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EPIGRAFE

““Quando vocé educa um psicopata, tudo o que ganha € um psicopata educado”

Gregg McCrary



RESUMO
TORRES, Gabriel Adrian Sanchez — Avaliacdo da eficiéncia da vacinagdo contra a

febre aftosa no estado de S&o Paulo, Brasil. 2018. 55 f. Dissertagdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios, Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2018.

A febre aftosa € uma doenca infectocontagiosa de rapida dispersdo, que afeta
diversas espécies domeésticas. As estratégias de controle e erradicacdo da doenca adotadas
na maioria dos paises do continente incluem a vacina¢do massal da populacao susceptivel.
Para avaliar a resposta imune de animais vacinados contra a febre aftosa, foi desenvolvida
a técnica de ELISA de Competicdo em Fase Liquida (CFL), padronizada pelo Centro
Panamericano de Febre Aftosa para uso na América do Sul, diante dos sorotipos presentes
no Continente — A24 Cruzeiro, O1 Campos e C3 Indaial. No presente trabalho, o rebanho
bovino do Estado de S&o Paulo, Brasil, foi submetido a um estudo transversal para a
avaliacdo da imunidade populacional frente aos trés sorotipos do virus da febre aftosa
presentes na formulagdo da vacina. A amostra foi estratificada segundo a idade, com dois
grupos etarios (animais entre 6 e 12 meses e animais de 13 a 24 meses), e segundo 0
tamanho do rebanho, com outros dois grupos (rebanhos de até 50 cabecas e rebanhos com
mais de 50 cabecas). Para determinacdo do tamanho da amostra, considerou-se um nivel
de confianga de 95,0%, sensibilidade e especificidade do teste de 83,3%, erro de
amostragem de 10,0% e erro absoluto de 8,5%. Em relacéo as prevaléncias esperadas,
adotou-se a expectativa de protecdo de 70% para bovinos entre 6 e 12 meses de idade nos
rebanhos com até 50 animais, 75% para bovinos entre 6 e 12 meses de idade nos rebanhos
com mais de 50 animais, 80% para bovinos entre 13 e 24 meses de idade nos rebanhos
com até 50 animais e 85% para bovinos entre 13 e 24 meses de idade nos rebanhos com
mais de 50 animais. No total, foram colhidas amostras de 199 animais divididos em 51
propriedades. Os resultados demonstraram indices de protecdo de 78,2% para o virus O,
79,9% para o virus A e 82,6% para o virus C — estando os indices para os sorotipos A e
O ligeiramente abaixo dos 80,0%, valor minimo preconizado pelo MAPA.

Palavras chave: Febre aftosa. Vacinacdo. Cobertura imunoldgica. ELISA-CFL.



ABSTRACT
Torres, Gabriel Adrian Sanchez — Evaluation of the vaccination efficiency against foot-

and-mouth disease in the State of Sdo Paulo, Brazil. 2018. 55 f. Dissertacdo (Mestrado
em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios, Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2018.

Foot-and-mouth disease is an infectious disease of fast dissemination, affecting
several domestic species. The disease control and eradication strategies adopted in most
of the continent countries include the vaccination of the susceptible population. To
evaluate the immune response of animals vaccinated against foot-and-mouth disease, the
Liquid Phase Competition (CFL) ELISA technique was developed, being later
standardized by the Pan American Foot-and-Mouth Disease Center for its use in South
America, considering the virus subtypes present in the Continent - A24 Cruzeiro, O1
Campos and Indaial C3. In the present study, the bovine herd of the State of Sdo Paulo,
Brazil, was submitted to a cross-sectional study to evaluate the population immunity
against the three foot-and-mouth disease virus serotypes present in the vaccine
formulation. The sample was stratified according to age, with two age groups (animals
between 6 and 12 months and animals from 13 to 24 months), and according to the size
of the herd, with two other groups (herds of up to 50 animals and herds larger than 50
animals). To determine the sample size, the following parameters were considered:
confidence level of 95.0%, test sensitivity and specificity of 83.3%, sampling error of
10.0% and absolute error of 8.5%. Regarding the expected prevalences, the following
protection expectation were considered: 70% for cattle between 6 and 12 months in herds
with up to 50 animals, 75% for cattle between 6 and 12 months in herds with more than
50 animals, 80% for cattle between 13 and 24 months in herds with up to 50 animals and
85% for cattle between 13 and 24 months in herds with more than 50 animals. In total,
199 animals were sampled, divided among 51 properties. The results showed protection
rates of 78.2% for virus O, 79.9% for virus A and 82.6% for virus C — being the rates for
the serotypes A and O slightly below 80,0%, minimun value recommended by MAPA.
Keywords: Foot and mouth disease. Vaccination. Immunological coverage. ELISA-
CFL.
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1. INTRODUCAO

