses na
busca de uma ferramenta efetiva para o controle

destes agravos em nosso pais.
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RESUMO

As arboviroses sao enfermidades que acometem o homem, equinos e outras
espécies animais causando na sua maioria das vezes infeccdes que vao desde
assintomaticas até neurolégicas. Os Flavivirus sdo importantes arbovirus
encontrados no Brasil. Foi realizado um estudo descritivo a partir de inquéritos
sorologicos em 1775 equinos para deteccdo de anticorpos anti-Flavivirus no Estado
do Parana (Foz do Iguacu, Maringa e Barracédo), Santa Catarina (Sdo Miguel do
Oeste, Guaraciaba, Iraceminha, Dionisio Cerqueira, Guaruja do Sul e Sdo Jose do
Cedro) e Rio Grande do Sul (Uruguaiana, Sao Borja, Itaqui, Alegrete e Porto Alegre)
nos anos de 2007 e 2008. Por meio de testes de inibicdo da hemaglutinagéo (IH)
foram detectados anticorpos IH de Saint Louis e llhéus e outros Flavivirus incluidos
nos testes, assim como reacdes cruzadas para Flavivirus. Pelo teste de IH, 14,3%
(254/1775) dos animais foram reagentes para Flavivirus, reagcbes monoespecificas
foram observadas em 42,9% (109/254) amostras de soro, sendo que 78,9% (86/109)
para Saint Louis, 17,4% (19/109) para llhéus e 3,7% (4/109) para Rocio e reacdes
cruzadas foram detectadas em 57,1% (145/254). Dentre os animais reagentes, ndo
foi observada diferenca entre os sexos. A faixa etaria > 10 anos foi a mais acometida
com 35,4% (73/206). Os animais utilizados para a pratica do esporte foram
reagentes em 34,3% (87/254). O Parana apresentou 16,3% (107/657) dos animais
reagentes, seguido do Rio Grande do Sul com 15,1% (142/939) e Santa Catarina
com 2,8% (5/179). Este estudo traz novos dados a respeito da imunidade de
equinos contra Flavivirus no Brasil, e confirma a ampla distribuicdo de Saint Louis e
llhéus e a diversidade de Flavivirus no Pais, bem como a aparente auséncia de

doencas em equinos infectados pelos virus estudados.

Palavras-chave: Arbovirus, Equinos; Inibicdo de Hemaglutinagéo; Flavivirus, Rocio;

Saint Louis.
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ABSTRACT

The arboviruses are diseases that affect humans, horses and other animal species
causing in the majority of cases an asymptomatic infection to neurological disorders.
The Flaviviruses are important arbovirus found in Brazil. A descriptive study was
conducted from serological surveys in 1775 horses for detection of anti-Flavivirus
antibodies in the State of Parana (Foz do Iguacu, Maringd and Barracdo), Santa
Catarina (S&o Miguel do Oeste, Guaraciaba, Iraceminha, Dionisio Cerqueira,
Guaruja do Sul and Séao José do Cedro) and Rio Grande do Sul (Uruguaiana, Séao
Borja, Itaqui Alegrete and Porto Alegre) in the years of 2007 and 2008. By testing
hemagglutination inhibition (HI) were detected HI antibodies of Saint Louis and Ilhéus
and other Flaviviruses included in the tests, as well as cross-reactivity for
Flaviviruses. By HI test, 14.3% (254/1775) of animals were positive for Flavivirus,
monospecific reactions were observed in 42.9% (109/254) serum samples, being that
78.9% (86/109) for St. Louis, 17.4% (19/109) for llhéus and 3.7% (4 / 109) for Rocio
and cross-reactions were detected in 57.1% (145/254). Among the positives, there
was no difference between the sexes. The age group = 10 years old was the most
affected with 35.4% (73/206). The animals used for the practice of sport were
positive in 34.3% (87/254). The state of Parana showed 16.3% (107/657) of reacting
animals, followed by Rio Grande do Sul with 15.1% (142/939) and Santa Catarina
with 2.8% (5/179). This study brings new data regarding the immunity of horses
against Flaviviruses in Brazil, and confirms the wide distribution of St. Louis and
Ilhéus and the diversity of Flavivirus in the country, as well as the apparent absence

of clinical disease in horses infected with the virus studied.

Keywords: Arbovirus; Flavivirus; Hemagglutination Inhibition; Horses; Rocio; Saint

Louis.
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RESUME

Los arbovirus son las enfermedades que afectam a los humanos, cavallos y otras
especies animales haciendo que en su mayoria de los casos de infecciones que van
desde forma asintomaticas hasta neurologicas. Los Flavivirus son importantes
arbovivirus encontrados en Brazil. Fue un estudio descriptivo de las encuestas
sorologicas en 1775 los cavallos para la deteccion de anticuerpos anti-Flavivirus en
la Provincia del Parana (Foz de Iguacu, Maringa y Barracao) Santa Catarina (Sao
Miguel do Oeste, Guaraciaba, Iraceminha, Dionisio Cerqueira, Guaruja do Sul y Sao
Jose do Cedro) y Rio Grande do Sul (Uruguayana, S&o Borja, Itaqui, Alegrete y
Porto Alegre) para los afios 2007 y 2008. Por medio de pruebas de inhibicion
hemaglutinacion (IH) fueron detectados anticuerpos IH de Saint Louis, llheus y otros
Flavivirus inclusos en las pruebas, asi como reacciones cruzadas para Flavivirus. En
pruebas de IH, el 14,3% (254/1775) de los animales fueron reagentes para las
reacciones Flavivirus monoespecificas se observaron en el 42,9,9% (109/254), las
muestras de suero, y el 78,9% (86/109) para Saint Louis,el 17,4% (19/109) para
llheus y el 3,7% (4/109) para Rocio y reacciones cruzadas fueran detectadas en
57,1% (145/254). Dentre los sueroreagentes no se demostraran diferencia entre los
sexos.En el rango de edad 10 afios fue las mas afectada con 35,4% (73/206). Los
animales utilizados para la practica del deporte fueron reagentes en El 34,3 (87/254).
El Parana presentou se un 16,3% (107/657) de los animales reagentes seguido del
Rio Grande do Sul con 15,1% (142/939) y Santa Catarina con 2,8% (5/179). Este
estudio aporta nuevos datos con respecto la imunidad de cavallos contra el
Flavivirus en el Brazil, y confirma su amplia distribuicion de Saint Louis y llheus, y la
diversidad de Flavivirus que hay en el Pais, bien como la parente ausencia de

enfermidad en cavallos infectados por el virus estudiado.

Palabra clave: Arbivirus; Cavallos; Flavivirus; Inhibicibn Hemaglutinacién; Rocio;

Saint Louis.
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1. INTRODUCAO

A evolugdo humana teve origem a partir do surgimento do Homo sapiens,
como espécie distinta de outros hominideos, grandes macacos e dos mamiferos
placentarios, enquanto que a evolucdo dos artropodes no mundo é mais antiga
considerando sua diversidade e onipresenca do que a recente evolucdo dos

humanos (MARCONDES, 2009).

Dentre os artropodes, varios tipos de insetos desenvolveram a capacidade de
sugar sangue, adquirindo esta importante fonte de proteina. Assim, numerosos
agentes patogénicos foram se adaptando a transmissdo entre vertebrados por este
mecanismo que, apesar de ser mais complexo, apresenta grande capacidade de

disperséo e multiplicacéo.

Os virus sdo encontrados no meio ambiente, no solo, na 4gua e no ar. Sao,
basicamente, encontrados em qualquer lugar onde existam células para infectar.
Evoluiram e apresentam capacidade de contaminar toda forma de vida, do animal ao
vegetal e dos fungos as bactérias. No entanto, os virus tendem a ser pouco
exigentes quanto ao tipo de células que infectam, sendo que um virus pode infectar
um animal e ndo fazer nenhum agravo, mas causa danos quando penetra em um

individuo diferente.

