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RESUMO

ALENCAR, C. N. Reacoes inespecificas em técnicas imunoldgicas para
diagnéstico de anemia infecciosa equina e mormo. 2014. 65f. Dissertacao
(Mestrado Profissional em Defesa Sanitaria Animal) — Universidade Estadual do
Maranhao, Sao Luis, 2014.

Anemia Infecciosa Equina e Mormo sdo as enfermidades mais importantes sob o
ponto de vista sanitario e econémico para a equideocultura, de acordo com o
Programa Nacional de Sanidade dos Equinos (PNSE), por ndo possuirem
tratamento e vacinas eficazes. Para controlar essas enfermidades, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu medidas sanitarias
obrigatérias em todo territério nacional que incluem o diagnéstico oficial pelo teste de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) para AIE e Fixacdo de Complemento (FC) para
Mormo, e o sacrificio dos animais soropositivos. Para verificar e avaliar a ocorréncia
de reacbes inespecificas pelas técnicas de IDGA e FC utilizou-se 78 equinos
soronegativos para AIE e Mormo, divididos em grupos e inoculados com diferentes
vacinas. Ap6s uma semana, os animais foram submetidos a cinco controles
sorologicos, intercalados em sete dias. Os resultados indicaram que o uso de
vacinas em equinos em periodo que antecede a realizacdo de exames laboratoriais
para diagnéstico de AIE e Mormo, ndo induz a soroconversao, uma vez que todos os
animais confirmaram resultados negativos. Entretanto, 11,11% dos equinos
vacinados contra influenza, encefalomielite, rinopneumonite equina e tétano, e
15,38% daqueles vacinados contra leptospirose apresentaram reacdes negativas
inespecificas ao IDGA. Através deste estudo, a verificagdo de reagdes negativas
inespecificas ao IDGA para diagnostico de AIE demonstra um tipo de resultado ndo
abordado pela Portaria n® 84/1992 — SDA/MAPA, e que, portanto, serve para
fundamentar alteragcbes na legislagdo vigente sobre o diagnoéstico dessa
enfermidade.

Palavras-chave: equinos, AlIE, Mormo, IDGA, Fixacdo de Complemento (FC).



ABSTRACT

ALENCAR, C. N. Unspecific reactions in immunoassay technical for diagnosis
of EIA and Glanders. 2014. 65p. Dissertation (Professional Master’'s in Animal
Health Protection) — State University of Maranhao, Sao Luis, 2014.

Equine Infectious Anaemia and Glanders are the most important illnesses
under the sanitary and economic point of view for herds of equines, according to the
National Program of Sanity Equine (PNSE) since do not own treatment and effective
vaccines. To control these ilinesses, the Ministry of Agriculture, Livestock and Food
Supply instituted compulsories sanitary measures in every national territory that
include the official diagnosis by agar gel immunodiffusion test (AGIDT) for EIA and
Complement Fixation (CF) for Glanders, and the sacrifice of the animals that are
positive. To verify and to evaluate the occurrence of unspecific reactions by AGIDT
and CF, it used 78 negative equine for EIA and Glanders, divided in groups and
inoculated with different vaccines. After a week, the animals were submitted to five
serology controls, repeated every seven days. The results indicated that the use of
vaccines in horses before the official exams does not induce the seroconversion,
since all the animals confirmed negative results. However, 11.11% of the horses
vaccinated against influenza, encephalomyelites, equine rhinopneumonitis and
tetanus, and 15.38% of those vaccinated against leptospirosis presented nonspecific
negative reactions to AGIDT. Through of this study, the verification of nonspecific
negative reactions in AGIDT for EIA's diagnosis it demonstrates a kind of result not
boarded by the Portaria n® 84/1992 — SDA/MAPA and, therefore, it will be able to
base alterations in the valid legislation about diagnosis of this illness.

Keywords: Equine, EIA, Glanders, AGIDT, Complement Fixation.
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1 INTRODUCAO

A equideocultura possui grande importancia econémica e social no Brasil, visto
que os equideos sao utilizados em diferentes atividades, como tracao, transporte,
em seguranga publica e até no tratamento de doencas humanas por meio
da Equoterapia (ALMEIDA, 2001). Também constituem uma cadeia do agronegécio
em expansdo com estreita relagdo aos setores ligados ao lazer, cultura, turismo e
esporte (ALMEIDA et al., 2006). Contudo, algumas doencas causam prejuizos
consideraveis a essa exploracdo, como a Anemia Infecciosa Equina (AIE) e o
Mormo, incluidas entre as passiveis de medidas previstas no Regulamento de
Defesa Sanitaria Animal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), sendo obrigatério o sacrificio dos animais infectados uma vez que nao
existe tratamento.

De acordo com o Programa Nacional de Sanidade dos Equinos (PNSE), AIE e
Mormo sdo as enfermidades mais importantes sob o ponto de vista sanitario e
econdmico para a equideocultura. De acordo com a legislacdo vigente, as
propriedades que tiverem focos comprovados serdo interditadas, com sacrificio
imediato dos animais soropositivos, representando assim, prejuizos relacionados a
dificuldade de reposicdo e adestramento de novos equideos; impossibilidade de
compra e venda de animais durante o periodo de saneamento de foco da
propriedade interditada; interferéncia nos eventos esportivos devido aos embargos
ao transito de equideos e devido também a auséncia de uma politica indenizatéria
aos criadores que contribuirem com o PNSE, como a existente no Programa
Nacional de Erradicacédo da Febre Aftosa (PNEFA).

Varias técnicas de diagndstico foram desenvolvidas ao longo dos anos para a
deteccao dos agentes causadores de AIE e Mormo. A técnica de Imunodifusdo em
gel de agar (IDGA) e Fixacdo de Complemento (FC), no entanto, sdo os métodos
oficiais, segundo a OIE, para diagnéstico dessas enfermidades em diversos paises,
incluindo o Brasil (BRASIL, 2004). Apesar de usados em larga escala e da
sensibilidade demonstrada, o IDGA nao detecta anticorpos especificos nos estagios
iniciais da AIE e pela técnica de FC, o soro de animais jovens, gestantes e idosos
podem ocasionalmente apresentar reagdes falso-negativas. Essas e outras
limitac6es podem comprometer as medidas de controle e erradicacdo das doencas,
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visto que na auséncia de tratamento e de vacinas eficazes, o diagndstico sorolégico
tem valor determinante (ISSEL & COGGINS, 1979; VERMA et al., 1990; REIS et
al.,1994; REIS,1997; NEUBAUER et al., 2005, NAUREEN et al., 2007; TELES et al.,
2012; OIE, 2013).

Assim como AIE e Mormo, outras enfermidades de variadas etiologias séo
responsaveis pela baixa produtividade e prejuizos econdmicos na criacdo de
equideos. Muitas, entretanto, podem ser evitadas e controladas mediante o uso de
vacinas que ao serem introduzidas no organismo, estimulam a producado de
anticorpos semelhante ao que ocorreria no caso de uma infecgcao causada por um
determinado agente patogénico, tais como: influenza, encefalomielite equina,
rinopneumonite, tétano, raiva e leptospirose (TIZARD, 2002; LESCHONSKI, 2002;
OLIVEIRA, 2007).

Um experimento com equinos correlacionou o uso de vacinas ao método de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA), e demonstrou a ocorréncia de resultados
“suspeitos” no diagndstico de AIE, em animais soronegativos previamente vacinados
contra influenza equina. Fato que permitiu inferir que os componentes do imunogeno
seriam responsaveis pela apresentacao de reacdes inespecificas no teste sorolégico
de IDGA (JACOBO et al., 2006).

Desse modo, considerando a importancia do diagndstico laboratorial para o
controle da AIE e Mormo, e a necessidade do uso de vacinas no manejo sanitario
dos equideos, tornou-se imprescindivel investigar se a inoculacdo dessas
substancias nos animais poderia comprometer a qualidade e eficacia de testes como
IDGA e Fixacdo de Complemento e, por consequéncia, determinar o sacrificio de
animais saudaveis e perdas econémicas significativas.

Portanto, o presente estudo objetivou verificar e avaliar possiveis reacdes
inespecificas ao teste de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) para diagnéstico de
AIE e a Fixacao de Complemento (FC) para diagnéstico de Mormo, apds a aplicacao
de vacinas contra influenza, encefalomielite, rinopneumonite equina, tétano, e
leptospirose, visando assim fornecer subsidios para a reducédo de erros laboratoriais
e contribuir com o PNSE através da melhoria do diagnéstico e, por conseguinte, do
controle dessas enfermidades.
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2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

A AIE é uma doencga infecciosa cosmopolita, causada por virus, caracterizada
por apresentar evolugcdo clinica nas formas aguda, subaguda, cronica e
assintomatica, que acomete animais da familia Equidae (equinos, muares e
asininos) de todas as racas e idades, porém, animais subnutridos, parasitados e
debilitados tém maior predisposicdo. Prevalece em areas de clima quente e Umido,
refletindo a forma mais comum de transmissao, através de insetos hematéfagos, que
sdo essencialmente vetores mecéanicos. Apresenta elevada morbidade e média
mortalidade (ISSEL et al.,1988; OAKS et al.,1998; SULZBECK & PEREIRA, 2000).

2.1.1 Agente etioldgico

O virus da anemia infecciosa equina (VAIE) é um RNA virus, pertencente a
familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae, que afeta todos os membros da familia
Equidae (ISSEL & COGGINS, 1979; MAYER & GUERREIRO, 1988). Os retrovirus
caracterizam-se pela capacidade de converter uma das duas moléculas de RNA viral
linear, em DNA de fita dupla através de um processo denominado de transcricdo
reversa com subsequente integracdo ao genoma celular (COFFIN et al., 1997). Os
lentivirus se destacam por provocarem infeccdo com curso insidioso persistente
(BLACKLAWS et al., 2004; QUINN et al., 2007) e pela capacidade de sofrer
mutacdes levando a formacao de subpopulagdes virais heterogéneas denominadas
quasispécie (PASICK, 1998). Os baixos niveis de replicagdo viral decorrentes da
resposta imune do hospedeiro ocasionam uma demora no surgimento dos primeiros
sinais clinicos da doenca (FLURI et al., 2006).