A febre aftosa € uma doenca infectocontagiosa que acomete bovinos, bubalinos,
suinos, caprinos, ovinos e uma extensa gama de animais silvestres, majoritariamente
biungulados, embora ocasionalmente afete outros animais, como a anta, a capivara e 0
elefante (OIE, 2018). E uma doenca de curso agudo, altamente contagiosa e de rapida
dispersdo, causando diversos prejuizos a pecuaria (PITUCO, 2012, p.1). Além do impacto
negativo na producéo de carne e leite, 0s custos e prejuizos relacionados a ocorréncia de
febre aftosa incluem a perda de mercados importadores de produtos de origem animal, 0s
gastos inerentes ao controle da doenca e a indenizacdo de animais descartados e a reducao
das atividades ou o fechamento de indUstrias de abate e processamento de produtos de
origem animal, entre outros (KNIGHT-JONES; RUSHTON, 2013, p. 163-171). E
considerada a doenca de maior impacto em satde animal em todo o mundo (LONGJAM
et al., 2011, p.1). Sua primeira descricdo se deu na Italia, em 1546, tendo sido pela
primeira vez detectada na América do Sul em 1870 e, posteriormente, no Brasil, em 1895,
no municipio de Uberaba (GRUBMAN; BAXT, 2004, p. 465; LYRA; SILVA, 2004, p.
565).

A febre aftosa é causada por um virus de RNA fita simples, ndo envelopado, do
género Aphtovirus e da familia Picornaviridade. A conformacdo do virus € icosaédrica,
e seu tamanho é bastante reduzido — cerca de 25-30 nm em didmetro (FORREST et al.,
2014, p. 2651). O RNA, que corresponde a 31% da constituicdo total do virus, é
extremamente compactado e de conformacdo esférica. A capside é formada por uma
estrutura polipeptidica composta por quatro proteinas: VP1, VP2, VP3 e VP4. Esse
polipeptideo repete-se por sessenta vezes na formacdo da céapside, que apresenta as
proteinas VP1, VP2, VP3 (externas) e VP4 em sua face interna. A proteina VP1 é a mais
importante na modulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro (JAMAL; BELSHAM,
2013, p.2).

Por ser um RNA virus, é particularmente susceptivel a mutacdes, o que explica a
grande quantidade de sorotipos, subtipos e cepas existentes do agente (GRUBMAN;
BAXT, 2004, p. 473). Atualmente, sdo reconhecidos sete sorotipos do virus: A, O, C,
SAT1, SAT2, SAT3 e ASIAL, sendo que os trés primeiros ja foram diagnosticados na
América do Sul (DOEL, 2003, p. 82). Dentre esses, ja foram descritos 11 subtipos para o
sorotipo A, 32 subtipos para o sorotipo O e 5 subtipos para o sorotipo C. No Brasil, 0s
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subtipos mais importantes sdo o A24 Cruzeiro, 0 O1 Campos e o C3 Indaial, que entram
na composicdo da vacina de uso obrigatdrio no pais (LYRA; SILVA, 2004, p. 567-573).