Os arbovirus apresentam uma ampla distribuicdo geografica, predominando
nas regides tropicais, onde encontram condi¢cdes ecoldgicas favoraveis para a sua
propagacao. Apesar do grande numero de tipos distintos de virus isolados, existem

poucas informacdes relativas aos mesmos (FARHAT et al., 2007).

As arboviroses sédo enfermidades causadas por virus pertencentes a diversas
familias, na maioria das vezes transmitidas e perpetuadas na natureza entre animais
suscetiveis por meio de vetores hematéfagos infectados, ou entre estes através da
via transovariana. Na década de 90, haviam sido identificados pelo menos 100 tipos

diferentes de virus causadores de doenga em humanos (PINHEIRO, 1996).

Os agentes patogénicos, 0s reservatorios, os hospedeiros susceptiveis, 0s
vetores e 0 meio ambiente participam de uma interacdo que, compartilhada com os

seres humanos e animais, leva ao aparecimento de doencas, com consequéncias
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para a sanidade animal e a saude publica e se convertem em sérios problemas para

0 bem estar destas populacdes (PINHEIRO, 1996).

A transmissdo dessas enfermidades para o homem e animais domeésticos
ocorre sob duas premissas diferentes: ciclo silvestre ou rural e ciclo de transmissao
urbana. No primeiro caso, as pessoas e animais se infectam ao entrarem em areas
enzoodticas que seriam areas silvestres com circulacdo viral ou quando ocorre uma
extensdo da atividade viral destas areas para os locais proximos ocupados pelo
homem. No segundo caso, o hospedeiro infectado, pode iniciar um ciclo "urbano"
envolvendo um vetor doméstico capaz de infectar pessoas ou animais, domésticos
ou sinantropicos, em alguns casos causando epizootias ou epidemias
(VASCONCELOS et al., 2001b).

As aves e alguns mamiferos sdo apontados como hospedeiros vertebrados
mais importantes para manutencdo de um grande numero de arboviroses e em
alguns casos, répteis e anfibios estdo associados com a sua transmisséo
(FIGUEIREDO, 2007).

Assim como outras enfermidades causadas por virus, a Febre do Nilo
Ocidental, as Encefalites Equinas, de Saint Louis e Rocio sdo zoonoses que se
perpetuam na natureza gracas a hospedeiros invertebrados e vertebrados, com um
ciclo epizodtico onde participam mosquitos, aves e equinos e outro ciclo que é
epizootico ou natural, no qual participam mosquitos, roedores, morcegos e aves

entre outras espécies silvestres.

Para a vigilancia dessas enfermidades, hoje tem sido preconizada em todo o
mundo a realizacdo de inquéritos soroldégicos em espécies animais susceptiveis,
como equinos e aves, objetivando a detecgcédo precoce da evidéncia de circulacéo
desses agentes ainda nestas populagfes antes do aparecimento de casos humanos.

Tendo em vista a importancia de algumas espécies de animais domésticos,
em especial os equideos, como reservatorios susceptiveis e hospedeiros de virus de
encefalites, o presente estudo tem como objetivo detectar anticorpos anti-Flavivirus
de interesse em saude publica nesta espécie, para a partir dos resultados obtidos
definir as medidas de prevencao e controle de epizootias e o risco de ocorréncia de

casos em humanos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo MARCONDES (2009), arboviroses sao grupos de doencas
causadas por diversos virus ecologicamente bem definidos chamados arbovirus.
Estes, segundo a definicdo da OMS (1985), “sdo virus transmitidos em natureza,
mediante transmissao biologica entre hospedeiros suscetiveis por meio de
artropodes hematdéfagos ou de hospedeiro artropode a hospedeiro artropode,
através da via transovariana e, possivelmente, da via venérea. Sao repassados a
novos vertebrados suscetiveis através da picada do inseto, ap6s um periodo de

incubacao extrinseca”.

Segundo FARHAT et al. (2007), as manifestacfes clinicas em seres humanos
decorrentes de infeccbes por arbovirus podem ser reunidas em quatro categorias:
doenca febril (virus Mucambo, virus Oropouche e outros), doenca febril
exantematica (virus Dengue e Mayaro), febre hemorragica (virus da Febre Amarela
e Dengue) e encefalite (virus da Encefalite Equina do Leste, Encefalite Equina do
Oeste, virus do Nilo Ocidental, da encefalite Saint Louis e Rocio), que varia em
gravidade desde meningite asséptica atE casos fatais.

No Brasil, sédo reconhecidos atualmente aproximadamente 37 tipos diferentes
de arbovirus relacionados com infec¢cdes humanas adquiridas na natureza ou em
laboratorio, dos quais 34 ja foram isolados na Amazénia. Destas, sdo relevantes,
pelo poder patogénico para o homem, os virus do dengue, da febre amarela, Rocio,
Oropouche e Mayaro (PINHEIRO et al., 1996).

Os arbovirus estdo taxonémicamente distribuidos em diversas familias, como
Picornaviridae, Orthomyxoviridae, Reoviridae, Flaviviridae, Togaviridae e
Bunyaviridae (OMS, 1985). Atualmente, os arbovirus estdo taxon6micamente
classificados de acordo com o 8° International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV), referéncia padrao e definitiva para a taxonomia viral (KARABATSOS, 1985;
FAUQUET et al., 2005).
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2.1. Familia Flaviriridae

A familia Flaviviridae é taxondmicamente composta pelos géneros Flavivirus,
Hepacivirus e Pestivirus e possui particulas esféricas envelopadas de 40 a 60 nm de
didametro, com genoma RNA fita simples de polaridade positiva (ACKERMANN &
BERTHEAUME, 1995). De acordo com o ICTV, no género Flavivirus estdo
classificadas aproximadamente 50 espécies virais de dificil identificacdo morfologica
e taxondbmicamente divididas em dez grupos antigenicamente relacionados
(FAUQUET et al., 2005; SCHATZMAYR & BARTH, 2005).

As diferentes espécies de virus classificados no género Flavivirus sdo mais
divergentes entre si quando comparadas com a divergéncia existente entre os
membros dos géneros Pestivirus e Hepacivirus. No entanto, as estruturas
secundarias nas regides UTRs 5" e 3" do RNA gendmico sao conservadas entre as
espécies desse género. De acordo com essas caracteristicas, os virus do género

Flavivirus podem ser divididos em trés grupos gendémicos, segundo FLORES (2007):

a) Flavivirus transmitidos por carrapatos compreendem: virus Gadget Gully,
Kyasanur Forest, Langat, Louping lll, febre hemorragica Omsk, Powassan,
Royal Farm, Tick-borne encephalitis, Seabird tick-borne, Kadam, Meaban,
Saumarez Reef e virus Tyuleniy.

b) Flavivirus transmitidos por mosquitos: virus Aroa, dengue, Kendougou,
Cacicapore, encefalite japonesa, Koutango, encefalite Murray Valley, Nilo
Ocidental, Yaounde, Kokobera, Ntaya, Bagaza, Ilhéus, Israel turkey,
Tembuso, Zika, Banzi, Bouboui, Edhe Hill, Jugra, Saboya, Sepid, Uganda,
Wesselbron e virus da febre amarela.

c) Flavivirus sem vetor artropode conhecido: virus Entebbe dos morcegos,
Yokose, Modoc, Apoi, Cowbone Ridga, Sal Vieja, San Perlita, Rio Bravo,
Bukalasa dos morcegos, Carey Island, Dakar Bat, Montana Myotis, Phnom
Pehn Bat.