Possui genoma constituido de duas fitas simples de RNA idénticas e nao
complementares de 8.2 kilobase (Kb), sendo considerado um dos menores virus e
geneticamente mais simples pertencentes ao género Lentivirus (CLEMENTS, 1996).
Apresenta-se como virion envelopado, de 80-100nm de didametro, com estrutura

Unica de tripla camada: a mais interna é a do complexo de nucleoproteinas
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gendmicas, que inclui por volta de 30 moléculas de transcriptase reversa, com
simetria helicoidal; a intermediaria corresponde a um capsideo icosaédrico de
aproximadamente 60nm de didametro e a externa é o envelope derivado da
membrana celular hospedeira, no qual se projetam peplémeros glicoproteicos
(MURPHY et al., 1999).

E sorologicamente relacionado com outros lentivirus, incluindo os virus da
Artrite Encefalite Caprina (CAEV), Maed/Visna dos ovinos, da Imunodeficiéncia
Felina (FIV), Imunodeficiéncia dos Simios (SIV) e Imunodeficiéncia Humana (HIV)
(SILVA, 2007).

Assim como os outros membros da familia Retroviridae, o VAIE contém trés
principais genes estruturais/funcionais denominados: gag (do inglés “group especific
antigens”, antigenos especificos de grupo), pol (polimerase) e env (envoltorio), que
codificam as proteinas da estrutura viral e enzimas, sendo que os Lentivirus tém
adicionalmente um complexo arranjo de seis ou mais genes acessorios (MURPHY et
al., 1999). O gene gag codifica as proteinas p26, p15, p11 e p9 presentes no
capsideo viral; o gene pol codifica as enzimas transcriptase reversa, integrase e
protease, e o0 gene env codifica as proteinas estruturais gp90 de superficie externa e
a gp45 transmembrana (LEROUX et al., 2004).

A p26 é a principal proteina do nucleo, com peso molecular de 26.000
daltons, representa cerca de 40% da massa viral e demonstra especificidade, sendo
a mais importante para o diagndstico soroldgico, uma vez que € um grupo reativo
antigenicamente estavel, capaz de induzir a formacado de anticorpos detectaveis
pelas técnicas de fixagdo de complemento, imunoflorescéncia e imunodifusao
(TOMA, 1980; MONTERALO et al., 1982). Enquanto as glicoproteinas gp90 e gp45
intervém na reacdo de neutralizacdo viral e sdo utilizadas nas provas de ELISA
(TOMA,1980; SOUTULLO et al., 2001). Durante o curso da doenca a gp90 é
submetida a rapida evolug¢do, e mutagdes sao restritas a definidas regides variaveis
(LEROUX et al., 2004). Estas variantes de gp90 podem dificultar a amplificagdo por
PCR, gerando resultados falso-negativos, e pode ser considerado um dos
mecanismos de escape do virus ao sistema imunolégico (HOWE et al., 2002).

Além das proteinas codificadas pelos genes gag, pol e env, o genoma do
VAIE contém trés sequéncias de leitura aberta que codificam as proteinas TAT, REV
e S2 que controlam o nivel de replicagdo do virus (RASTY et al., 1990; STEPHENS
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et al., 1990; MARTARANO et al., 1994). A proteina S2 é um importante determinante
na replicacao viral e propriedades patogénicas in vivo (LI et al., 2000).

O VAIE é estavel entre pH 6,0 e 9,0, mas é parcialmente inativado se
incubado em pH menor que 5,0. Sdo inativados a 56°C por 30 minutos, mas podem
apresentar maior resisténcia a irradiagdes e a luz ultravioleta devido a seu genoma
dipléide. A 25°C, o virus permanece infeccioso em agulhas hipodérmicas
contaminadas, por 96 horas (FENNER et al., 1993; MURPHY et al.,1999; HIRSH et
al., 2004). E rapidamente inativado por desinfetantes comuns que contenham
detergentes, sendo inativado também por hidréxido de sédio, hipoclorito de sédio,
pela maioria dos solventes organicos e clorexidine (HIRSH et al., 2004).

2.1.2 Histédrico e epidemiologia

A AIE foi descrita como doenca infecciosa dos equideos em 1843 na Franca,
e foi estabelecida sua etiologia viral em 1904 (MONTELARO, 1984). Nas Américas,
a primeira detec¢do da enfermidade ocorreu no Canada em 1881 e o diagndstico
estabelecido pela primeira vez na Argentina (FIORILLO et al., 2011). No Brasil, ela
foi verificada pela primeira vez em 1968 no extinto estado de Guanabara por
Dupont et al. (1968). No mesmo periodo a doenga foi verificada em animais do
Clube Hipico Fluminense e em um animal da cavalaria da Policia Militar na cidade
de Niterdi, no estado do Rio de Janeiro (OLIVEIRA, 2011).

A proporgao de animais infectados com o VAIE na América Central e do Sul é
alta em algumas regiées ou paises. O percentual de equideos positivos para a
doenca varia entre 30% e 40% (ABREU et al., 2004). De acordo com dados da OIE
(2013), a enfermidade encontra-se distribuida mundialmente e em grandes regides,
tende a formar distintos centros endémicos (Figura 1) (LIMA, 2012).
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Figura 1 - Mapa da distribuicdo da Anemia Infecciosa Equina (jul-dez. 2013).
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Fonte: OIE (2013)

Hoje, o perfil epidemiologico da AIE no Brasil se apresenta sob dois padrdes:
a que ocorre no ambito das entidades hipicas, facilmente controlavel pela realizagéo
de exames e consequente eutanasia dos animais positivos, € a que ocorre no
campo, que em virtude de caracteristicas ambientais, socioeconémicas e politicas, €
extremamente dificil de ser controlada (PARREIRA, 2009). No pais ndo se tem
muitos trabalhos sobre prevaléncia da doenca, e nem todos os animais sdo testados
(s6 os de elite, reprodutores ou atletas), o que impdée uma soropositividade diferente
da morbidade real da infec¢do (FRANCO & PAES, 2011). Em areas endémicas, a
prevaléncia pode atingir 70% dos animais adultos, sendo que, o0s niveis de
prevaléncia sdo de moderados a altos em regides com populagdes numerosas e
permanentes dos insetos vetores (RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

A frequéncia da Anemia Infecciosa Equina no Estado do Maranh&o é superior
a média Nacional e da Regidao Nordeste, sendo endémica e com ocorréncia de
casos positivos em todas as mesorregides do estado, segundo o levantamento de
resultados positivos obtidos por laboratérios credenciados e oficiais no periodo de
2008 a 2010 (LIMA, 2012).

O sangue de cavalos persistentemente infectados é a fonte mais importante
de transmissdao do VAIE, que pode ser transferido por insetos hematéfagos da

ordem Diptera: Stomoxys calcitrans, Chrysops spp, Tabanus sp, Hybromitra spp,
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sendo os Tabanus sp, 0s principais responsaveis pela transmisséao (ISSEL, 2009).
Estes insetos sdo responsaveis pela transmissdo mecéanica do virus, ou seja, nao ha
multiplicacdo do agente no vetor (RADOSTITS, 2002).

A transmissao pode ocorrer, também, de forma iatrogénica, pela transfusao
de sangue contaminado, pelo uso de agulhas, instrumentos cirdrgicos e fémites
contaminados, como freios e esporas (COETZER et al., 1994). O VAIE tem
mostrado ser viavel em agulhas contaminadas por mais de 96 horas, confirmando o
potencial de transmissdo através de manejo dos animais e praticas veterinarias no
rebanho (CRAIG & MONTELARO, 2008). Outras formas de menor importancia
epidemioldgica incluem a transmissao por via transplacentaria, por meio do sémen e
do colostro (NOCITI et al.,, 2008). Segundo Silva (2007), embora seja possivel
eliminar-se completamente a transmissdo do VAIE pela intervengdo do homem, o
mesmo nao ocorre com relacdo ao risco de transmissdo no campo por insetos

hematéfagos.

2.1.3 Patogenia

Apos a infecgdo, as células alvo para o virus da AIE sdo os macrofagos,
mondécitos e células de Kupffer dos equideos (WEIBLEN, 1998; NAGARAJAN,
2001). Os 6rgaos mais acometidos, por terem abundancia de macréfagos maduros
sdo: figado, bago, linfonodos, pulmdes e rins, no quais o0 virus se replica
primariamente (RADOSTITS, 2002). Os locais de integragdo do DNA proviral ao
genoma da célula hospedeira determinam a extensdo e a natureza das alteragdes
celulares (QUINN et al., 2005). A incubacao do virus oscila dentro de limites muito
amplos, de acordo com a quantidade do agente, transmitida no contagio (WEIBLEN,
1998).

Os virus liberados na circulagdo sanguinea por meio da membrana da célula
infectada podem ser adsorvidos pelos eritrécitos dos equinos e, quando IgG ou IgM
reagem com este complexo, o Sistema Complemento é ativado, induzindo hemdlise,
tanto intra quanto extravascular. A fracao C3 do Complemento, ao interagir com o
eritrécito infectado também induz a eritrofagocitose (SEARCY, 1998). Hemdlise,
eritrofagocitose aumentada e eritropoiese diminuida sdo responsaveis pela anemia

em animais cronicamente infectados (QUINN et al.,, 2005). Equinos infectados
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também podem desenvolver glomerulonefrite como resultado da deposicao de
imunocomplexos nas membranas basais glomerulares (TIZARD, 2002). Também
séo identificadas linfadenopatia e inflitracdo de macréfagos e linfécitos no figado e
em outros érgaos (RAVAZZOLO, 2007).