Os sinais clinicos da febre aftosa incluem a formacdo de vesiculas no espaco
interdigital, coroa do casco, gengivas, labios, palato, lingua e Ubere, febre alta (até 40°C),
anorexia e depressdo (OIE, 2018). Como consequéncia da formagdo e posterior
rompimento das vesiculas, geralmente observa-se sialorreia e secrecdo nasal. O
rompimento das vesiculas também leva a formacao de lesdes ulcerativas na boca e lingua,
que se tornam altamente sensiveis, 0 que costuma ocasionar uma brusca queda no
consumo de alimentos. Quando as lesdes se localizam nos cascos, ha dificuldades de
locomocéo e claudicacdo. A reducdo na ingesta, somada a uma locomocdo limitada — e
consequente diminuicdo da procura de alimento — leva a consideraveis reducdes da
producao leiteira e do ganho de peso. Vesiculas rompidas no Ubere e nos tetos também
podem facilitar a ocorréncia de mastites secundarias. Em bezerros, pode ocorrer
miocardite, levando o animal a morte. Em suinos, as lesdes costumam concentrar-se nas
patas, sendo quase sempre bastante severas. De modo geral, 0os suinos sdo mais
susceptiveis a manifestacdo clinica da doenca, seguido de bovinos e bubalinos. Em
caprinos e ovinos, 0s sinais costumam ser menos pronunciados, embora essa condi¢ao
varie com a cepa e o grau de imunidade dos animais (GRUBMAN; BAXT, 2004, p. 474
— 475).

O periodo de incubacdo da febre aftosa varia entre um e catorze dias, prevalecendo
periodos curtos (até trés dias), em especial em suinos. O virus se liga aos receptores
presentes no epitélio e é internalizado por endocitose. A principal proteina da capside
viral envolvida nesse processo é a VP1 (ALAM et al., 2013, p. 37). Em seguida, ocorre 0
primeiro ciclo de replicacdo, que varia de acordo com a porta de entrada do virus: na
mucosa da via respiratoria superior, quando a transmissao € aerégena, como predomina
em bovinos; ou na regido faringea ou mucosa gastrintestinal, quando a infec¢éo é por via
oral, como costuma ocorrer com suinos. Em seguida, as células adjacentes sdo infectadas,
e 0 virus passa ao sangue e aos vasos linfaticos, atingindo ganglios e glandulas. Apés a
viremia, 0 virus chega ao epitélio oral, nasal, das patas, do rimen e do Ubere. Ali se
replica, sendo que, antes do aparecimento dos primeiros sinais clinicos — febre e formacéo
de vesiculas — ja estd presente em quase todas as secrecfes do hospedeiro, podendo
infectar outros animais susceptiveis (SUTMOLLER et al., 2003, p. 102).
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As vias de transmissdo mais importantes da febre aftosa incluem o contato direto
com o conteudo da vesicula, secrecdes e excrecBes; a transmissao por aerossois; e o
contato indireto, por meio de fomites e de produtos e subprodutos contaminados. Leite,
saliva, urina, sémen e fezes possuem altas concentracGes de virus, que podem contaminar
0 ambiente ou infectar outros animais. A via de entrada da infeccdo geralmente é
respiratéria, mas a forma oral também pode ter relevancia, especialmente em suinos
(STENFELDT et al., 2016, p. 2-3). Essa espécie também é conhecida como amplificadora
da doenca, uma vez que elimina, em suas secre¢des, grandes quantidades de virus
(PACHECO; MASON, 2010, p. 134).

A viremia dura em torno de cinco dias, e o periodo de transmissibilidade se estende
até duas semanas. Apos esse periodo, apenas animais portadores sdo capazes de transmitir
0 virus, que se mantém na regido esofagico-faringeo por até 24 meses em bovinos e 6
meses em pequenos ruminantes (PINTO, 2012, p. 2). As figuras 1 e 2, a seguir, resumem
a dindmica da patogenia da febre aftosa:

Patogenia da Febre Aftosa

a - Inalacdo do virus
b - Infeccdo de células na cavidade nasal, faringe e eséfago
¢ - Replicacdo do virus e disseminacgdo para células

. 24 - 72h
adjacentes - (1 a3 dias)
d - Passagem do virus a vasos sanguineos e linfaticos
e - Infeccdo de nodulos linfaticos e outras glandulas
f - Infeccdo de células da cavidade oral, patas, Ubere e rimen
g - Comego da febre
h - Aparecimento de vesiculas na cavidade oral, patas, Ubere 72 - 96h
e rimen (3 a4dias)
i - Salivacdo e descarga nasal e claudicacao
j - Ruptura de vesiculas e intensificacdo de sintomas
k - Final da febre 12(_)h