No Brasil, os principais Flavivirus ja reportados como agentes etiolégicos em
arboviroses humanas febre amarela (FA), dengue (DENG), Saint Louis (SL) e Rocio
(ROC) estdo taxondmicamente agrupados de acordo com suas caracteristicas
antigénicas em grupo do virus da febre amarela, grupo do virus dengue e o grupo do
virus da encefalite japonesa (IVERSSON et al., 1989; ROCCO et al., 2005).
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Enquanto os Flavivirus, como género, apresentam uma ampla distribuicéo
geografica, as espécies virais sdo restritas a certas regibes e estdo relacionadas
com a presenca da espécie de vetor envolvida na transmissdo. O virus da FA é
encontrado apenas em regides tropicais e subtropicais da Africa e da América do
Sul. O virus da Dengue é encontrado somente em areas tropicais da Asia, Oceania,
Africa, Australia, América do Sul e do Norte. O virus da Encefalite Japonesa é
restrito ao sudoeste da Asia, enquanto o virus da Encefalite do Carrapato é

encontrado na Europa e Norte da Asia (FLORES, 2007).

A maioria dos Flavivirus é mantida na natureza por meio da replicacédo
alternada em hospedeiros invertebrados (artropodes hematéfagos) e em
vertebrados. Os vetores invertebrados se infectam ao ingerir o sangue de um
vertebrado infectado. O virus replica nos tecidos do vetor e, apos alguns dias, pode
ser transmitido a outros hospedeiros vertebrados pela picada do inseto que inocula o
agente juntamente com a saliva. Os principais hospedeiros vertebrados, para a
maioria dos Flavivirus, sao diferentes espécies de passaros ou de mamiferos
silvestres. A infec¢do de humanos ou de animais domeésticos é tipicamente incidental
e ndo é necessaria para a manutencdo do virus na natureza. No entanto,
esporadicamente, pode-se observar transmissao do agente entre humanos e entre
animais domeésticos. A excecédo € o virus da dengue, que é mantido em populacdes

humanas pela transmissao por mosquitos (FLORES, 2007).

A epidemiologia dos Flavivirus € diferente entre os diferentes géneros e
mesmo entre os membros de um mesmo género e € bastante complexa para alguns
virus. Ou seja, varios fatores precisam estar presentes para que ocorra a infeccéo
em um individuo ou em um rebanho. Alguns Flavivirus dependem de diferentes
espécies de hospedeiros vertebrados e invertebrados. Para outros, o ciclo de
transmissdo permanece nao esclarecido. Enquanto muitos requerem artropodes
como vetores, 12% das espécies de Flavivirus conhecidos sdo agentes com
potencial zoonotico transmitidos entre roedores e morcegos, ndo se tendo
conhecimento de nenhum vetor artropode. A infeccdo dos vetores artrépodes é

geralmente crénica e vitalicia (FLORES, 2007).

18



2.1.1. Saint Louis

A Encefalite Viral de Saint Louis € uma doenca infecciosa febril aguda
causada pelo virus Saint Louis (VSL). O primeiro isolamento do VSL ocorreu durante
um surto em 1933, na cidade de St. Louis em Kansas, Estados Unidos, e desde
entdo relatos de casos e surtos tém ocorrido na América do Norte (SAO PAULO,
2006).

Sao reportados casos de VSL em todo o continente americano, entretanto o
maior numero de casos vem sendo registrado na América do Norte e principalmente
nos Estado Unidos, onde reportam-se epidemias por VSL em todas as regides
geograficas daquele pais. Entre 1964 e 2006 foram reportados nos Estados Unidos
mais de 4600 casos da doenca (SPINSANTI et al., 2003; CDC, 2007).

O virus VSL esta distribuido amplamente da Argentina ao Canada. Na
Ameérica do Sul, a infeccdo humana por VSL também foi relatada, destacando-se
uma epidemia envolvendo em 2005, 47 casos clinicos confirmados que foi descrita
na provincia argentina de Cordoba (ACHA & SZYFRES, 2003; SPINSANTI et al.,
2008).

No Brasil diversos trabalhos tém demonstrado a circulacdo de VSL em
populacdo humana, desde a década de cinquenta (SHOPE et al., 1964). Em 2006,
durante uma epidemia de DENG-3 na cidade de Séo José do Rio Preto em Sao
Paulo, a presenca de virus identificados como VSL foi detectada em seis pacientes
negativos e um reagente para DENG, demonstrando a possibilidade de uma reacao
cruzada no diagnostico de dois Flavivirus ou ainda de uma infec¢ao pelos dois virus
ao mesmo tempo. O sequenciamento nucleotidico dos oligonucleotideos especificos
detectados por Multiplex Nested RT-PCR revelou sequéncias idénticas entre si e
homologia de 96% ao isolado argentino AY6-32544 (MONDINI et al., 2007).

Dos animais silvestres, as aves sao consideradas o mais importante grupo de
manutencao e amplificagdo do virus na natureza (TSAI et al., 1988). Na Amazonia,
através de um estudo sorologico realizado em mais de 11 mil espécimes de aves, 54
espécies foram consideradas hospedeiras, inclusive com isolamento viral em 18
delas (VASCONCELOS et al., 1991).
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Entre os animais domésticos, a circulacdo de VSL tem sido identificada
principalmente em equinos em prevaléncias discrepantes. Em um inquérito soro-
epidemioldgico para arbovirus realizado em cavalos na Argentina entre 1977 e 1980,
a presenca de anticorpos neutralizantes para VSL foi identificada em 58% dos
animais (MONATH et al., 1985).

Em 2006, anticorpos para o virus Saint Louis foram encontrados em primatas
nao-humanos (Aloutta fusca clamitans — bugio ruivo e Alouatta caraya — bugio
negro) em quatro municipios do Rio Grande do Sul. Dados recentes mostram que
equinos da regido do Pantanal apresentam anticorpos para o virus Saint Louis,
faltando, porém, mais dados sobre a circulacdo do agente em outras regides do Pais
(MARCONDES, 2009).

O ciclo de manutenc¢éo do virus VSL parece essencialmente um ciclo do tipo
aves-mosquitos. Além de numerosos isolamentos a partir de aves, inUmeras
amostras foram obtidas a partir de mosquitos Culex declarator e Culex coronator,
duas espécies fortemente ornitofilicas, mas, também primatdéfilas. A passagem do
virus por outros mamiferos (incluindo o homem) é relativamente freqiiente. E nesse
nivel do ciclo que podem intervir outros vetores como Aedes, Mansonia e Sabethes,
cujas preferéncias troficas sdo muito diversificadas. Assim, ciclos secundarios
existem certamente em niveis diferentes da floresta. Participam roedores e

marsupiais no solo, e macacos, na copa (HERVE et al., 1986).

Quanto aos hospedeiros invertebrados, atribui-se a transmissdo de VSL
basicamente a insetos, principalmente culicideos identificados a Culex, Aedes,
Psorophora, Sabethes, Trichoprosopon e Wyeomyia (FIGUEIREDO, 2007).

Encefalite de Saint Louis pode confundir-se clinicamente com outras
enfermidades febris ou com encefalite ou meningite asséptica causada por
diferentes agentes (ACHA & SZYFRES, 2003).

A infeccdo sintomatica pelo virus da Encefalite de Saint Louis (VSL),
Flavivirus antigenicamente associado ao grupo do virus da encefalite japonesa, sao
atribuidas zoonoses acometendo principalmente aves no Novo Mundo.

Ocasionalmente, a infeccdo sintomética por VSL € reportada em seres humanos em
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guadros clinicos que normalmente envolvem febre aguda e encefalite (MONATH &
HEINZ, 1996).

O controle do vetor tem sido 0 método mais utilizado na prevencao e controle
da enfermidade. A experiéncia dos estados da Fldrida e Texas, nos Estados Unidos,
tem sido da recomendacao para o uso de inseticida a partir da soroconversao em
aves domeésticas utilizadas como sentinelas e do isolamento do virus em mosquitos,
respectivamente (ACHA & SZYFRES, 2003).