A anemia é resultado tanto da diminuicdo do tempo de vida da hemacia
(devido a hemdlise e eritrofagocitose por macréfagos ativados), quanto da
depressédo da resposta da medula éssea (eritropoiese). Além disso, a diminui¢cdo do
fluxo de ferro dos macréfagos para o plasma também responde pela patogenia da
anemia na AIE (CHEEVERS & MCGUIRE, 1985; MCGUIRE et al., 2004).

Muitos sinais clinicos e lesdes tanto da doenca cronica como na aguda sao
atribuidos a resposta imune do hospedeiro para o virus € ndo a um resultado direto
da multiplicacdo viral (TIMONEY et al., 1988; FENNER et al.,, 1993; TRAUB-
DARGATZ, 1993; MURPHY et al., 1999). Varios aspectos sobre a patogenia da AlE
ainda nao sao compreendidos, dentre eles, o fato de a complexidade da resposta
imunolégica do hospedeiro permitir a sobrevivéncia do virus, ao mesmo tempo em
que acarreta hipergamaglobulinemia. Contudo, em geral se admite que a anemia,
glomerulonefrite, hepatite e a linfadenopatia resultam da deposicdo de
imunocomplexos (TRAUB-DARGATZ, 1993).

2.1.4 Sintomatologia

A apresentagéo clinica da anemia infecciosa equina € muito variavel. O curso
clinico depende da quantidade do inéculo e viruléncia da cepa viral, além da
suscetibilidade do equideo. Tanto a frequéncia quanto a severidade dos episédios
clinicos de AIE diminuem na maioria dos cavalos, levando a um estado de portador
inaparente. A manifestagéo dos sintomas também pode ser induzida por estresse ou
drogas imunossupressoras como corticosteroides, até mesmo depois de anos de
quiescéncia (CHEEVERS & MCGUIRE 1985; HIRSH et al., 2004).

A doenca pode surgir na forma aguda, subaguda e crbnica e sua
diferenciacao é fundamentada na gravidade dos ataques febris, tempo de intervalo
entre as ocorréncias e grau de anemia (MAYER & GUERREIRO, 1988).

Na forma aguda da doenca, sintomas como febre (38,5°C — 40°C), anorexia,

trombocitopenia e severa anemia podem ocorrer repentinamente de 7 a 21 dias
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apds a infecgdo. Animais infectados nesse curso da doenca podem vir a 6bito em
um periodo de 2 a 3 semanas e outros, apés demonstrarem aparente recuperagao,
repetem sinais agudos associados a letargia, sudorese profusa, descarga nasal,
edemas gravitacionais, hemorragias petequiais, epistaxe, depressdo, anemia e
ataxia. Doencas subagudas seguem-se as agudas apés periodo convalescente de 2
a 4 semanas. Contudo, a forma crénica € a apresentacao classica da AlE, também
chamada de febre dos pantanos e se assemelha a forma subaguda, porém é mais
suave e raramente culmina em morte. Cada episodio dura 3 a 5 dias e o intervalo
dos ciclos é irregular (semanas ou meses). A frequéncia e severidade diminuem
depois de 6 a 8 episddios, normalmente no primeiro ano de infeccdo. A maioria dos
cavalos ndo apresenta sinais clinicos, porém sao portadores vitalicios do virus
(HIRSH et al., 2004).

A infeccao pelo VAIE é a unica, do grupo dos lentivirus, em que muitos
animais evoluem de um estado crénico, caracterizado por picos de viremia e febre,
como resultado da variacdo antigénica do virus, para um estado assintomatico da
infeccdo. Sabe-se pouco sobre os sitios celulares de persisténcia viral nos animais
assintomaticos (MONTELARO et al., 1984; SELLON, 1994; MCGUIRE et al., 2004).

2.1.5 Diagnéstico

O diagndstico clinico da AIE ndo é conclusivo porque a enfermidade é
facilmente confundivel com outras infeccoes que cursem com febre, como a
influenza e as encefalites equinas (RAVAZZOLO, 2007). Na doenca aguda, o
diagnéstico diferencial inclui: purpura hemorragica, babesiose, erliquiose
granulocitica equina, arterite viral equina, anemia hemolitica auto-imune,
leptospirose e trombocitopenia idiopatica. Ja na apresentacao crénica considera-se:
infeccdo metastatica por Streptococcus equi, doencgas inflamatorias crdnicas,
neoplasias e hepatite crénica (RADOSTITS, 2002).

O teste mais sensivel para o diagnéstico da AIE € provavelmente a
inoculacao de sangue total do animal suspeito em equinos sadios e 0 monitoramento
da soroconversao, indicando a infeccao pelo VAIE (ISSEL & COGGINS, 1979).
Entretanto, trata-se de um teste caro, demorado e impossivel de ser usado na rotina,
além do risco de infeccao de outros animais na natureza (MONTELARO et al., 1993;
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REIS, 1997; SANTOS, 2006). Por sua vez, o isolamento viral ndo é pratico, pois
demanda tempo, € laboroso e requer técnicas especializadas para se manter viaveis
as culturas primarias de macréfagos equinos, necessdrias a replicacdo das
linhagens virais patogénicas de AIE (NAGARAJAN & SIMARD, 2001).

Varias técnicas soroldégicas de diagnéstico da AIE foram desenvolvidas ao
longo dos anos. A prova de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) é o teste oficial
para diagnéstico da enfermidade, sendo de facil execucdo, sensivel e especifico
(ALMEIDA et al., 2006). O ELISA competitivo (CELISA) tem sido utilizado nos
Estados Unidos desde a década de 80 (MATSUSHITA et al.,, 1989), e tem a
vantagem de ser menos subjetivo e mais rapido do que o IDGA, enquanto o
resultado do IDGA ocorre em 48h, o do cELISA é feito em 2h. Ja o teste Immunoblot
tem sido utilizado somente como ferramenta de pesquisa e detecta anticorpos contra
multiplos antigenos, sendo o indicador soroldgico mais sensivel e especifico da
infeccdo pelo VAIE (ISSEL & COOK, 1993; ISSEL et al., 1999).

2.1.5.1 Imunodifusdo em Gel de Agar

Em 1970, o Teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) foi descrito como
um marco no diagnostico de AIE (COGGINS & NORCROSS, 1970 apud ALMEIDA,
2006). Foi o primeiro teste disponivel no comércio e o unico prescrito oficialmente
para transito pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) e Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). No Brasil, somente profissionais e
laboratérios cadastrados sédo legalmente licenciados para a realizacdo do teste e
emisséo de laudo (RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

O método de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA), também conhecido como
“Teste de Coggins” € uma prova qualitativa, reconhecida mundialmente como
método laboratorial mais importante no diagnéstico da AIE, pela sua alta
especificidade, facilidade de execugao e alto grau de sensibilidade, em torno de 95%
(SELLON, 1994). O IDGA assim como um grande numero de testes soroldgicos
fundamenta-se na deteccao de anticorpos contra a principal proteina do core viral, a
p26. Esta proteina mostrou ser altamente conservada em diferentes variantes
isoladas, uma vez que o virus sofre alta variacdo antigénica, resultando em

mutantes com diferentes antigenos; representa, portanto, o alvo da resposta imune e
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praticamente todos os animais infectados produzem anticorpos especificos anti-p26
(REIS, 1997).

A execucgao do teste de IDGA é simples. Em uma placa ou lamina contendo
Agar Noble e solugdo tampao borato solidificados, sdo perfuradas sete cavidades,
sendo uma central e seis circundando-a. Na cavidade central € colocado o antigeno
(p26) enquanto nas demais se alternam soro controle positivo (SCP) e soro teste.
Durante a incubacao (48h), ocorre a difusédo do antigeno da cavidade central e de
anticorpos, se presentes, das cavidades externas. De acordo com a Portaria n®
84/1992 — SDA/MAPA, a técnica baseia-se na migragéo radial dupla de antigeno (Ag
p26) e anticorpo (Ac anti-p26) através do gel de agar. O encontro dos reagentes leva
a formacao dos complexos: Ag-Ac insoluveis que se precipitam e tornam-se visiveis
sob a forma de uma linha ou banda de precipitagdo que caracteriza a reagdo de
identidade. Uma extrema variacdo na concentracdo de Ag e Ac pode alterar a
localizacdo ou inibir a formacdo da mesma. Esta reacdo pode ser, ainda,
influenciada por uma variedade de condi¢cdes fisico-quimicas, dentre elas,
concentragdo eletrolitica, tampdo, pH e temperatura. Alteracdes bruscas de
temperatura, durante a incubacdo, levam a formacao de artefatos de técnicas
indesejaveis para o teste. Altos niveis de lipideos e protideos nos reagentes podem
afetar a formagéo e observagao da linha de precipitacdo (BRASIL, 1992).

A linha de precipitacdo ou de identidade é a base para a leitura do teste,
devendo ser nitida para que o método seja valido, caso contrario, a prova deve ser
repetida. Quando as linhas formadas entre o Ag e o SCP se dirigem para a cavidade
onde se encontram as amostras testadas, a prova é interpretada como negativa.
Contudo, quando ha fusdo entre as linhas formadas entre Ag e SCP com aquelas
geradas pelas amostras testadas, resultando em uma linha de identidade total, a
leitura do teste é considerada positiva (Figura 2). De acordo com a proximidade
entre a linha de precipitacdo e a cavidade onde se encontra a amostra testada, a
reacdo positiva pode ainda ser interpretada como fraca ou forte positiva
(BRASIL, 1992).
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Figura 2 - Leituras da prova de IDGA demonstrando reacdes positivas (+) e
reagcOes negativas (-).
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Além das reacoes negativas e positivas, é possivel a ocorréncia de reacgoes
inespecificas ao IDGA, que se caracterizam pela formagdo de uma linha nao
continua com as do soro controle positivo. Elas sdo formadas por outras reacdes
Ag-Ac que ndo aquela especifica para AIE. As reagbes inespecificas por serem
consideradas como fenémenos indesejados na IDGA representam um dos
parametros de qualidade dos kits comerciais de antigeno p26 (SILVA, 2007). Uma
amostra pode produzir ao mesmo tempo uma reacao especifica de AIE (positiva) e

uma linha de precipitacdo inespecifica (Figura 3) (BRASIL, 1992).