(5 dias)

| - Final da viremia e come¢o da producao de anticorpos
m - Diminuig&o do titulo de virus em varios tecidos e
liquidos

n - Cura de lesdes e o animal comega a comer A partir do 10° dia
0 - Desaparecimento grgdual do virus de tecidos e liquidos A partir do 15° dia
p - Aumento da producéo de anticorpos

g - Cura completa

(O virus pode persistir na regido nasofaringeana por tempo
de 6 a 24 meses em bovinos e de 4 a 6 meses em pequenos

ruminantes, segundo fichas técnicas da OIE)
Figura 1: Patogenia da febre aftosa em bovinos (Fonte: https://www.paho.org/panaftosa/ - Links:
Enfermidades Vesiculares/Febre Aftosa/Diagndsticos, acessado em julho de 2016).

A partir do 8° dia

15 dias
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’ Protecdo
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Colheita de material para isolamento dias

Figura 2: Evolucdo teorica da febre aftosa, em dias correntes, em um bovino infectado (Fonte: adaptado do
documento Série de Manuais Didaticos, n° 2, Panaftosa, 1978, p. 37).

A febre aftosa ja foi registrada em diversos paises. Foi erradicada com sucesso nos
Estados Unidos, Canada, México, América Central e Austrdlia, entre outros (OIE, 2018).
Os paises da Europa Ocidental também levaram a cabo programas bem-sucedidos de
erradicacdo, embora tenha ocorrido uma reintroducao do virus na Gra-Bretanha, em 2007.
Situacdo semelhante ocorreu no Japdo, pais livre da doenca, onde ocorreu um foco
deflagrado em 2010. Ambos os paises restituiram sua condicdo perante a Organizagdo
Mundial de Saude Animal (OIE) apds a erradicagdo dos surtos e a comprovagdo da

auséncia de circulacéo viral.

OIE Members' official FMD status map

Last update July 2018 Click on a specific region to zoom in
e 3 == = _

- © OIE 2018

Members and zones recognised as Containment zone within a FMD Countries and zones without an OIE
free from FMD without vaccination free zone official status for FMD

Members and zones recognised as :
free from FMD with vaccination Bl suspension of FMD free status

Figura 3: mapa dos paises segundo status sanitario em relacdo a febre aftosa (Fonte:
http://www.oie.int/en/animal-health-in-the-world/official-disease-status/fmd/en-fmd-carte/, acessado em
01/08/2018)
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Na América do Sul, a distribuicdo geografica da febre aftosa sofreu drésticas
mudancas nas Ultimas décadas. Diversos paises tém apresentado significativos avancos
em seus programas de controle e erradicagdo, com expansdo de zonas livres, com ou sem
vacinacdo, reconhecidas pela OIE. Atualmente, grande parte do territério sul-americano
é declarado livre da doenca, conforme é demonstrado no mapa abaixo:

SOUTH AMERICA: OIE Members' official FMD status map

Last update May 2018

o
Guyana

Suriname

— ,French Guyana

-

M
)

Brazil Members and zones recognised as FMD free

without vaccination

Members and zones recognised as FMD free
with vaccination

f""/( - Containment zone within a FMD free zone

Country and zone without an OIE official status
for FMD

© OIE 2018

Figura 4: status sanitario dos paises da América do Sul em relagdo a febre aftosa (Fonte:
http://www.oie.int/fileadmin/Home/js/images/fmd/FMD_SouthAmerica ENG.png, acessado em
01/06/2018)

Destaca-se que todo o Brasil foi reconhecido pela OIE como livre de febre aftosa
com vacinacgdo pela OIE, conquista alcancada em janeiro de 2018, sendo que os trés
ultimos Estados — Roraima, Amapa e Amazonas foram reconhecidos em 2017 pelo
MAPA como zona livre de Febre Aftosa com vacinacdo, e o reconhecimento oficial
mundial dessa condicdo sanitaria foi na reunido anual da OIE, em maio de 2018, em Paris
(BRASIL, 2017; OIE, 2018).