A viremia é rapida e, por consequéncia, o isolamento e a aplicacdo de
métodos moleculares para o diagnostico, como a reacao de PCR, podem apresentar
resultados negativos mesmo em casos agudos. O isolamento do virus em casos
fatais pode ser obtido a partir do SNC, figado, baco e rins (MARCONDES, 2009).

O método de diagnéstico mais seguro € a titulacdo de anticorpos
neutralizantes, em duas amostras de soro colhidas no inicio e em fase mais
avancadas do quadro clinico, técnica que fica, contudo, restrita a laboratorios de
referéncia. A determinacdo de anticorpos do tipo IgM indica uma infeccao recente
pelo virus. Em locais com circulagédo de outros Flavivirus deve-se realizar sorologias
com outros antigenos do grupo (MARCONDES, 2009).

2.1.2. Virus Rocio

A encefalite do Rocio € uma zoonose emergente, que se apresentou pela
primeira vez em marco de 1975 no litoral do sul do estado de S&o Paulo, Brasil. Em
marco de 1975 e julho de 1978 ocorreram 821 casos humanos, com 10% de
letalidade; desde entdo ndo ocorreram mais casos. A epidemia se propagou por 20
municipios do Vale do Ribeira e Baixada Santista. A regido é baixa, muito Uumida e
quente, coberta de florestas residuais, prépria para acimulo de aguas paradas e cria
de mosquitos (ACHA & SZYFRES, 2003 apud IVERSSON, 1980).

Ao virus Rocio (VROC), foram atribuidas muitas epidemias de
meningoencefalites em comunidades costeiras da regido do Vale do Ribeira no
estado de Sao Paulo, durante a década de 1970 (MARCONDES, 2009; TIRIBA et
al., 1976). Apos a epidemia de 1975, apesar da deteccdo de infec¢des sintomaticas

por VROC até o inicio da década de 1980, em 80 casos notificados de encefalite
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entre 1978 e 1983 a infeccdo por VROC foi confirmada em apenas um (IVERSSON
& COIMBRA, 1984).

O ciclo natural de transmissdo do VROC n&o & bem conhecido, contudo
estudos ecoldgicos e experimentais sugerem que as aves silvestres constituem os
principais hospedeiros vertebrados e que aves domeésticas podem atuar como
hospedeiros amplificadores. Durante a epidemia de 1975, a circulacdo em aves foi
confirmada através de isolamento viral em um espécime silvestre identificado a
Zonotrichia capensis, popularmente conhecido como tico-tico. Com relacdo a
hospedeiros invertebrados, a principal espécie envolvida no ciclo de transmisséo
ainda ndo é conhecida, entretanto o Unico isolamento viral em grupos de artropodes
ocorreu em espécimes de culicideos identificados a Psorophora ferox coletados
durante a epidemia de 1975 (LOPES et al., 1981).

A alta taxa de aves silvestres com anticorpos para o virus Rocio faz suspeitar
gue elas atuem como reservatério natural da infeccéo, enquanto os mamiferos séo
descartados devido a escassa deteccdo de anticorpos desse virus (ACHA &
SZYFRES, 2003).

ApGs o episodio original, o virus nunca mais foi encontrado associado a casos
clinicos humanos, porém em 1989 o exame de dois soros humanos coletados no
Vale do Ribeira demonstrou a presenca de anticorpos recentes para o virus, sendo

registrada também sua presenca no Para e na Bahia (MARCONDES, 2009).
2.1.3. Virus llhéus.

O virus llhéus (VILH) tem um genoma RNA, ja foi isolado de diferentes
espécies de aves e primatas sentinelas (Cebus spp.) e a infeccdo no homem
transcorre da forma clinicamente inaparente na maioria dos casos ou produz uma
enfermidade febril indiferenciada e leve (ACHA & SZYFRES, 2003).

Em 1944, durante investigacdo epidemiolégica em area endémica de febre
amarela no nordeste do Brasil, a tentativa de isolamento viral de grupos de
culicideos compostos predominantemente pelas espécies Aedes serratus e
Psorophora ferox detectou a presenca de um novo virus neurotropico. Além do

isolamento viral, a deteccdo de soropositividade em trabalhadores locais e a
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demonstracdo experimental da capacidade de transmisséo viral pelos culicideos
Aedes. serratus, Psorophora. ferox e Aedes aegypti confirmaram a circulacdo na
Bahia de um arbovirus ainda ndo previamente detectado, entdo denominado virus
llhéus (VILH) (LAEMMERT & HUGHES, 1947).

A manutencéo de VILH na natureza é atribuida ao ciclo silvestre envolvendo a
espécie Psorophora ferox como principal hospedeiro invertebrado (TURELL et al.,
2005). Entretanto particulas virais identificadas a VILH também ja foram isoladas em
espécimes identificados a Psorophora albipes, Aedes fulvus e Haemagogus
leucocelaenus (VASCONCELOS et al., 1991).

Com relagdo aos animais silvestres, um programa de vigilancia
epidemiologica para arbovirus realizada em regido de Mata Atlantica em S&o Paulo
entre 1978 e 1990 avaliou mais de 39 mil espécimes de aves silvestres, identificando
anticorpos para VILH em 20 espécies, entre residentes e migratérias (FERREIRA et
al., 1994).

Em 2001, em outro estudo de vigilancia realizado com animais silvestres do
Parque Ecoldgico do Tieté na cidade de S&o Paulo, a circulagdo de VILH na
avifauna local foi detectada através de isolamento viral e sorologia. Além das aves, a
presenca de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo por VILH também foi
detectada em primatas ndo humanos identificados as espécies Callithrix jacchus
(sagui-de-tufo-branco) e Callithrix penicillata (sagui-de-tufo-preto) e, em um

carnivoro da espécie Nasua nasua (quati) (PEREIRA et al., 2001).

O isolamento inicial do virus ILH foi obtido a partir da mistura (pool) de
mosquitos Aedes sp. e Psorophora sp. capturados em Ilhéus, Bahia, em 1944
(KARABATSOS, 1985). Este agente € amplamente distribuido nas Américas do Sul
e Central e se mantétm endemicamente através de ciclos de transmissdo e
possuindo diversas espécies de artropodes como vetores. Na Amazénia, Colémbia,
Panama e Trinidad, a Psorophora ferox, € um dos vetores mais importantes, e com
referéncia aos hospedeiros vertebrados os morcegos, aves silvestres, macacos e
equinos (LEAO, 1997).

O virus é relacionado antigenicamente ao virus ROC. Ambos sdo virus

encefalitogénicos, sendo o ILH o mais distribuido no Brasil, em particular na
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Amazoénia brasileira onde tem sido isolado sistemicamente de diversas espécies de
animais silvestres e artrépodes vetores, bem como de modo esporadico de seres
humanos. A prevaléncia de anticorpos neutralizantes para esse agente em seres
humanos na Amazoénia tem variado de 3 a 36% (PINHEIRO et al., 1986).

2.1.4. Febre Amarela

A febre amarela é definida como uma doenca infecciosa febril aguda de curta
duracdo causada por um arbovirus, cuja forma classica se caracteriza por um
quadro icterohemorragico. Possui dois ciclos epidemiologicos distintos (silvestre e
urbano) e grande importancia epidemioldgica, por sua gravidade clinica e elevado
potencial de disseminacdo em areas urbanas. Apresenta-se como infec¢Bes sub-
clinicas e/ou leves, até formas graves e fatais (NASSAR et al., 1997; CASALI et al.,
2004).

Essa doenca se mantém endémica e enzoodtica em diversas regides tropicais
da América e da Africa e é responsavel por surtos e epidemias periddicas, de maior
ou menor magnitude devido ao potencial de disseminacdo e transmissdo bastante
elevado, é potencialmente epidémica, sendo controlavel por vacinacdo (CASALI et
al., 2004).

J& o virus da Febre Amarela se mantém na natureza principalmente através
de ciclos enzodticos silvestres, envolvendo hospedeiros invertebrados como vetores
e reservatorios e primatas ndo-humanos (PNH) como hospedeiros vertebrados
susceptiveis (BRASIL,1999).

