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INTRODUGAO:

A familia Togaviridae é composta por dois géneros: Alphavirus e Rubivirus. O
género Alphavirus é de interesse em arbovirologia e abrange aproximadamente 30
espécies de virus, algumas das quais tém sido associadas com doengas em animais
domésticos (equinos e aves), silvestres (aves e mamiferos) e ocasionalmente em
humanos. Os alfavirus possuem caracteristicas estruturais e morfolégicas em comum,
sao transmitidos por artropodes e apresentam consideravel relagao antigénica (FLORES,
2007).

Devido o potencial de causar doencga encefalitogénica, os Virus da Encefalite
Equina do Oeste (VEEO), da Encefalite Equina do Leste (VEEL), da Encefalite Equina
Venezuelana (VEEV) séo os alfavirus de maior interesse no estudo das arboviroses no
Brasil (VASCONCELOQOS et al.,, 1991). Dentre esses, o VEEL é o que apresenta maior
viruléncia e patogenicidade (ACHA & SZYFRES, 2003). O VEEL tem os mosquitos dos
géneros Culex, Aedes, Anopheles e Culiseta como vetores potenciais, equinos e
humanos como hospedeiros acidentais e como principais reservatérios as aves silvestres
(RIET-CORREA et al., 2007).

O objetivo deste estudo foi comparar os resultados obtidos para o VEEL obtidos
mediante uso das técnicas de Inibicdo de Hemaglutinacéo (IH) e Teste Soroneutralizagao
em Microplacas (padrdo—ouro), bem como determinar a prevaléncia de anticorpos
inibidores da hemaglutinagdo para alfavirus nos equinos investigados durante o surto
ocorrido na Paraiba, em 2009, tendo em vista que o método diagndstico mais empregado
na investigacdo de eventos epidémicos por arbovirus € a pesquisa de anticorpos
mediante técnica sorologia como: IH, PRNT e ELISA (FLORES, 2007; RIET-CORREA et
al., 2007; ACHA & SZYFRES, 2003).

MATERIAL E METODOS:



Este estudo faz parte de uma investigagdo ampla em equinos, realizada pelo
Ministério da Saude em conjunto com as Secretarias de Saude dos Estados, para
deteccado e determinagdo da magnitude das arboviroses de importancia em saude publica
que circulam no Brasil e definicdo da importancia da vigilancia de epizootias em equinos
como instrumento de prevencgao e controle das arboviroses.

Foi realizado um estudo transversal, utilizando as amostras de soro de 226
equinos coletadas entre maio e julho de 2009, em 15 municipios da regido oeste da
Paraiba, onde haviam ocorrido cinco epizootias por EEL diagnosticadas por PCR
(Reacdo em Cadeia de Polimerase).

Os municipios onde se deu a coleta de sangue, bem como o numero de animais
amostrados, foram: Belém do Brejo do Cruz (2), Brejo do Cruz (27), Cajazeirinhas (2),
Condado (2), Coremas (8), Patos (10), Paulista (58), Piancé (1), Pogo José de Moura
(18), Sao Bentinho (6), Sdo Bento (12), S&o Francisco (1), Sdo Jodo do Rio de Peixe
(42), Sao José do Brejo do Cruz (36) e Vista Serrana (1).

Para efeito do estudo, foi considerado animal infectado pelo VEEL aquele
reagente ao teste de Soroneutralizagdo em Microplacas (padrao-ouro) tendo em vista: o
grande numero de casos de animais com clinica compativel com a doencga, os resultados
de PCR observados em cinco animais que vieram a obito no local, o ndo histérico de
animais vacinados contra encefalite equina no local e a ndo relato de adoecimento ou
morte de animais com histérico de doenga neuroldgica na regiao.

Durante a coleta de sangue, os animais com clinica neurolégica compativel com
encefalite equina foram classificados como doentes. De acordo com informagdes obtidas
nas localidades, 50% dos equinos estudados nao tinha histérico de vacinagado contra
Encefalites Equinas e o restante havia sido vacinado em até sete dias da coleta de soro.
Estes animais foram considerados “ndo vacinados” tendo em vista que ainda n&o havia
tempo habil para producdo de anticorpos vacinais que pudesse vir a interferir no
resultado laboratorial.

O teste de IH foi utilizado para detecgdo de anticorpos contra os seguintes
Alphavirus: VEEL, VEEO, VMUC (VEEYV, subtipo IlIA) e VMAY. Os soros foram titulados
de a partir da diluicdo de 1:20 até 1:1280, sendo a diluigdo de 1:20 considerada como
ponto de corte. As respostas de anticorpos anti alfavirus detectadas nos equinos foram
classificadas em reacdo monotipica (RM) e reagéo heterotipica, isto é cruzada (RC), esta
ultima quando a presenca de anticorpos IH foi detectada para mais de um alfavirus.

Para a pesquisa de anticorpos neutralizantes contra o VEEL, foi utilizada a
técnica de Soroneutralizagdo em Microplacas. Foram considerados reagentes os soros

com titulo de anticorpos neutralizantes = 10 para o VEEL.



Para analise dos resultados observados no |IH em comparagdo a
Soroneutralizagdo em Microplacas (padrao-ouro), foi construida uma tabela de
contingéncia (2x2), a partir da qual foram determinadas a sensibilidade e especificidade
do teste, os valores preditivos positivo e negativo, o Likelihood ratio (LR) positivo
negativo. Para analise de concordancia entre os testes diagnosticos foi utilizado o indice
Kappa, interpretado de acordo com Landis & Koch (1977). Para todos os testes, assumiu-
se nivel de significancia (a) de 5%. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software EpiTools.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Dos 226 animais testados, 22 apresentavam clinica compativel com encefalite
equina na ocasidao da coleta de sangue, o que determina uma prevaléncia pré-teste de
9,7%. Do total, 143 animais foram positivos para EEL pelo Teste de Soroneutralizagéo
em Microplacas (prevaléncia real de 63,3%), e 51 foram positivos pelo IH (prevaléncia
aparente de 22,5%).