No Brasil, esta implementado desde 1992 o Programa Nacional de Erradicacdo de
Febre Aftosa (PNEFA), que fixa as diretrizes para a vigilancia e a erradicacdo da doenga

em territorio nacional. As estratégias implementadas pelo PNEFA incluem a estruturacéo
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de acdes de vigilancia epidemioldgica, o controle do transito de animais susceptiveis, a
declaracdo de zonas livres da doenca e a vacinacdo massal de bovinos e bubalinos
(BRASIL, 2007).

A escolha quanto a quais espécies vacinar € uma decisdo estratégica, que varia de
acordo com o planejamento adotado pela autoridade sanitaria oficial. Os suideos, por
exemplo, sdo altamente sensiveis ao virus, mas estudos tém sugerido que sua resposta
imunoldgica frente & vacinagio é pouco satisfatoria. LUCAM e FEDIDA (1958, p. 621)
testaram vacinas monovalentes em suinos, em doses que variaram de 1,4 a 64 mL.
Segundo esse estudo, a dose necessaria para um indice de 50% de protecdo contra a
generalizagdo podal seria de 51 mL. Esse volume corresponde a 30 vezes a dose usada,
considerando o mesmo tipo de vacina, para proteger 100% dos bovinos — uma quantidade

inviavel para se aplicar por via intramuscular em suinos.

Mais tarde, substituindo-se o hidréxido de aluminio por adjuvantes oleosos, foi
possivel produzir vacinas mais eficientes (KAHN et al, 2002, p. 350). Ja em 1976, uma
vacina produzida a partir do sorotipo O1, com uso de adjuvante de Freund incompleto,
mostrou-se vidvel para utilizagdo em suinos. A longevidade da protecéo, porém, provou-
se ainda bastante variavel — aos 90 dias pds vacinacdo, de 33 a 100% dos animais estavam
protegidos contra desafios de inoculacdo viral (MCKERCHER; BACHRACH, 1976, p.
67). Essa variacao de resposta em animais mantidos e vacinados sob as mesmas condicoes
mostra o quanto pode ser dificil predizer a resposta imunitaria de suinos frente as vacinas
contra a febre aftosa, em perspectiva de rebanho. Ainda hoje, embora existam, fora do
Brasil, vacinas contra febre aftosa elaboradas para uso em suinos, desenvolver imunidade
adequada nessa espécie, por meio da vacinacdo, é considerada um desafio (PEREZ;
WILLEBERG, 2017, p. 133).

Deve-se levar em conta também o papel epidemiolégico do suino na transmissdo da
febre aftosa e os sistemas de producdo adotados no Brasil. Os suinos tém grande
capacidade de replicar o virus da febre aftosa, eliminando-o em altas concentracGes. Por
iss0, sdo considerados multiplicadores da doenca (PACHECO; MASON, 2010, p. 134).
Por outro lado, embora mais sensivel, € uma espécie menos susceptivel — ou seja, €
necessaria uma maior carga viral para a infeccdo inicial; ainda que, uma vez a infeccéo
estabelecida, os sinais clinicos tendam a ser mais severos (PITUCO, 2012, p.5). Também

é sabido que, no pais, 0s suinos comerciais sdo criados em sistemas de alta biosseguridade
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— 0 que é especialmente verdadeiro em granjas de reproducéo. Portanto, pode-se concluir
que a vacinacdo massal de suinos ndo seria tecnicamente conveniente ao pais. Em relagéo
a criacOes de fundo de quintal, é fundamental que o Servico Veterinario Oficial (SVO)
invista em educacdo sanitaria. Deve-se esclarecer aos produtores a dindmica da doenca
nos rebanhos suinos, ressaltando-se que, nessa espécie, a via digestiva € a principal porta
de entrada do virus, ao contrario do que ocorre com bovinos. Assim, os cuidados com a
origem e a qualidade da alimentacdo fornecida aos animais tem papel fundamental na
prevencdo da doenca (ZANELLA et al., 2016; PITUCO, 2012, p.5).