De acordo com a ecologia da doenca sdo reconhecidas duas modalidades
epidemiologicas da febre amarela, a silvestre e a urbana. Entre elas ndo existem
diferencas etiologicas, clinicas e fisiopatoldégicas, mas sim nos elementos que
formam o ciclo de manutencdo (BRASIL, 1999). Atualmente, em virtude da
expressiva diminuicdo do ciclo urbano, a febre amarela € essencialmente uma
zoonose endémica sazonal em florestas africanas e sul-americanas delimitadas pelo
paralelo 12 das latitudes norte e sul (BRASIL, 2004).

Em um ciclo silvestre os elementos envolvidos sdo primatas silvestres como

hospedeiros vertebrados susceptiveis e culicideos como vetores e reservatorios do
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virus amarilico, enquanto na modalidade urbana o homem é o hospedeiro

vertebrado susceptivel e culicideos antropofilicos sao os vetores (BRASIL, 2004).

Epizootias atribuidas a infeccdo por FA envolvendo PNH neotropicais sao
comumente reportadas e demonstram coeficientes de morbidade e letalidade
maiores que os observados na Africa (VASCONCELOS et al., 1998). Entre os
primatas ndo-humanos neotropicais, espécies identificadas aos géneros Alouatta,
Callithrix e Ateles apresentam alta susceptibilidade ao virus com coeficientes de
letalidade elevados, enquanto Cebus spp. apresenta baixos coeficientes de

letalidade e geralmente desenvolvem imunidade (BRASIL, 1999).

As principais espécies envolvidas sdo Aedes aegypti em ciclo urbano e Aedes
africanus em ciclo silvestre no continente africano e Haemagogus janthinomys,
Haemagogus leucocelaenus e Sabethes chloropterus em ciclo silvestre na América
do Sul (VARMA, 1989; VASCONCELOS et al., 2001). Atualmente restrito a alguns
paises africanos, a manutencédo viral em ambiente urbano nédo é detectada no Brasil
desde 1942, entretanto, alguns casos isolados ndo autéctones vém sendo
esporadicamente reportados em cidades brasileiras (BRASIL, 2008).

Entre 2000 e 2004, foram reportados 3.208 casos de febre amarela no
mundo. Dos 2.579 casos registrados no continente africano, mais da metade foi
reportada em Guiné e Costa do Marfim. No mesmo periodo foram reportados 629
casos na América do Sul, sendo 385 notificados em Brasil e Colémbia. Em 2004,
apesar do menor nimero de casos sul-americanos em relacéo a Africa, o coeficiente
de letalidade da febre amarela na América do Sul foi de 47%, superando os 11%
reportados no continente africano (OMS, 2005a; 2005b; 2007).

A possibilidade do surgimento de novos casos humanos é real e deve ser
monitorada pelos sistemas de vigilancia epidemiolégica (MARCONDES, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar inquéritos soroepidemiolégicos em equinos da regido Sul do Brasil para

deteccdo de anticorpos anti-Flavivirus de interesse em saude publica.

3.2. Objetivos especificos

1-

Pesquisar a presenca de anticorpos anti-Flavivirus em soros de equinos
oriundos dos estados da regido Sul;

Caracterizar os animais que participaram dos inquéritos, considerando, sexo,
idade e utilidade do animal;

Identificar possiveis areas de risco da ocorréncia dos Flavivirus de interesse
em saude publica;

Determinar a prevaléncia da infeccdo considerando o perfil dos animais e a

sua localizacéo geogréfica.
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4. MATERIAL E METODOS

No periodo de marco de 2007 a dezembro de 2008 conduziu-se um estudo
epidemioldgico transversal descritivo, com realizacdo de 15 inquéritos sorologicos
em equinos para deteccdo de anticorpos de Flavivirus de interesse em saude
publica em 14 municipios do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Para identificacdo dos animais que participaram do inquérito foi elaborada
uma resenha (anexo 1) contendo as informacfes consideradas de relevancia e
preenchida com os dados de cada animal incluido no estudo para criacdo de um
banco de dados composto por: municipio, estado, nome do proprietario, nome e/ou
namero do animal, local de realizacdo do inquérito, local de moradia do animal,
idade, sexo, utilidade, historico vacinal contra raiva, encefalites equinas, influenza
equina e tétano, além de historia de viagem para paises de ocorréncia da Febre do
Nilo Ocidental e outros indicadores considerados importantes.

4.1. Selecao da area

Para selecdo dos municipios dos trés estados da Regido Sul, onde foram
realizados os inquéritos, foram pré-definidas duas categorias amostrais, a primeira
formada por municipios de fronteira que obtivessem capacidade logistica/estrutural e
limitrofes com os paises da América do Sul com ocorréncia de casos de Febre do
Nilo Ocidental e outras arboviroses e a segunda por municipios onde ocorrem feiras
agropecuarias, festas do lago, cavalgadas, ou aglomeracfes de animais de diversas

regides do estado ou Pais, registrados na Tabela 1.
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TABELA 1 - Identificacdo da unidade da federacdo, municipios onde foram
realizados os inquéritos soroepidemioldogicos em equinos, categoria numeros de
animais. Regido Sul, 2007 e 2008.

UF Municipio Categoria N° de animais |% de animais
Foz do Iguacu Fronteira 374 21,0
PR Maringé Evento 283 15,9
Barracéo Fronteira 14 0,8
Sub-total 671 37,8
Sao Miguel do Oeste | Fronteira 34 1,9
Guaraciaba Fronteira 33 1,8
[raceminha Fronteira 21 1,2
>C Dionisio Cerqueira Fronteira 32 1,8
Guaruja do Sul Fronteira 24 1,3
Séo Jose do Cedro |Fronteira 21 1,2
Sub-total 165 9,3
Uruguaiana Fronteira 417 23,5
Sao Borja Fronteira 84 4,7
RS Itaqui Fronteira 81 4,5
Alegrete Fronteira 37 2,0
Porto Alegre Evento 320 18,0
Sub-total 939 52,9
Sub-total
603 34,0
evento
Sub-total
fronteira tire 06,0
Total 1775 100,0
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4.2. Céalculo da amostra

O tamanho da amostra foi calculado considerando-se grau de confianca de
95%, erro maximo tolerado de 5% e para a prevaléncia estimada de sorologia
positiva que nao foi ainda estabelecida, sendo, portanto atualmente desconhecida, o
valor de 50%. O numero da amostra representativa calculada foi de 384 animais por
inquérito. Entretanto, este niumero por inquérito variou de acordo com o0 municipio e
regido, tendo como limite inferior de 174 animais e limite superior de 374 animais,
em decorréncia da capacidade de andlise do laboratério, o nimero de animais

existentes nas localidades e os recursos financeiros disponiveis.

4.3. Selecdo da amostra

Como critérios para selecdo dos animais que participaram do inquérito
incluem-se: o animal ter proprietario e 0 mesmo dar anuéncia para coleta de sangue;
ter conhecimento da idade estimada do animal, priorizando-se a coleta de sangue de
animais jovens; aparente bom estado de saude e como critérios de exclusdo nao
foram aceitas para participar do estudo éguas prenhas ou recém paridas, devido ao

stress dos animais ho momento da coleta do sangue.
4.4. Coleta de amostras

Coletaram-se 5 mL de sangue da veia jugular que foram vertidos para tubos
de ensaio, os quais foram identificados e colocados em repouso em superficie
inclinada para ocorrer a retracdo do coagulo e posteriormente centrifugados por
cinco minutos a uma rotacéo de 68.8 (Q).