Figura 3 - Possiveis reacdes no teste IDGA (Teste de Coggins) e
exemplos de linhas inespecificas.
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A IDGA detecta anticorpos precipitantes especificos entre 14 e 45 dias apds
infeccdo (SILVA, 2007) e apesar de usada em larga escala, apresenta limitacoes
como a incapacidade de detectar anticorpos para o virus da AlIE (VAIE) nos estadios
iniciais da doenga, presentes em pequenas quantidades (REIS, 1997). A
possibilidade de reacédo cruzada com a proteina da matriz de outros lentivirus e a
resposta intermitente da p26, também sao descritas na literatura (LANGEMEIER et
al.,1996).

2.1.6 Prevencao e Controle

No Brasil as medidas de controle e profilaxia a AIE seguem o Programa
Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE), desde 1981, através da Portaria n® 200
de agosto de 1981 (BRASIL, 1981). Atualmente, esta em vigor a Instrucao
Normativa (IN) n® 45 de 15 de junho de 2004 (BRASIL, 2004), na qual contém
normas para prevencao e o controle da AlE.

De acordo com esta Instrucdo Normativa, as medidas de prevencédo e
controle para limitar a disseminagcéo do virus sdo de responsabilidade do servico
veterinario oficial de cada Unidade Federal, sob a coordenagédo do Departamento de
Defesa Animal. As acdes de controle e profilaxia se baseiam principalmente em
testes sorologicos de rotina e na remogdo dos animais reagentes do plantel
(FRANCO & PAES, 2011), além da restricdo ao deslocamento de animais, do teste
dos novos individuos a serem introduzidos nas tropas, do controle da populagédo de
vetores (QUINN, 2005) e do nao compartiihamento de seringas, agulhas e outros
utensilios que possam ser veiculo de células infectadas (RAVAZZOLO, 2007).

O Decreto n® 5.741/2006, que organiza o Sistema Unificado de Atencao a
Sanidade Agropecudria (SUASA) brasileira, estabelece a obrigatoriedade de
apresentacao de documento oficial de sanidade agropecuaria para transito, emitido
pelo servigo fiscalizador correspondente. Por sua vez, a Instrugdo Normativa
n® 18/2006 - SDA/MAPA, configura a Guia de Transito Animal (GTA) como sendo o
documento de certificacdo agropecuaria para transporte de animais vivos, no qual
contém informagdes sobre o destino e condigdes sanitarias, bem como a finalidade
do transporte animal (BRASIL, 2006). Portanto, a fiscalizagdo da movimentacéo de
equideos pelos servicos de defesa sanitaria por meio da emissao de GTA é
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atualmente, um dos principais dispositivos de rastreabilidade e controle sanitario
disponivel, visto que o documento s6 serda expedido para equideos oriundos de
estabelecimentos que cumpram a legislagéo vigente.

Na emissdo da GTA para equideo, com seis meses ou mais de idade, é
obrigatéria a apresentacdo de resultado negativo a prova de IDGA. Animais
destinados ao comércio, transito, participacdo em competicoes, feiras e exposicdes
devem ser necessariamente testados e apresentar resultado negativo no teste de
IDGA (BRASIL, 2014). Em muitos paises, a legislacdo requer certificagdo de “Area
Livre da AIE” antes da importacao de novos animais (QUINN, 2005).

No Brasil, os animais positivos no teste de IDGA devem ser sacrificados,
conforme estabelecido no Programa Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE) do
MAPA, uma vez que ndo existe tratamento ou cura. A propriedade onde se
localizarem estes animais sdo consideradas focos da doencga, nas quais o PNSE
preconiza medidas como: interdicdo da propriedade apos identificacdo do equideo
portador; investigacao epidemioldgica de todos os animais que reagiram ao teste de
diagnéstico de AIE, incluindo historico do transito; marcacdo permanente dos
equideos portadores e sacrificio ou isolamento desses animais; desinterdicdo da
propriedade foco apdés a realizagcdo de dois exames com resultados negativos
consecutivos para AIE, com intervalo de 30 a 60 dias nos demais equideos
existentes e orientagdo aos proprietarios que se encontrarem na area perifocal pelo
servico veterinario oficial, para que submetam seus animais a exames laboratoriais
para diagnéstico de AIE (BRASIL, 2004).
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22 MORMO

O mormo é uma enfermidade considerada reemergente e altamente
contagiosa, de carater agudo ou cronico e que acomete principalmente os equideos.
Felinos, camelos e caprinos também sao susceptiveis a infeccdo e o homem é
hospedeiro acidental, sendo geralmente uma doenca ocupacional (SCHELL et al.,
2007; OIE, 2013). E uma doenca de alta morbidade e letalidade, que ocorre em
diferentes partes do mundo (SILVA et al., 2009).

2.2.1 Agente etioldgico

E causado por uma bactéria da familia Burkholderiaceae denominada
Burkholderia mallei. E um bacilo Gram-negativo, aerébio, imével, encapsulado, nao
formador de esporos, intracelular facultativo e que mede 0,3-0,5 um de diametro e
2-5 pm de comprimento (HIRSH & BIBERSTEIN, 2004). A maioria dos membros
conhecidos da familia Burkholderiaceae é residente no solo, porém a B.mallei € um
patdbgeno que necessita obrigatoriamente de um hospedeiro mamifero para se
manter viavel e que portanto, ndo persiste por muito tempo no ambiente (SANFORD
et al.,1995; CARTER & WISE, 2004; NEUBAUER et al., 2005).

A parede celular da B.mallei é tipica de uma bactéria Gram-negativa. A
capsula de polissacarideos e os lipopolisacarideos (LPS) da membrana celular sao
considerados fatores de viruléncia, que auxiliam o agente a evadir os mecanismos
de defesa do sistema imunolégico do hospedeiro. A perda da capacidade de
produzir os LPS da membrana celular em funcdo das mutacbes provocadas pela
realizacdo de cultivos sucessivos e sequencias, pode levar a redugdo ou mesmo
perda da viruléncia da bactéria (NEUBAUER et al., 2005; CARVALHO FILHO, 2012).

A B. mallei é rapidamente inativada em 24 horas pelo calor e raios solares
diretos, porém sua sobrevivéncia pode ser prolongada em ambientes contaminados,
molhados ou umidos. O agente é sensivel aos desinfetantes usuais como hipoclorito
de sédio (500 ppm), cloreto de benzalcénio (1/2000), permanganato de potassio,
iodo glutaraldeido a 2%, sendo resistente aos desinfetantes a base de compostos
fendlicos. Pode ainda ser destruido pelo calor a 55°C por dez minutos e pela
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irradiacao ultravioleta. A capsula de polissacarideo da B. mallei é considerada um
fator de viruléncia importante e fundamental a sua sobrevivéncia (OIE, 2013).

2.2.2 Histérico e epidemiologia

O mormo € considerado uma das mais antigas doencas dos equideos,
descrita por Aristoteles e Hipdcrates no século Ill e IV a.C. sob a designagéo de
edema maligno (WILKINSON, 1981). A doenca ocorre em diferentes partes do
mundo, principalmente no Oriente Médio, Asia, América do Sul e também na Africa
(Figura 4) (AAZV, 2013), sendo erradicada nos Estados Unidos, na Inglaterra, na
Australia e no Canada (MOTA et al., 2000; DERBYSHIRE, 2002).

Figura 4 - Mapa da distribuicdo do Mormo (jul — dez. 20183).
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Fonte: OIE (2013)

No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez em 1811 e provavelmente
foi introduzida por animais infectados importados da Europa desencadeando-se
verdadeiras epizootias em varios pontos do territério nacional, vitimando muares,
cavalos e humanos que adoeceram com sintomatologia de catarro e cancro nasal. A
enfermidade parecia ter sido erradicada no Brasil, sendo que as ultimas referéncias
a focos foram no municipio de Campos no estado do Rio de Janeiro em 1960
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(MOTA et al., 2000) e em 1968 no municipio de Sdo Lourengo no estado do
Pernambuco (SANTOS et al., 2007). Entretanto, Mota et al. (2000) relataram focos
de mormo em equideos nos estados de Pernambuco e Alagoas em 1999,
caracterizando a “reemergéncia” da doenga no pais.

Nos ultimos dez anos foram notificados focos em equideos nos estados do
Amazonas, Para, Roraima, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Pernambuco, Paraiba, Sergipe, Alagoas, Distrito Federal, Sdo Paulo, Parana e
Santa Catarina, o que demonstra que o mormo vem se difundindo por todo o
territério nacional. Em humanos, porém, ndo ha registros de casos (BRASIL, 2012).

Os animais infectados e portadores assintomaticos sao importantes fontes de
infecgdo. A principal via de infeccado € a digestiva, podendo ocorrer também pelas
vias respiratérias, genital e cutdnea. A disseminacado do agente no ambiente ocorre
pelos alimentos, agua e fémites contaminados. Raramente, a forma cutanea da
infeccdo decorre do contato direto com ferimentos ou por utensilios usados na
monta dos animais. Lesées pulmonares crdnicas, que se rompem nos brdénquios e
infectam as vias aéreas superiores e secre¢des orais e nasais, representam a mais
importante via de excrecéo da B. mallei (RADOSTITS et al., 2002).