Ovinos e caprinos, ao contrario dos suinos, tendem a apresentar uma resposta
imunoldgica bastante satisfatdria frente a vacinacdo. Em paises como a Grécia, com uma
populacdo de ovinos e caprinos significativa — que superava em mais de dez vezes a
populacéo bovina, no ano de 2000 — a vacinagdo massal dessas espécies foi considerada
ponto fundamental de controle da doenca, quando da ocorréncia de um foco naquele ano
(APHIS, 2000, p. 1-2). Pequenos ruminantes tendem a exibir sinais clinicos mais brandos
que bovinos e suinos, mas podem representar excelentes sentinelas sorolégicos quando
ndo vacinados, razdo pela qual o Brasil optou por proibir a vacinacdo dessas espécies
(BRASIL, 2007, p. 7).

Para bovinos e bubalinos, a vacinagdo é obrigatoria em todo o Brasil, exceto no
Estado de Santa Catarina (BRASIL, 2007, p. 5). Na maioria das Unidades Federativas, a
vacinacdo é realizada duas vezes ao ano. Em S&o Paulo, até 2017, era obrigatéria a
vacinacao de animais de até 24 meses em maio, e de todo o rebanho em novembro. Porém,
por solicitacdo dos pecuaristas — que entendiam que a vacinagdo de fémeas em idade
reprodutiva em novembro comprometia a eficiéncia da estacdo de monta — o calendario
foi invertido. A partir de 2018, os animais de até 24 meses passaram a ser vacinados em
novembro, enquanto a etapa que envolve todo o rebanho foi passada para maio. De fato,
FERREIRA (2015, p. 51) demonstrou que a vacinagdo contra febre aftosa, durante a
gestacdo precoce, aumenta em quatro vezes a incidéncia de perda embrionaria, quando

comparado com a aplicacdo da vacina sete ou mais dias antes da inseminacéo.

Um dos pontos chave para que a estratégia de vacinacdo massal tenha sucesso € a
manutencdo de altos indices de anticorpos vacinais circulantes na populagdo alvo. Tais
indices podem ser mensurados por meio de técnicas soroldgicas, como o ELISA de

Competicdo em Fase Liquida — ELISA-CFL, uma das técnicas preconizadas pela OIE
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para a deteccao de anticorpos estruturais contra o virus da febre aftosa (OIE, 2015). Na
ultima década, o Brasil tem feito estudos periddicos para avaliar o nivel de protecdo

imunitaria de seu rebanho com uso do ELISA-CFL.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente trabalho foram:

- Avaliar o resultado das a¢bes do Programa de Erradicacdo da Febre Aftosa no

Estado de Sdo Paulo;

- Subsidiar o fortalecimento da estrutura dos programas sanitarios e dos sistemas de

atencdo veterinaria do Estado de Séo Paulo;

- Fomentar a cooperacdo técnico-cientifica entre Instituicbes de Pesquisa, MAPA e

Coordenadoria de Defesa Agropecuaria do Estado de Séo Paulo.
Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

- Avaliar a condicdo imunitéria do rebanho bovino do Estado de S&o Paulo, vacinado

sistematicamente contra o virus da febre aftosa;

- Contribuir com a realizacdo das ac¢des previstas no Plano Nacional de Erradicacao
da Febre Aftosa.
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3. REVISAO DE LITERATURA

O uso massal da vacinacdo em animais susceptiveis € uma estratégia fundamental
para a reducdo da prevaléncia da febre aftosa, no intuito de se passar a erradicacdo
(SAMARA,; BUZINARO; CARVALHO, 2004, p. 375). Juntamente com o controle de
transito de animais e produtos e o abate sistematico de animais infectados, tem formado
a base da maioria dos programas de erradicacdo de febre aftosa conhecidos no mundo
(GRUBMAN, 2006, p. 341). Até adecada de 1990, o Brasil utilizava basicamente vacinas
de adjuvantes aquosos, a base de hidroxido de aluminio, cuja eficécia € bastante inferior
as fabricadas com adjuvante oleoso (CUNLIFFE; GRAVES, 1963, p. 194). Em 1968, o
Centro Panamericano de Febre Aftosa (PANAFTOSA) iniciou o estudo de vacinas
oleosas, com o uso do adjuvante VA-AO (NADER et al., 1992, p. 785). Logo se
comprovou que o uso dessa nova tecnologia permitia a producéo de titulos de anticorpos
contra febre aftosa mais altos e mais duradouros, o que levou a massificacdo da producao

de vacinas oleosas.