Apos a centrifugacdo, o soro foi separado e colocado em flaconetes
devidamente numerados com 0 mesmo numero do vacuteiner, lacrados e
conservados sob refrigeracdo em baldes de nitrogénio liquido. As amostras
criopreservadas foram transportadas para os LACEN (Laboratério Central de Saude
Publica), que foi responséavel pela conservacdo da amostra e deslocamento para o
laboratério de referéncia. As amostras coletadas foram distribuidas em dois
laboratérios de referéncia do Ministério da Saude, evitando assim acarretar
sobrecarga a um so laboratério. As amostras provenientes do Rio Grande do Sul e
do Parana foram processadas no Instituto Evandro Chagas/PA e as amostras de

Santa Catarina no Instituto Adolfo Lutz/SP.
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4.5. Variaveis estudadas

A prevaléncia de anticorpos para Flavivirus determinada pela taxa de

ocorréncia de anticorpos dividida pelo nUmero de animais sob risco.

Estabeleceram-se as seguintes faixas etarias: < de 1 ano, de 1 a <5 anos, de
5a<10anos e > 10 anos. A idade do animal foi calculada no momento da coleta de

sangue.

Foi catalogado o sexo, a utilidade do animal: trabalho, esporte, passeio e
reproducdo. Também consideradas as variaveis municipio de residéncia do animal e

municipio de coleta de sangue do animal.

4.6. Teste de inibicdo de hemaglutinacdo

O teste de inibicdo da hemaglutinacdo (IH) foi inicialmente empregado por
CLARK & CASALS (1958) e adaptado para microplacas por SHOPE (1964) e com
modificacdes descritas a seguir: 50 pL do soro foram colocados em um tubo
13/100mm, onde acrescentaram-se 0,45 mL de cloreto de sddio a 0,85%; 6 mL de
acetona a 100%. Apds agitacdo os tubos foram incubados a 4°C por 5 min,
centrifugado a 2.52 (g) por 1 min. O sobrenadante foi desprezado e 6 mL de acetona
a 100% foram acrescentados e a placa foi incubada a 4°C por 1 hora, centrifugada a
37,8 (g) por 5 min, desprezada o sobrenadante. O tubo com o depdsito foi colocado
para secar em bomba de vacuo por 1 hora. Apés esse tempo, foi hidratado com 0,5
mL de solugdo de borato salina pH 9,0, adicionados 0,6 mL de suspensédo de
hemacias de ganso em albumina bovina 0,4% em pH 9,0 (1:6), centrifugado a 37.8
(g) por 15 min e transferido o sobrenadante para um outro tubo 13/100mm de ensaio

e desprezados o sedimento de hemacias.

Os soros depois de tratados foram diluidos de 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320,
1:640 e 1:1280 em microplacas e submetidos a pesquisa de anticorpos

antiFlavivirus: Febre Amarela, llhéus, Encefalite Saint Louis e Rocio.

Para a titulacdo, foram adicionados no 1° e no 2° orificio da microplaca 25 pL

do soro tratado; sendo acrescentados 25 pL de albumina bovina 0,4% em pH 9,0 do
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2° ao 10° orificio da microplaca; transferido 25 pL do 2° ao 10° orificio e adicionados
25 pL do antigeno diluido. A placa foi incubada a 4° C por 12 horas, adicionado 50
puL de heméacia de ganso em DGV (Dextrose, Gelatina, Veronal) 1:5 diluido em pH

6,0 a 7,0; posteriormente foi agitada e incubada por 30 min em estufa a 37°C.

A leitura do teste foi feita observando-se a sedimentacdo das hemacias de
ganso nos soros, considerando que os anticorpos especificos presentes no soro

inibem a atividade hemaglutinante do virus.
4.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos nas diferentes etapas do estudo foram avaliados pelo
teste de qui-quadrado e variancia de prevaléncia e processados no Epi-Info, com
producdo dos mapas no TABWIN (Tabulador de Informacfes de Saude para

ambiente Windows) versédo 3.
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5. RESULTADOS

No periodo de margo de 2007 a dezembro de 2008, foi coletado sangue de
1.775 animais de 12 municipios dos trés estados da Regido Sul do Brasil,
localizados na regido de fronteira com a Argentina e em animais dos municipios de
Maringa e Porto Alegre, conforme demonstrado na Figura 1.

S. Miguel do Oeste
S.José do Cedro

Dionisio Cerqueira
iraceminha

Séo Borja
Itaqui

Alegrete
Uruguaj

Porto Alegre

Il Inquéritos

FIGURA 1 - Localizagdo dos municipios onde foram realizados inquéritos
sorolégicos em equinos para deteccdo de anticorpos anti-Flavivirus, Regidao Sul,

Brasil.

Em 2007 foi coletado sangue de 53,9% (957/1775) dos animais que
participaram do estudo, provenientes do Rio Grande do Sul e Parani e em 2008 em
46,1% (818/1775), sendo 639 do Rio Grande do Sul, 165 de Santa Catarina e 14 do

Parana (Tabela 2).

32



TABELA 2 — Numeros de animais que participaram do estudo, segundo UF,
municipio e ano. Regido Sul, 2007 e 2008
Numero Total % Total
UF Municipio Ano | animais UF UF
Uruguaiana (fronteira) 2007 98
Séo Borja (fronteira) 2007 84
RS Itaqui (fronteira) 2007 81 939 52.9
Alegrete (fronteira) 2007 37
Uruguaiana (fronteira) 2008 319
Porto Alegre (evento) 2008 320
Séao Miguel do Oeste (fronteira) | 2008 34
Guaraciaba (fronteira) 2008 33
sc I[raceminha (fronteira) 2008 21 165 93
Dionisio Cerqueira (fronteira) 2008 32
Guaruja do Sul (fronteira) 2008 24
Sao José do Cedro (fronteira) 2008 21
Barracao (fronteira) 2008 14
PR |Maringa (evento) 2007 283 671 37,9
Foz de Iguacu (fronteira) 2007 374
Total 1775 1775 100,0

Considerando o numero de animais por UF, pode-se observar que 37,8%

(671/1775) dos animais avaliados eram provenientes do Parand, 52,9% (939/1775)
do Rio Grande do Sul e somente 10,2% (165/1775) do estado de Santa Catarina.

Quando observada a categoria dos animais, 66,1% (1117/1775) eram provenientes

de municipios de fronteira e 33,9% (603/1775) de feiras agropecuarias (eventos),
Tabela 2.

Dos 1775 animais que participaram do estudo, 14,3% (254/1775) foram

reagentes para algum dos Flavivirus, diferindo de observagéo feita por RODRIGUES

et al., (2010) quando da realizacdo de estudo semelhante na regido Amazonica

encontrou 44,8% de animais reagentes, sugerindo uma ampla circulagdo dos virus

estudados nas duas regides geograficas (Figura 2).
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FIGURA 2 — Frequéncia de animais reagentes para Flavivirus, nos anos de 2007 a
2008, Regido Sul, Brasil.

Quando considerado o numero de animais testados pode-se observar que
254 foram reagentes para um ou mais tipos de Flavivirus, sendo que 28,3% (72/254)
apresentaram  anticorpos  poliespecificos, 57,4%  (146/254)  anticorpos
monoespecificos para Saint Louis, seguido de 31,4% (80/254) para llhéus, 11,0%
(28/254) para Rocio e 4,7% (12/254) para Febre Amarela, conforme ja descrito por
RODRIGUES et al., (2010) (Figura 3). Apesar das altas taxas de anticorpos para 0s
Flavivirus estudados, os equinos ndo desenvolvem viremia suficiente para infectar
mosquitos (PFEFFER & DOBLER, 2010).

FA
ILH

ROC

STL '1 A

FLAV '254

FLAV S5TL mROC ®m|LH mFA

FIGURA 3 — NUumeros de animais reagentes segundo o tipo de Flavivirus.
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Dos 254 animais reagentes, 42,9% (109/254) foram reagentes para somente
um Flavivirus, a considerar: Saint Louis 78,9% (86/109), Ilhéus com 17,4% (19/109)
e Rocio 3,7% (4/109), sugerindo uma maior circulagdo do virus Saint Louis na regiao
do estudo, considerando a hipétese do clima relativamente similar ao dos paises que

possuem a circulagéo viral.