2.2.3 Patogenia

Veiculado por agua e alimentos contaminados, o agente atinge o trato
digestério do hospedeiro e pela penetracdo das mucosas da faringe e intestino,
alcanga a corrente linfatica atingindo os ganglios linfaticos regionais onde se
multiplica. Na maioria dos casos, atinge a corrente sanguinea fazendo septicemia
(forma aguda) e posteriormente bacteremia (forma crénica). O micro-organismo
localiza-se nos pulmdes, mas a pele e a mucosa nasal também sdo sitios comuns
de localizacdo. Nos animais infectados formam-se lesbées primarias no ponto de
entrada (faringe), expandindo-se para o sistema linfatico onde produzem lesdes
nodulares. Lesdes metastaticas sdo formadas nos pulmdes e em outros érgaos
como baco, figado e pele. No septo nasal podem ocorrer lesées primarias de
origem hematégena ou secundaria a um foco pulmonar (BEER, 1999; HIRSH et al.,
2004; QUINN et al., 2005).
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A lesdo nodular é formada inicialmente pela infiltracao de neutréfilos, fibrina e
heméacias. Os neutrofilos degeneram-se e uma area necrotica central torna-se
circundada por células epitelidides, células gigantes e por linfécitos infiltrados no
tecido de granulagédo. A predominancia de lesées granulomatosas ou supurativas
sao determinadas pelos tipos variantes da B. mallei (HIRSH et al., 2004).

2.24 Sintomatologia

As formas de apresentacdao do mormo estao relacionadas ao curso da doencga
e sao descritas de acordo com a localizacdo das lesbes primarias (OIE, 2013).
Infec¢des agudas sédo caracterizadas por febre, descargas nasais, tosse e linfadenite
disseminada ao longo do trato respiratério superior. O animal inicialmente apresenta
febre alta, rinorréia, frequentemente unilateral, amarelo-esverdeada e inflamacéao
dos ganglios laringeos apds um periodo de incubacao de 2-3 dias. Na mucosa das
vias aéreas superiores aparecem alteracbes difterdides, nédulos e Ulceras que se
propagam rapidamente. A morte por septicemia ocorre na 22 ou 32 semana. A forma
aguda da doenca manifesta-se geralmente em muares e asininos, sendo a crbnica
mais frequente em equinos (BEER, 1999; HIRSH et al., 2004; MORAES, 2011).

A infeccao crénica, de acordo com a localizacao das les6es, apresenta-se sob
trés formas principais: pulmonar, nasal e cutanea. Mas, na maioria dos focos essas
apresentacdes nado sao claramente distintas e podem ocorrer simultaneamente.
(CARTER & WISE, 2004). As formas respiratorias (pulmonar e nasal) se
caracterizam pela formacdo de nédulos no epitélio das vias aéreas que evoluem
para Uulceras. Pneumonia, tosse, descarga nasal purulenta, epistaxe, dispneia,
lesbes no septo nasal e emaciacdo dos ganglios linfaticos sdo sintomas comuns.
Diarréia e poliuria também podem ocorrer, levando a uma perda progressiva da
condicdo do animal. A forma cutanea caracteriza-se pela formacdo de nédulos
endurecidos no trajeto dos vasos linfaticos, principalmente na regido abdominal, na
face medial dos membros posteriores e costado. Com a progressao da doenca, 0s
nédulos tornam-se flacidos e ao fistularem, drenam secrecao purulenta e podem
evoluir para Ulceras. Essas lesbes nodulares na pele ocorrem a distancias
aproximadamente iguais, resultando em arranjos no formato de colar de pérolas ou
rosario (BLAHA, 1989; MOTA, 2006; SANTOS et al., 2007; MORAES, 2011).
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O periodo de incubacao em infecgdes naturais depende da viruléncia da
B.mallei, da rota e intensidade da infeccdo e de fatores intrinsecos ligados ao
hospedeiro, tais como mecanismos de resisténcia, podendo variar entre poucos dias
ou varios meses (BEER, 1999; OIE, 2013). Em infecgbes experimentais (intra-
traqueal), sinais clinicos como febre de 40°C é observada em um a dois dias;
complicagdes respiratérias sdo evidenciadas em trés ou quatro dias e descarga

purulenta nasal em cinco dias ap6s inoculagao do patégeno (USAHA, 2008).

2.2.5 Diagnostico

Como toda doencga que pode ultrapassar fronteiras internacionais, os sinais
clinicos avaliados isoladamente ndo permitem um diagndéstico definitivo do mormo.
Casos suspeitos devem ser diferenciados de outras infeccoes que apresentam
sintomatologia semelhante, mais especificamente, de garrotilho
(Streptococcus equi), linfangite ulcerativa (Corynebacterium pseudotuberculosis);
pseudotuberculose (Yersinia pseudotuberculosis); esporotricose (Sprortrix schenkii);
linfangite epizodtica (Histoplasma farciminosum); tuberculose (Mycobacterium bovis)
e até mesmo de traumatismos e processos alérgicos. Em humanos, 0 mormo deve
ser diferenciado de meilioidose (B.pseudomallei) cujo agente causador possui intima
similaridade a B.mallei (CARVALHO FILHO, 2012; OIE, 2013).

Sintomas respiratérios e linfaticos em equideos adultos procedentes de
regibes endémicas para o0 mormo, associados a alta letalidade em animais
previamente tratados com antibiéticos sem sucesso terapéutico, sao indicativos para
a suspeita de mormo. Nos casos de evidéncia clinica dos sintomas, o material
bioldgico de eleicao para o diagndstico é o conteudo purulento de ndédulos cutdneos
fechados obtidos por puncdo aspirativa e swabs da mucosa nasal enviados ao
laboratério sob refrigeracdo, para posterior identificacdo bacteriana baseada nas
caracteristicas de crescimento, coloracdo de Gram e provas bioquimicas
(MOTA et al.,, 2000). A inoculacdo de material infectante (secrecdo nasal ou
conteudo dos abscessos subcutidneos) na cavidade peritoneal de cobaias (prova de
Strauss) pode demonstrar em até duas semanas apds inoculacédo, o aparecimento
de orquite, septicemia ou abscessos no ponto de inoculagdo. A necropsia, lesdes
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abscedativas em diferentes 6rgdos sao observadas e utilizadas como fonte de
material para isolamento e identificagéo bacteriana (SILVA, 2003).

Na necropsia de solipedes mortos, as caracteristicas do mormo permitem,
quase sempre, uma conclusédo correta. Em muitos casos o diagndstico sé pode ser
estabelecido mediante estudo histolégico dos nédulos suspeitos (BEER, 1999).

O diagnéstico do mormo, portanto, consiste na associacdo dos aspectos
clinico-epidemiolégicos, anatomo-histopatologico, isolamento bacteriano, inoculagao
em animais de laboratorio, reacao imunoalérgica (maleinizagdo) e principalmente,
testes sorolégicos como a fixacdo de complemento e ELISA (MOTA et al., 2000;
AL-ANI & ROBERSON, 2007).

2.2.5.1 Fixacao de complemento

O Manual de Testes Diagnésticos e Vacinas para Animais Terrestres (OIE,
2013), recomenda o Teste de Fixagcdo de Complemento (FC) para controle do
transito internacional de equideos. No Brasil, as normas para controle e erradicacao
do mormo, aprovadas pela Instrucao Normativa n® 24/2004 - SDA/MAPA, também
adotam para diagnostico da doenca, o FC como teste de triagem, realizado em
laboratério credenciado ou oficial e o teste de maleinizagdo como complementar,
realizado somente pelo servigo veterinario oficial, este Ultimo em animais positivos
na FC, mas sem sinais clinicos, ou em animais negativos na FC com sinais clinicos
(BRASIL, 2004).

O teste de fixacdo de complemento € especifico e apresenta alta
sensibilidade. Ele detecta quase que exclusivamente anticorpos IgG1, especificos da
B.mallei, observados uma semana apo6s infeccdo. Contudo, alguns estudos
demonstram que o melhor periodo para realizacdo do exame situa-se entre 4 a 12
semanas apos a infeccao. O teste detecta animal com sinais clinicos inaparentes e
aqueles infectados na fase crbénica. Segundo dados estatisticos, os resultados da FC
estao de acordo com 99% dos casos positivos (BEER, 1999; MOTA, 2006).

De acordo com a descricdo da técnica na IN n® 12/2004 — SDA/MAPA, um
anti-soro teste é titulado em diluicdo seriada (1:5 a 1:320) e uma quantidade fixa de
antigeno é adicionada a cada pog¢o. Se o anticorpo estiver presente no anti-soro,

formam-se complexos imunes. O complemento é entdo adicionado a solucédo e
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nesta etapa, antigeno, soro teste e complemento reagem juntos. Se os complexos
estiverem presentes, o complemento é ativado, sendo fixado e consumido. Na etapa
final da reacédo, as células indicadoras (eritrécitos) juntamente com uma quantidade
subaglutinante de anticorpo (anticorpo antieritrocitario) sao adicionados a mistura.
Se houver qualquer complemento remanescente, estas células serdo lisadas e
indicarao resultado negativo. Entretanto, caso o complemento tenha sido fixado
pelos complexos imunes, os eritrécitos ndo serdo lisados devido a quantidade
insuficiente de complemento presente na solu¢do e evidenciarao resultado positivo
(Figura 5) (BRASIL, 2004).