Do total de animais positivos para alfavirus no teste de IH, 79,7% (51/64) foram
reagentes para o VEEL, sendo que destes, 39,2% (20/51) apresentaram RM e 60,8%
(31/51) RC. No caso do VEEO, 56,2% (36/64) foram reagentes, sendo que 86,1% (31/36)
foram considerados como RC. Com relagéo aos VMUC e VMAY, a frequencia observada
foi de 4,6% (3/64) no primeiro e de 3,1% (2/64) respectivamente, e todos foram
considerados como RC por terem sido positivos para outros alfavirus.

Heinemann et al. (2006) em Uruara/PA e Casseb (2010) no Para, utilizando o
teste de IH, encontraram prevaléncias de 18,39% e 30,14% para o VEEL e 6,77% e
22,84% para o VEEO, respectivamente. No Para, Casseb (2010) detectou prevaléncias
de 5,31% para o VMAY e VMUC , enquanto n&o foi detectada presenca de anticorpos de
VMAY por Pauvolid-Corréa et al. (2010) em Nhecolandia/MS, o que sugere a auséncia do
virus na area, ou ainda a auséncia de vetores ou a baixa atratividade destes aos equinos.

Considerando os dados de prevaléncia de anticorpos para VEEL disponiveis na
literatura cujo teste diagndstico foi o PRNT, Fernandez et al. (2000) no Parana entre 1996
e 1999 encontraram prevaléncia 54,5% das amostras testadas, Heinemann et al. (2006)
detectaram indices de anticorpos neutralizantes de 27% em Uruara/PA; e Iversson et al.
(1993) e Pauvolid-Corréa et al. (2010) encontraram anticorpos neutralizantes anti VEEL
de 7% e 47,7%, respectivamente, no pantanal mato-grossense.

Das amostras reagentes para o VEEL pelo Soroneutralizagdo em Microplacas,
16,1% (23/143) apresentaram titulagdo = 1:320 , e destas, 17,4% (4/23) foram = 1:1280,
considerada alta se comparada ao cutoff estabelecido, ou com os titulos observados por
Pauvolid-Corréa et al. (2010).



Nos sete municipios que tiveram coleta de amostra em 10 ou mais animais, o
percentual de animais reagentes no teste de IH variou entre 18,5% (5/27) em Brejo do
Cruz/PB e 33,3% em Séao Bento (4/12) e Pogco José do Moura (6/18), ndo existindo
diferenca estatisticamente significativa (X°=1,6; p=0,44) entre as prevaléncias observadas
nestas localidades.

O teste de IH é reconhecidamente sensivel para deteccdo de anticorpos para
arbovirus, enquanto o teste de neutralizagdo é altamente especifico e € empregado no
diagnéstico sorolégico como teste confirmatério. Desta forma, quando analisados os
resultados obtidos no IH para o VEEL em comparagao com aqueles obtidos a partir do
Soroneutralizagdo em Microplacas, encontrou-se uma especificidade de 85,5% (71/83)
para o IH realizado com as amostras em estudo. Os valores preditivos positivo (VPP) e
negativo (VPN) foram de 76,5% (39/51) e 40,6% (71/175), respectivamente o que
significa que a maioria dos positivos detectados no IH foram confirmados pela
Soroneutralizagcdo em Microplacas, sugerindo que o alto VPP ser de grande valor o IH
para determinar a presenga da doenga na area estudada.

Ponderando a probabilidade de infecgdo em individuos com teste positivo e teste
negativo, o Likelihood ratio positivo encontrado foi de 1.88 e o Likelihood ratio negativo foi
de 0.85, sugerindo que a probabilidade de um animal infectado ter o resultado positivo no
teste € duas vezes maior no animal verdadeiramente infectado do que no nao infectado.
Os resultados também demonstraram que a probabilidade de um individuo testado
aleatoriamente resultar positivo no teste de IH foi de 17%, considerando a prevaléncia
pré-teste de cerca 10%, enquanto que a probabilidade de resultar negativo foi de 9%.

Quando analisada a concordancia entre os testes, obteve-se o indice de kappa de
0.104 (-0,009-0,217), o que sugere que nao ha concordancia, uma vez que a diferenca
encontrada nao foi estatisticamente significativa, e a baixa concordancia observada pode
ser atribuida ao acaso.

CONCLUSOES:

Este estudo nos permite compreender o perfil imunolégico para o VEEL em
populagdes de eqliinos no momento da ocorréncia de uma epizootia, preenchendo uma
lacuna no conhecimento da soro-epidemiologia desta enfermidade e sobre a ocorréncia e
o comportamento desse arbovirus frente as mudangas ambientais crescentes.

Os resultados soroldgicos confirmaram uma intensa circulagéo de alfavirus entre
0s equinos da area investigada, especialmente do VEEL apesar de muitos animais
apresentarem-se assintomaticos no momento do exame clinico. Além disso, indicam que
o teste IH pode ser recomendado como de triagem em inquéritos sorologicos desta

natureza para determinar a presenca de doenga, tendo em vista as elevadas taxas de



especificidade e valor preditivo, bem como do Likelihood ratio positivos verificados neste
estudo.
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