Considerando os resultados obtidos por ano de realizacdo de inquérito,
constatou-se que em 2007, 17,1% (164/957) dos animais foram reagentes para um
ou mais tipos de Flavivirus e em 2008 este percentual foi somente de 11% (90/818),
com média de 14,3% (254/1775) nos dois anos de estudo. Do total de animais
reagentes verificou-se que 64,6% (164/254) foram reagentes no ano de 2007,
engquanto que 35,4% (90/254) em 2008, indicando que no primeiro ano ocorreu uma
maior reatividade dos animais que participaram dos inquéritos, sugerindo a
necessidade de estudos mais aprofundados que possam determinar fatores para

melhor inferir esta informacao.

O odds ratio, ou chance de risco, observada para os Flavivirus no periodo de
estudo foi de 1,67. Considerando o nivel de confianca de 95% o0 odds ratio teve o
limite entre 1,25 < OR < 2,23 dando a entender que a chance de uma amostra ser
reagente ao teste foi maior em 2007, podendo a coleta em diferente época do ano

ter acarretado esta diferenca de amostras reagentes entre os anos estudados.

Dos 1775 animais que participaram do inquérito 1571 tiveram o0 sexo
identificado nas resenhas, e destes 14,8% (232/1571) foram reagentes para um ou
mais tipos de Flavivirus. Dentre os reagentes 55,6% (129/232) eram fémeas. Do
total, 774 machos que participaram do estudo 13,3% (103/774) foram reagentes e
das 797 fémeas 16,2% (129/797) foram reagentes para um ou mais Flavivirus,
demonstrando que o sexo ndo € um fator de risco para o contato com os Flavivirus
estudados. Na Figura 4 observa-se que 0 sexo também nédo é um fator de risco para
nenhum dos Flavivirus monoespecificos estudados, tendo em vista em que ambos

foram reagentes.
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FIGURA 4 — Frequiéncia de animais reagentes, segundo o tipo de virus e sexo.

Todos os animais reagentes para deteccao de anticorpos poliespecificos para
Flavivirus ao teste de IH tinham idade acima de um ano. Dentre as faixas etarias
estudadas, a de = 10 anos foi reagente em 35,4% (73/206), seqguido dade 1 a <5
anos com 33,5% (69/206) e 5 a < 10 anos com 31,1% (64/206) (Tabela 3).

Considerando a reatividade em cada faixa etaria para anticorpos
poliespecificos para Flavivirus, pode-se observar que na faixa etaria de 1 a < 5 anos
8,1% (69/848) foram reagentes, na de 5 a < 10 anos 21,9% (64/292) e na de = 10
anos 25,7% (73/284), sugerindo que quanto maior a idade, maior a chance de ser

reagente ao teste (Tabela 3).

TABELA 3 — Frequéncia de animais reagentes segundo a faixa etaria. Regido Sul,
anos 2007 e 2008.

IDADE REAGENTE ” REA,\G* NA | % REAGTPOR TOTAL
F. ETARIA** F. ETARIA**

<1 ANO 0 0,0 0,0 41

1 A<5ANOS 69 8,1 33,5 848
5A <10 ANOS 64 21,9 31,1 292
=10 ANOS 73 25,7 35,4 284
TOTAL 206 14,1 100,0 1465

*Reagente

** Faixa etaria
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Ao comparar 0s animais utilizados na pratica do esporte com os de trabalho,
reproducdo e passeio, nota-se um percentual de positividade para Flavivirus de
11,7% (87/744) nesta utilidade. Entretanto dos 254 reagentes, 34,3% (87/254) eram
utilizados na pratica do esporte. Nestas condi¢des, o odds ratio, ou chance de risco
foi de OR= 0,48, determinado que a utilidade do animal n&o foi um fator de risco

para a infeccdo pelos Flavivirus estudados.

Quando considerada somente a pratica do trabalho, 14,8% dos animais
(263/1775) que participaram do inquérito, 18,6% (49/263) foram reagentes no teste
de IH para Flavivirus. Dos 254 animais reagentes que participaram do inqueérito,
19,3% (49/254) eram utilizados para o trabalho. Nesse caso o0 odds ratio foi de
OR=1,46, com o nivel de confianca de 95% os seus limites variaram entre 1,02 < OR
< 2,09.

Do total de animais estudados, 9,4% (166/1775) eram utilizados para a pratica
do passeio e destes, 7,8% (13/166) foram reagentes para Flavivirus poliespecificos.
Todavia, a positividade dentre os animais de passeio quando comparados com as
outras utilidades descritas no estudo, foi de 5,1% (13/254). Neste caso o odds ratio
foi de OR=0,48, com o nivel de confianca de 95% os seus limites variaram entre
0,26 < OR < 0,89, determinando que o animal ser utilizado para a pratica do passeio
nao constitui um fator de risco para se ter o contato com um dos Flavivirus

estudados.

Os dados relativos aos animais de reproducdo mostraram que dos 118,
16,9% (20/118) foram reagentes ao teste de IH para Flavivirus poliespecificos e que
dentre todos os reagentes, 7,9% (20/254) eram utlizados para reproducao.
Entretanto, o odds ratio foi de 1.24 com o nivel de confianca de 95% o0s seus limites
variaram entre 0.72 < OR < 2.11, indicando que os animais que tinham esta utilidade
tiveram maior risco de se infectar por um dos Flavivirus estudados. Estudos mais
aprofundados sdo necessarios para melhor evidenciar a ligacdo entre animais de
reproducdo e o risco de se infectar pelos arbovirus citados, no entanto a hipétese de
o ferombnio da fémea, e a proximidade no qual sdo criados estes animais sao

pontos a serem analisados, por serem fatores estritamente ligados ao vetor.
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Considerando que o percentual de animais reagentes para Flavivirus
poliespecificos no Parana foi de 16,3% (107/657, no Rio Grande do Sul de 15,1%
(142/939) e Santa Catarina 2,8% (5/179), observou-se uma variagdo entre 0s
percentuais encontrados nos trés estados, corroborando o que RODRIGUES et al.,
(2010) observou em estudo semelhante realizado na regido Norte do Pais, onde o
autor descreve uma frequéncia de 44,8% para 0s virus supracitados.

O odds ratio nestes estados variou de 1,29 no Parana, 1,15 no Rio Grande
do Sul e 0,16 em Santa Catarina (Tabela 4), sugerindo que os animais do Rio
Grande do Sul e Parana estavam sobre o risco de se infectar, enquanto que estes
animais ser de Santa Catarina ndo apresentou um fator de risco para o contato com
os Flavivirus estudados, podendo justificar devido ao nimero de amostras ter sido
menor, época divergentes com o0s demais estado ou até espécie de artrépode

existente na regiao.

TABELA 4 — Numero de animais e percentuais de reagente e ndo reagentes e odds
ratio, segundo a UF. Regidao Sul, 2007 e 2008.

N° DE N° DE
% DE - % DE ODDS
UF ANIMAIS ANIMAIS NAO
REAG* NEG* RATIO**
REAG* REG*
PR 107 16,3 550 83,7(1.29
SC 5 2,8 174 97,2(0.16
RS 142 15,1 797 84,911.15
TOTAL 254 14,3 1521 85,7

*Reagente
** Chance de risco

Considerando o ano de realizacdo do inquérito e percentual de positividade
segundo o tipo de anticorpo especifico, pode-se observar que a resposta sorolégica
para anticorpos anti-Saint Louis teve um percentual de positividade em 2007 de
77,4% (113/146), enquanto que em 2008 foi de somente 22,6% (33/146), fato ja
observado por MONATH et al. (1985) e SABATTINI et al. (1965) na Argentina.