Figura 5 - Reagdes negativas e positivas observadas na técnica de Fixagcao de
Complemento (FC).
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Fonte: Lennette & Schmidt (1979)

No exame soroldgico para o diagnéstico do mormo pela técnica FC, além das
leituras: positiva e negativa, o resultado também pode ser considerado
anticomplementar e inconclusivo e em ambos 0s casos, requerem nova coleta em
um periodo de até 30 dias. O resultado da técnica € baseado no percentual de
hemdlise dos eritrécitos sensibilizados e leva-se em consideracao o tamanho, cor do
sobrenadante e espessura do botdo, em respectiva ordem de importancia. O titulo
registrado é a diluicdo seguinte da ultima onde a fixacdo do complemento for
observada (Quadro 1) (BRASIL, 2004).
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Quadro 1 — Esquema da Fixacdo de Complemento com diferentes resultados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
1:5 N N I P P P N P P C C C
1:10 | N N N N P P N P P C C C
1:20 | N N N N N P N P P C C C
1:40 | N N N N N N N N P C C C
1:80 | N N N N N N N N P C C C
1:160 | N N N N N N N N P C C C
1:320 | N N N N N N N N N C C C
A/C N P N N N N N N N C C C
1 — N: Negativo 5 — P: positivo (Titulagdo 1:20) 8 - Controle Positivo Baixo
2 — P: Anti-complementar 6 — P: positivo (Titulagao 1:40) 9 - Controle Positivo Alto
3 — I: Inconclusivo 7 — C: Controle Negativo 10 a 12 — Controles da placa

4 - P: Positivo (Titulacao 1:10)
Fonte: http://www.cernitas.com.br/content/2009/12/resultados-do-exame-de-mormo/

O teste de FC possui validade de 180 dias para animais provenientes de
propriedades monitoradas e de 60 dias nos demais casos (BRASIL, 2004).

A utilizac&do de soros controles adequados é de fundamental importancia para
o método FC porque algumas preparacdes de anticorpos consomem complemento
sem adicdo de antigeno, como por exemplo, soros que ja possuem complexos
imunes. E, alguns antigenos podem apresentar atividade anticomplementar e
resultar em reacdes inespecificas. O soro anticomplementar é aquele que contém
algumas substancias, tais como outras imunoglobulinas que nédo aquela induzida
pela bactéria Burkholderia mallei, outras proteinas ou até mesmo bactérias que
interferem no teste, consumindo o complemento livre, uma vez que este deveria se
ligar ao imunocomplexo hemacia-hemolisina, resultando numa hemolise. Outros
fatores como alimentagéo rica em carboidrato, estresse do animal ou mesmo uso de
algumas medicagdes podem resultar em reacdo anticomplementar (CERNITAS,
2009).

Outros testes sorolégicos para o diagnostico incluem o teste de ELISA, que
detecta anticorpos nos estagios inicias da doenca e que apresenta resultados
superiores aos da FC por nao sofrer influéncia da atividade do complemento, além
dos testes de contraimunoeletroforese e hemaglutinacao indireta. Porém, todos os
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testes sorolégicos podem apresentar resultados imprecisos por até seis semanas
apoés a realizacao do teste de maleina (MOTA, 2006).

2.2.5.2 Teste da maleina

Para o diagndstico imunoalérgico do mormo é utilizado o teste de maleina.
Em equinos infectados a prova mostrou 95% de resultados positivos, porém, pode
falhar em animais num estagio avancado da doenca (BEER, 1999). A maleina € um
antigeno proteico de citoplasma que, uma vez inoculado em um animal previamente
sensibilizado pela exposicao natural a B. mallei é capaz de produzir uma reacao
alérgica (OIE, 2008). Na maioria das vezes, esse antigeno € inoculado em volume
de 0,1 mL na palpebra inferior. A leitura do resultado é realizada 48 a 72 horas apés
a inoculagdo. A reacao positiva caracteriza-se por edema marcado da palpebra,
acompanhado ou ndo de secrec¢do purulenta e conjuntivite (AL-ANI & ROBERSON,
2007).

2.2.6 Prevencao e Controle

Atualmente, ndo ha nenhuma vacina animal ou humana contra a infecgéo por
B.mallei. Alguns estudos estdo sendo realizados com o objetivo de produzir uma
vacina eficaz para o0 mormo, uma vez que, o tratamento dos infectados nao é
permitido (ACHA & SZYFRES, 1986). Desse modo, recomenda-se como medida de
prevencdo, o controle do transito e em caso de focos, adogcdo de regime de
saneamento. Em humanos, a profilaxia deve ser voltada aos grupos ocupacionais
passiveis de infeccdo, como os veterinarios, tratadores de animais, magarefes e
profissionais de laboratorio (BRASIL, 2012).

As medidas para controle do Mormo no Brasil estdo descritas na
IN n® 24/2004 - SDA/MAPA e baseiam-se no controle do transito (intra e
interestadual) e da participacdo de equideos em eventos hipicos. Animais
provenientes de Unidades da Federacao (UF) onde se confirmou a presenca do
agente causador do mormo devem portar exame negativo para a doenca (fixacdo de
complemento), original e dentro do prazo de validade (60 dias) para todas as
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finalidades. Aqueles destinados a exposicao, leildo e esporte em Estados onde se
confirmou a ocorréncia da enfermidade devem portar exame negativo, mesmo sendo
proveniente de localidades consideradas livres de mormo. O retorno de animal,
oriundo de é&rea onde focos foram confirmados, para Estados livres, esta
condicionado a apresentacdo de exame negativo dentro do prazo de validade
(BRASIL, 2004).

O artigo 8% da IN n® 24/2004 - SDA/MAPA preconiza como medidas de
erradicacao, que a propriedade com diagndstico de mormo positivo conclusivo para
um ou mais animais, sera considerada foco da doenca, imediatamente interditada e
submetida a Regime de Saneamento. Os animais reagentes serdo sacrificados, nao
cabendo indenizagao, conforme Decreto Federal n® 24.538/1934 e procedendo-se,
em seguida, a incineragdo ou enterro dos cadaveres no proprio local, a desinfeccao
das instalacoes e fémites, sob supervisdao do servico veterinario oficial. Os demais
equideos da propriedade também serdo submetidos aos testes diagndsticos para
mormo visando saneamento da propriedade e posterior desinterdicdo
(BRASIL, 1934; BRASIL, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  PROPRIEDADES E ANIMAIS

As propriedades selecionadas corresponderam a trés Centros de Treinamento
(CT) de corrida de tambor e baliza, localizados nos municipios maranhenses de Sao
Luis, Pago do Lumiar e Raposa, os quais disponibilizaram para o estudo 78 equinos
com diferentes idades e de ambos 0s sexos, sendo 64 animais (82,05%) da raca
quarto de milha. Essas propriedades foram escolhidas por apresentarem animais
com padronizagdo racial, em bom estado nutricional, e principalmente, por
possuirem uniformidade de manejo alimentar e sanitéario. Para fins da pesquisa, as
propriedades foram identificadas pelas letras A, B e C.

Inicialmente foi estabelecido um periodo pré-vacinal, no qual os animais foram
submetidos a dois controles sorolégicos consecutivos em intervalos de 60 (sessenta)
dias, por meio das técnicas IDGA e Fixacao de Complemento, para assegurar a
auséncia de anticorpos especificos detectaveis para AIE e Mormo. Em seguida, os
animais foram organizados em grupos e um tratamento vacinal distinto foi adotado
em cada propriedade. Sendo que o niumero de animais por grupo ficou condicionado
a quantidade de equinos disponibilizados por cada Centro de Treinamento.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os 78 equinos foram distribuidos em quatro grupos experimentais, sendo um
grupo controle, no qual os animais receberam tratamento com solugéo Ringer lactato
e trés, expostos a tratamentos com vacinas, do tipo triplice recomendada para
prevencdo da encefalomielite equina, influenza equina e tétano; do tipo 6ctupla
indicada para prevencao da encefalomielite, rinopneumonite, influenza dos equideos
e tétano, e com vacina destinada a profilaxia da leptospirose (Tabela 1). Uma
semana ap6s a aplicacdo dos produtos, os equinos foram submetidos a cinco
controles sorolégicos intercalados em sete dias, por meio das técnicas IDGA e FC
para diagnéstico de AIE e Mormo, respectivamente.
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Tabela 1 - Tratamentos realizados em equinos, anterior aos testes sorolégicos: IDGA e FC
para diagnostico de AIE e Mormo.

GRUPOS  PROPRIEDADES  ,0\Dec TRATAMENTO ADMlx:gTDRIi\g io
o1 A, B, C* 06 Solucédo Ringer Lactato I
02 A 10 Vacina triplice M
03 B 36 Vacina 6ctupla IM
04 c 26 Vacina IM

anti-leptospirose

TOTAL 78

*A, B e C - propriedades
**IM - intramuscular

Grupo 01: grupo controle organizado para validagdo da pesquisa e composto
por seis equinos, sendo um animal pertencente a propriedade A, outro a B e quatro
pertencentes a propriedade C. O grupo foi submetido a aplicacdo de 2 mL de
solucao Ringer com lactato por via intramuscular (IM).

Grupo 02: constituido por 10 equinos pertencentes a propriedade A,
submetido a inoculacao de 1 mL (IM) de vacina triplice inativada, composta por virus
de encefalomielite equina, cepas leste e oeste, virus da influenza equina, tipos A1 e
A2 (incluindo Kentucky 92) e toxdide tetanico.

Grupo 03: formado por 36 equinos oriundos da propriedade B, os quais
receberam a dose de 3 mL (IM) de vacina éctupla inativada, composta por virus de
encefalomielite equina leste e oeste; influenza equina cepas: A/equine1/Praga/1/56,
A/equine2/Kentucky/94 e A/equine2/South Africa 4/03; herpes virus equino tipo 1 e 4
e toxdide tetanico,

Grupo 04: composto por 26 equinos oriundos da propriedade C, submetido a
inoculacao de 2 mL (IM) de vacina inativada, composta por culturas de Leptospira
icterohaemorrhagiae,  L.canicola, L.bratislava, L.copenhageni, L.pomona,
L.grippothyphosa, L. tarassovi, L. hardjo prajitno, L. andamana, L. ballum , L. wolffii e
de Leptospira pyrogenes.

As vacinas utilizadas no estudo sao registradas no MAPA e a dosagem
adotada no experimento obedeceu as recomendacdes dos fabricantes. O critério de
escolha das vacinas baseou-se no fato de que sdo de uso frequente no manejo
sanitario de equideos.
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3.3 COLHEITA DE MATERIAL

De cada animal foi colhida uma amostra de 10 mL de sangue por meio de
tubos a vacuo com ativador de coagulo, utilizando-se agulha descartavel calibre
25x8. As amostras foram transportadas sob refrigeracdo até o laboratério
CERNITAS, credenciado pelo MAPA e situado na cidade de Sao Luis - MA. Em
seguida, o soro obtido por centrifugagcédo foi identificado e estocado a -20° C em
microtubos de 1,5 mL até a realizagdo das provas soroldgicas: IDGA e Fixagcédo de
Complemento.

3.4 EXAMES LABORATORIAIS

3.4.1 Teste IDGA

A deteccao de anticorpos para o virus da AIE foi realizada pela Prova de
Imunodifusdo em Gel de Agar a 1% (IDGA), empregando-se um antigeno comercial
e soro controle positivo padronizado segundo as recomendacdes da Portaria
84/1992 — SDA/MAPA e registrados na Coordenacao Geral de Saude Animal
(CGSA), estocados a - 20°C.

Preparo das laminas: foram colocados 4,5 mL do gel de agar em laminas de
vidro medindo 25 x 75 mm e ap6s sua solidificacdo, utilizando um cortador padrao
com sete furadores medindo 4 mm de didmetro e 3 mm de distdncia entre os
mesmos, foram realizados furos em rosetas nos quais inoculou-se o antigeno, soro
padrao e os soros das amostras pesquisadas.

Realizacao da prova: nas cavidades laterais das laminas, foram distribuidos
alternadamente 25 pl dos soros testados e do mesmo modo, 25 ul do soro controle
positivo (SCP). Na cavidade central, inoculou-se 25 ul de antigeno (Figura 6). Em
seguida, as laminas foram incubadas em camara umida em temperatura entre 20° e
25°C e com intervalos de 24 e 48 horas, realizou-se a leitura e interpretacao da

prova.
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Figura 6 - Representacdo esquematica da lamina preparada para IDGA. A -
orificio central para o antigeno; SP - orificios para soro padréo; 1 a 9 —
orificios para soros testes.
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Fonte: Oliveira (2011).

3.4.1.1 Interpretacédo da prova

A reacéo foi considerada negativa quando as linhas formadas entre o0 Ag e o
SCP se dirigiram para a cavidade onde se encontravam as amostras testadas.
Entretanto, quando essas linhas se fundissem com aquelas formadas pelas
amostras em estudo e resultassem em uma linha de identidade total, a reagédo era

considerada positiva.

3.4.1.2 Avaliacao da ocorréncia de reagdes inespecificas na IDGA

Para avaliacdo da ocorréncia de reacoes inespecificas ou de nao identidade
durante o teste de IDGA, foram contabilizadas nas amostras de soro dos 78 equinos
testados, todas as reacdes onde ndao houve formacgéo de linha continua com as do
soro controle positivo. As linhas de precipitacdo correspondentes as reacgdes
inespecificas também foram caracterizadas de acordo com suas formas de
apresentacao: linhas duplas ou simples; fortes ou suaves; retas ou curvas; brilhantes

Ou opacas.

3.4.2 Fixacao de Complemento (FC)

A deteccao de anticorpos especificos para B.mallei foi realizada pela técnica
de Fixacao de Complemento, empregando-se antigeno comercial e soros controles

estocados a - 20°C.
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Soros: as amostras testes e soros controles foram diluidos na proporgcao de
1:5 em solucao de trabalho de trietanolamina (125 pl soro + 500 ul). Em seguida,
foram submetidos a tratamento térmico em banho-maria a 58°C por 30 minutos, a
fim de inativar o complemento porventura ainda existente.

Antigeno: utilizou-se antigeno (Ag) importado mediante autorizacdo do
MAPA, considerando o prazo de validade do produto.

Complemento: foram coletados soros sanguineos de cobaias adultos e bem
nutridos para preparo do Complemento, titulado como descrito na IN n® 12/2004
SDA/MAPA.

Sistema Hemolitico: formado por uma suspensdo de hemacias de carneiro
padronizada em espectrofotdmetro, acrescida de igual volume de uma suspensao de
hemolisina (anticorpo antieritrocitario), também chamado de sistema revelador.

Realizacao da prova: o teste de FC foi realizado em duas etapas. Na
primeira, foram misturados a amostra teste titulada em diluicdo seriada (de 1:5 a
1:320), o Antigeno e o Complemento em microplacas de poliestireno de 96
cavidades com fundo em “U” (Figura 7). Em seguida, as microplacas foram

incubadas em estufa bacteriolégica a 37° C por uma hora.

Figura 7 - Rotulagem das microplacas para titulacdo de soro na técnica de
Fixacdo de Complemento

ALS 11213 415 16 |7 |CH |[CL |[CN [0% |]
B 1:10 25% |2
C 1:20 50% |3
D 1:40 75% |4
E 1:80 100% |5
F 1:160 0
G 1:320 -
AC 9 8

A-G: Diluigbes seriadas (1:5 a 1:320)
1 a 7: Soros testes

CH: Soro controle positivo alto

CL: Soro controle positivo baixo

CN: Soro controle negativo

AC: Anticomplementar

Fonte: Brasil (2004).
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Na segunda etapa do teste, adicionou-se a mistura o sistema hemolitico. Apdés um
periodo de incubacdo em estufa a 37°C por 20 minutos, as microplacas foram
mixadas e incubadas novamente por 25 minutos. Por final, observou-se a ocorréncia
ou nao de lise das hemacias sensibilizadas e em seguida, a atividade hemolitica foi
medida, visando determinar a quantidade do imunorreagente pesquisado.

3.4.2.1 Interpretacédo da prova

Considerou-se como negativo o soro que apresentou lise das hemacias
(auséncia de sedimentacdo) e como positivo aquele com auséncia de hemdlise
(presenga de sedimentacdo). O resultado é considerado inconclusivo quando
apresenta uma reacao muito fraca na diluicao 1:5 que néao permite confirmar a sua
positividade e anticomplementar quando ndo ha hemdlise, ou seja, presenca de
sedimentacao das hemacias no po¢o ndo adicionado de antigeno, denominado AC.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. O modelo
incluiu a ocorréncia de reacoes inespecificas nos testes diagnésticos de IDGA e FC
em cinco repeticdes com intervalos de sete dias, apds adocdo de tratamentos com
diferentes vacinas.

Aplicou-se o teste ndo paramétrico Exato de Fisher, pelo qual se verificou a
ocorréncia das reacdes inespecificas pelos métodos de IDGA e FC aos tratamentos
adotados. E para execucdo da analise estatistica foi utilizado o procedimento
PROCMIXED do programa estatistico SAS®, versdao 9. Considerou-se nivel de
significancia de 5% (P<0,05).
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4 RESULTADOS

Os 78 equinos distribuidos em grupos e submetidos aos cinco controles
sorolégicos pelas técnicas de IDGA e Fixagdo de Complemento, realizados em
intervalos de sete dias apds aplicacao de solucao Ringer lactato e de vacinas contra
influenza, encefalomielite, rinopneumonite equina, tétano e leptospirose,
confirmaram o resultado negativo para AIE e Mormo obtido no periodo pré-vacinal
(Tabela 2).

Tabela 2 - Resultado das provas de IDGA e Fixacao de Complemento (FC) apéds utilizagao
de diferentes tratamentos em grupos de equinos pertencentes a centros de
treinamento de tambor e baliza (2014).

PROVAS DE IDGA / FC

N2 DE
GRUPOS TRATAMENTO
ANIMAIS  7edia  14°dia 21°dia 28°dia 35°dia
01 Sol. Ringer Lactato 06 N*** N N N N
02 Vacina triplice* 10 N N N N N
03 Vacina octupla** 36 N N N N N
Vacina
04 anti-leptospirose 26 N N N N N
TOTAL 78 N N N N N

* Vacina triplice: vacina contra encefalomielite, influenza equina e tétano.
**Vacina 6ctupla: vacina contra influenza; encefalomielite; rinopneumonite equina e tétano.
***N — Resultado Negativo

Entretanto, no Grupo 03, representado por 36 equinos imunizados com vacina
Octupla, foram observadas reacbes negativas inespecificas em quatro animais pelo
método IDGA, totalizando 11,11% de ocorréncia desse tipo de reagdo. Do mesmo
modo, verificou-se no Grupo 04, composto por 26 animais expostos a vacina contra
leptospirose, que quatro equinos demonstraram reagdes negativas inespecificas ao
IDGA, representando 15,38% de ocorréncia no grupo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Ocorréncia de reagdes negativas inespecificas no diagnéstico de AIE pela
técnica de IDGA, apds inoculacdo de diferentes produtos em grupos de
equinos pertencentes a centros de treinamento de tambor e baliza

(2014).
REACOES -
GRUPOS TRATAMENTO ANIMALS NEGATIVAS OCOR(FE,/E)NC'AS
INESPECIFICAS °
01 Solucao Ringer lactato 06 00 00
02 Vacina triplice* 10 00 00
03 Vacina octupla** 36 04 11,11
04 Vacina anti-leptospirose 26 04 15,38
TOTAL 78 08 10,26

* Vacina triplice: contra encefalomielite, influenza equina e tétano.
**Vacina Octupla: vacina contra influenza; encefalomielite; rinopneumonite equina e tétano.