Com relacdo aos virus Rocio, IVERSSON et al., (1984) e (1989) relata a

presenca de equinos reagentes em locais de ocorréncia de epidemias em humanos,
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corroborando com os resultados sorolégicos encontrados neste estudo que foram de
64,3% (18/28) em 2007, e 35,7% (10/28) em 2008, de animais regentes para este
virus. Anticorpos para o virus Ilhéus obtiveram resultados semelhantes, sendo em
2007 e 2008 respectivamente com 63,8% (51/80) e 36,3% (29/80) nestes anos
(Tabela 5), confirmando observacéo realizada por IVERSSON et al., (1993) no
Pantanal.

TABELA 05 — Frequéncia de animais reagentes, segundo o tipo de virus e ano.
Regido Sul, 2007 e 2008.

SAINT LOUIS ROCIO ILHEUS FEBRE AMARELA TOTAL
ANO POS % POS % POS % POS % POS %
2007 | 113 | 77,4 | 18 | 64,3 51 63,8 4 33,3 186 | 69,9
2008 33 | 22,6 | 10 | 35,7 29 36,3 8 66,7 80 30,1
TOTAL| 146 (100,0( 28 |100,0| &0 |100,0 12 100,0 266 | 100,0

Do total de animais reagentes, 66,5% (169/254) apresentaram a sua utilidade
definida a partir do inquérito. Destes, 42% dos animais (71/169) apresentaram

resultado sorolégico reagente para um Flavivirus especifico (Tabela 6).

Dos 99 animais em que foram detectados anticorpos para Saint Louis 57,6%
(57/99) conforme MONATH et al. 1985 onde relata a ocorréncia de casos do de
Saint Louis na Argentina, eram utilizados para a préatica do esporte, enquanto que
26,3% (26/99) para o trabalho, 9,1% (9/99) para reproducédo e 7,1% (7/99) para
passeio. Com relacdo aos 66 animais em que foram detectados anticorpos contra o
virus llhéus, 50% (31/66) eram utilizados para o esporte seguido de 32,3% (20/66)
para o trabalho, 11,3% (7/66) para reproducéao e 6,5% (4/66) passeio (Tabela 6).
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TABELA 6 — Percentuais de animais reagentes, segundo o tipo de virus e utilidade.
Regido Sul, 2007 e 2008.

Saint Febre
Utilidade Louis % |Rocio| % lIhéus % Amarela | %
Trabalho 26 263 | 4 26,7 20 32,3 2 50,0
Esporte 57 57,6 7 46,7 31 50,0 2 50,0
Passeio 7 7,1 2 13,3 4 6,5 0 0,0
Reproducéo 9 9,1 2 13,3 7 11,3 0 0,0
TOTAL 99 100,0| 15 | 100,0 62 100,0 4 100,0

Dos 122 animais em que foram detectados anticorpos para Saint Louis 36,9%
(45/122) tinham a idade entre 1 a < 5 anos, enquanto que 35,2% (43/122) eram > de
10 anos e 27,9% (34/122) entre 5 a < 10 anos. Com relacdo aos 65 animais
reagentes ao teste para deteccao de anticorpos contra o virus Ilhéus, 36,9% (24/65)
tinham a idade entre 1 a < 5 anos, enquanto que 33,8 (22/65) eram > 10 de anos e
29,2% (19/65) entre 5 a < 10 anos, sugerindo nao haver relagédo entre a idade do

animal e o tipo de virus estudado (Tabela 7).

TABELA 07 — Frequéncia de animais reagentes, segundo o tipo de virus e faixa
etaria. Regido Sul, 2007 e 2008.

Saint Febre
Faixa Etaria Louis % |Rocio| % [llhéus| % | Amarela | %
<1ANO 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
1A<5
ANOS 45 369| 9 |409 | 24 (36,9 1 25,0
5A<10
ANOS 34 279 4 182 | 19 | 292 0 0,0
=10 ANOS 43 35,2 9 409 | 22 | 33,8 3 75,0
TOTAL 122 100,01 22 |100,0f 65 ([100,0 4 100,0

Considerando a titulacdo obtida a partir dos testes realizados, pode-se

observar que para anticorpos de Flavivirus poliespecificos a titulacdo de 1:160 foi
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observada em 33,3% (24/72) dos animais reagentes para estes virus, seguido da
titulacdo 1:320 e 1:80 com 27,8% (20/72) cada uma. Ao se analisar os resultados
obtidos a partir da deteccédo de anticorpos para Saint Louis, a titulacdo de 1:80 foi a
que teve maior representatividade com 42,5% (62/146), seguida da 1:160 com
25,3% (37/146) (Tabela 8).

TABELA 08 — Numeros de animais reagentes e percentual segundo o tipo de

Flavivirus e a titulag&o.

FLAV* STL* | ROC** | [LH*** [ FAx** | TOTAL
TITULACAO
N[ % | N°| % |N°[ % |N°| % |[N°| % |N°| %

1:20 0100|000 |9|321]|27]338|3|250]|39]115
1:40 0| 00 |19 13,0 10| 35,7 |19| 23,8 | 5| 41,7 | 53| 157
1:80 20278 |62 |425 (4| 143 |22 275 |3 | 25,0 |111 32,8
1:120 0|00 |18|123|0| 00 |Of| OO0 |O| O0 [18] 53
1:160 24 1333 (37| 253 (3| 10,7 |11({138 |1 | 83 | 76 | 225
1:320 20|28 7|48 (2| 71 (1|13 (0| 00 |30( 89
1:640 6(83 (1|07 (0] 00 |OfO00|O0O|(O00]| 7|21
1:1280 2128|214 (0|00 |0OfO00 (0|00 4] 12
TOTAL 72 (100,0(146|100,0|28|100,0|80(100,0(12|100,0|338(100,0

*Flavivirus

** Saint Louis

*** Rocio

*xx*|Ihéus

*****Eebre Amarela

Os animais reagentes apresentaram titulacdo variando entre 1:20 a 1:160,
guando considerados os resultados obtidos a partir do diagndstico laboratorial para
deteccado de anticorpos dos virus llhéus, Rocio e Febre Amarela. Entretanto ocorreu
variacdo entre a titulacdo considerada no teste, quando observado os quatro virus
observados, sugerindo nao haver relacao entre a titulacdo de anticorpos e o tipo de

virus estudados (Tabela 8).
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6. CONCLUSAO

As frequéncias obtidas segundo a Unidade Federada apontou que o maior
risco de se infectar pelos Flavivirus estudados foi observado no Parané seguido do
Rio Grande do Sul.

O estudo demonstrou ndo haver preferéncia dos virus entre o sexo dos
animais. A faixa etaria demonstrou ser um fator de risco para o contato com 0s
Flavivirus. Nenhum animal menor de um ano foi reagente ao teste, sugerindo que

nao ocorreu circulacao dos virus estudados no ultimo ano.

Considerando a variavel utilidade do animal, o trabalho apresentou um Odds
ratio > 1 sugerindo que existe uma relacdo entre esta utilidade e o risco de se

infectar por um Flavivirus.

Este estudo confirma a ampla distribuicdo de Saint Louis e Ilhéus bem como a
aparente auséncia de doencas em equinos infectados pelos virus estudados.

Na maioria dos casos de arboviroses emergentes, as formas de introducdo
permanecem obscuras. Pesquisas futuras devem ter por objetivo explorar as
circunstancias destes eventos. Um melhor entendimento de como eles se desloca e
como se estabeleceram em outras areas geograficas sera de grande utilidade para o
ser humano e saude publica veterinaria, pois pode ajudar a prevenir surtos

devastadores causados por estes arbovirus em seres humanos e animais.

A implementacdo da vigilancia veterinaria sentinela € de suma importancia,
tendo em vista estes arbovirus ndo causarem doenca clinica em equinos, vindo a
fortalecer a teoria da necessidade de utilizacdo desta espécie na prevencdo e

controle de doengas em humanos.
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