No Grupo 03, os quatro equinos vacinados contra influenza, encefalomielite;

rinopneumonite equina e tétano (vacina 6&ctupla) que apresentaram reacdes

negativas inespecificas demonstraram esse tipo de reacdo nas amostras da quinta

coleta (35° dia) ao teste de IDGA. Sendo que, em dois desses equinos, as reacdes

iniciaram a partir das amostras da quarta coleta (28° dia). Em outro animal, a reacao

inespecifica foi visualizada a partir do 21° dia € no quarto equino, a reagao deu-se

apenas no 35° dia apos a inoculagéo da vacina (Tabela 4).

Tabela 4 - Equinos vacinados contra influenza, encefalomielite; rinopneumonite equina e
tétano (vacina 6ctupla) que apresentaram reagdes negativas inespecificas pelo

método IDGA em intervalos de sete dias (2014).

PROVAS DE IDGA

ANIMAL
72 dia 142 dia 212 dia 28° dia 352 dia
Xs N* N N N (R.I)** N (R.I)
Ye N N N N (R.I) N (R.I)
Ws N N N (R.I) N (R.I) N (R.I)
Zs N N N N N (R.I)

Xs, YB, Ws, Zs — Equinos do Grupo 03 / Propriedade B

*N — Negativo
**N (R.l) — Negativo com Reagéo Inespecifica
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Dos quatro equinos vacinados contra leptospirose (Grupo 4) que
apresentaram reacdes negativas inespecificas, apenas um demonstrou linhas
inespecificas nos cinco controles sorolégicos aos quais foi submetido; em outro
animal, as reacdes iniciaram a partir do 14° dia e se estenderam até o 35° dia; em
um equino, a mesma reacao limitou-se ao 7° dia e no quarto animal, a reacao
inespecifica restringiu-se ao 21° dia apds a inoculacdo da vacina (Tabela 5). Os
soros que mostraram reagdes negativas inespecificas foram submetidos a

contraprova e ratificaram os primeiros resultados.

Tabela 5 - Equinos inoculados com vacina anti-leptospirose que apresentaram reagdes
inespecificas pelo método IDGA em intervalos de sete dias (2014).

PROVAS DE IDGA

ANIMAL
7¢ dia 142 dia 212 dia 28° dia 352 dia
Xc *N (R.I) N (R.I) N (R.I) N (R.I) N (R.I)
Yo =N N (R.I) N (R.I) N (R.I) N (R.I)
We N (R.I) N N N N
Zc N N N (R.I) N N

Xc, Yc, We, Zc — Equinos do Grupo 4 / Propriedade C
*Negativo com Reagéo Inespecifica
**N — Negativo N (R.I)

Com relacéo a técnica de Fixacdo de Complemento, ndo foram observadas
reagdes inespecificas nos testes realizados apds adocdo prévia de diferentes
tratamentos.

As reagOes inespecificas verificadas pelo método IDGA nas amostras
correspondentes ao Grupo 03, cujos equinos foram inoculados com vacina contra
influenza, encefalomielite; rinopneumonite equina e tétano; caracterizaram-se pela
apresentacao de linhas inespecificas do tipo reta, suave e de pouco brilho (Figuras 8
e 9).
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Figura 8 - Linha inespecifica (pogo 2) em resultado negativo ao IDGA observada
em equino vacinado contra influenza, encefalomielite, rinopneumonite
equina e tétano.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 9 - Linha inespecifica (pogo 3) do tipo simples, suave e opaca em resultado
negativo ao IDGA observada em equino vacinado contra influenza,
encefalomielite, rinopneumonite equina e tétano.

Fonte: Autoria prépria.

Enquanto que as amostras do Grupo 04, cujos equinos foram vacinados
contra leptospirose destacaram-se pela demonstracdo de linhas inespecificas
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diversas: simples e compostas; fortes e brilhosas; retas e levemente encurvadas
(Figuras 10, 11, 12 e 13).

Figura 10 - Linha inespecifica simples, levemente curva, suave e brilhante (pogo
2) em resultado negativo ao IDGA observada em equino vacinado
contra leptospirose.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 11 - Reagdo negativa inespecifica (pogo 1) com linhas inespecificas
compostas (duplas), retas e opacas em resultado negativo ao IDGA
verificadas em equino vacinado contra leptospirose.

Fonte: Autoria prépria.



Figura 12 - Linhas inespecificas duplas e brilhantes (pogos 1 e 3) em resultados
negativos ao IDGA observadas em equinos vacinados contra
leptospirose.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 13 - Linhas inespecificas duplas e opacas (pog¢o 2) em resultado negativo
ao IDGA verificadas em equino vacinado contra leptospirose.

Fonte: Autoria prépria.
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Entretanto, apesar das reacbes inespecificas apresentarem caracteristicas
acentuadas e peculiares, o numero de ocorréncias verificadas nos Grupos

experimentais 03 e 04, ndo demonstrou significancia estatistica (P>0,05).



52

5 DISCUSSOES

Os resultados negativos obtidos pelos métodos de IDGA e FC demonstraram que
0 uso de vacinas em equinos em periodo que antecede a realizagdo de exames
laboratoriais para diagnéstico de AIE e Mormo, nao induz a soroconversao, uma vez
que os animais foram submetidos aos mesmos controles sorolégicos na fase pré-
vacinal do estudo e obtiveram igual resultado.

Tais achados divergem dos encontrados por Jacobo et al. (2006) que ao
utilizarem 82 equinos soronegativos submetidos a tratamentos com vacinas e
complexo mineral com compostos organicos, demonstraram que 16,7% do grupo de
animais vacinados contra influenza equina e 16,7% daqueles inoculados com
complexo mineral com extratos vegetais foram falso-positivos pelo método IDGA. E,
25% dos equinos que receberam duas doses do Ultimo produto, também
apresentaram resultados nao especificos, o que confirmou que os tratamentos
utiizados provocaram a soroconversdo. Entretanto, € valido destacar que a
similaridade entre os estudos, baseia-se na utilizacdo de produtos que continham
componentes bioldgicos (vacinas e extratos vegetais), como tratamentos que
antecederam os testes diagnosticos, gerando a hipétese de que esses componentes
seriam responsaveis pelas reacdes inespecificas.

A Portaria n® 84/1992 — SDA/MAPA indica como causa para a ocorréncia de
reagdes inespecificas ao IDGA, a formacdo de outras interagcbes Ag-Ac nao
especificas da p26 do virus da AIE, mas com antigenos molecularmente muito
proximos. Na presente pesquisa, apds analise estatistica, verificou-se que a
ocorréncia de reagdes negativas associadas a linhas de precipitagdo inespecificas
obtidas pelo método IDGA nado estdo correlacionadas a utilizacdo de vacinas.
Portanto, as linhas inespecificas observadas nao foram induzidas por reacdes
imunolégicas decorrentes do uso de vacinas. No entanto, fornece um dado que
podera ser acrescentado a legislagéo, visto que a Portaria N° 84/1992 — SDA/MAPA
relata apenas a ocorréncia simultdnea de reacao positiva (especifica para AIE)
associada a linha de precipitacao inespecifica. Ao contrario do protocolo de leitura
para o teste de IDGA, adotado pelo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA), em que reagdes negativas inespecificas também sdo demonstradas
(USDA, 2008).
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Verificou-se ainda durante a leitura dos resultados que as reacdes negativas
inespecificas de maior destaque caracterizadas pela apresentacdo de linhas
inespecificas duplas (compostas) e brilhantes foram demonstradas no grupo
experimental exposto a vacina contra leptospirose. Aquele desafiado com vacina
octupla (contra influenza, encefalomielite, rinotraqueite equina e tétano) também
apresentou linhas inespecificas, porém mais suaves e com tracos ou curvas
unitarias (simples). A caréncia de dados na literatura, voltados a caracterizagao de
linhas inespecificas pela técnica de IDGA, apds utilizacdo de vacinas ou outros
produtos biol6gicos, limitou a discussao comparativa dos resultados obtidos.

Com relacao a interpretacdo dos resultados encontrados pelo método IDGA,
Oliveira (2011) destacou que as reagdes inespecificas verificadas durante analise
comparativa de dois kits diagnosticos, néo interferiram nas leituras dos testes apds
periodo de incubagéo de 48 horas. Do mesmo modo, neste estudo, a ocorréncia de
tais reacdes nao prejudicou a leitura e interpretacdo dos resultados. Apesar da nao
interferéncia, Silva (2007), destacou durante avaliacdo de um antigeno comercial e
soro controle utilizados na técnica de IDGA, que reagdes inespecificas sao
fenbmenos indesejaveis € que podem ser utilizadas como um parametro de
qualidade para analise de kits comerciais.

Quanto a técnica de FC para diagnéstico de mormo, nao houve o
aparecimento de animais falso-positivo, inconclusivo ou anti-complementar apds
utilizacdo prévia de diferentes vacinas, comprovando que aquelas rotineiramente
utilizadas no manejo sanitario de equinos, tais como: influenza, encefalomielite,
rinopneumonite equina, tétano e leptospirose nao provocam interferéncia no teste

diagnéstico de FC.
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CONCLUSOES

As vacinas contra influenza, encefalomielite, rinopneumonite equina, tétano e
leptospirose utilizadas previamente a realizagdo de testes de IDGA e Fixacao
de Complemento nao interferiram no diagnéstico de AIE e Mormo;

A ocorréncia de reagdes inespecificas observadas em equinos submetidos a
vacinagdo nao demonstrou significancia estatistica;

A observacdo simultdnea de reacbGes negativas associadas a linhas
inespecificas no IDGA para diagnéstico de AIE serve para fundamentar

alteracdes na legislacao vigente sobre diagndstico dessa enfermidade.
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