A vacina é obtida a partir de uma suspenséo estavel do virus inativado em adjuvante
oleoso, composto geralmente por 6leo mineral e um emulsificante (NADER et al., 1992,
p. 785). O adjuvante estimula a proliferacdo de linfocitos T, a producéo de linfocinas e a
resposta humoral ao antigeno. No sitio de dep6sito do antigeno, se forma um granuloma
e, em consequéncia, ha um estimulo especifico para a resposta imune retardada, o que
explica a maior longevidade da producdo de anticorpos em animais vacinados (NADER
etal., 1992, p. 785). A partir de 1996, com o uso exclusivo de vacinas oleosas, o Programa
Nacional de Erradicacdo de Febre Aftosa deu um salto qualitativo, evidenciado pela
acentuada queda do nimero de focos desde entdo (LYRA; SILVA, 2004, p. 571).

A acentuada queda no nimero de focos de febre aftosa a partir das décadas de 1980
e 1990 deveu-se, além da adocdo da vacina oleosa, do avanco das medidas oficiais de
controle da doenca, como a melhoria do cadastro de propriedades rurais, estruturacéo dos
servicos oficiais, controle do transito de animais e produtos e caracterizacdo dos
ecossistemas de febre aftosa (PITUCO, 2013, p.5). O sucesso do PNEFA pode ser
constatado, na préatica, pela completa erradicacdo da doenca no pais, conforme se observa

no grafico a seguir:



27

12000

10000

8000 A

6000

4000 /

2000 A

A S O S S L R S SR GG LIS SN oS LN NS NN N 4
Y DTN R AT AT AT AT AT AT AT DT AT

Grafico 1: Namero de focos de febre aftosa no Brasil, de 1970 a 2018 (adaptado de LYRA,; SILVA, 2004,
p. 572).

No Brasil, a responsabilidade pela aplicagcdo da vacina cabe aos produtores rurais.
No entanto, as estratégias de vacinacdo sdo definidas em conjunto pelo MAPA e pelos
Servigos Veterinarios Estaduais, com base na situacdo epidemiolégica e nas
caracteristicas geogréaficas e agroprodutivas de cada Unidade da Federacdo (BRASIL,
2007, p. 3). Séao oficialmente reconhecidas as seguintes estratégias de vacina¢do contra a
febre aftosa (BRASIL, 2007, p. 6):

1. Vacinagédo semestral de todos os animais, em etapas com duracdo de 30 dias;

2. Vacinagdo semestral de animais com até 24 (vinte e quatro) meses de idade e anual
para animais com mais de 24 meses de idade, com realizacdo ou ndo de etapa de reforco
para animais com até 12 (doze) meses de idade, em etapas com duracdao de 30 (trinta)
dias;

3. Vacinacdo anual de todos os animais, em etapas de 45 a 60 dias, em regides onde
as caracteristicas geogréaficas possibilitam o manejo das exploracGes pecuérias apenas

durante periodo limitado do ano.
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Cabem nesse ultimo item as regides reconhecidas pelo MAPA como de dificil
manejo, o que hoje inclui o Estado do Amap4, o bioma do Pantanal (Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul), o arquipélago de Maraj6 e os municipios de Faro e Terra Santa (Para) e
a llha do Bananal (Tocantins). E importante ressaltar que, embora essas estratégias sejam
reconhecidas, nem todas necessariamente, sdo utilizadas na pratica. Atualmente, devido
ao avan¢o do PNEFA e a erradicacdo da doenca em territorio nacional, ndo mais se utiliza
0 esquema de vacinacdo mais conservador — a vacinagdo semestral de todo o rebanho
(MAPA, 2018, p. 4). O calendéario de vacinacao atualmente vigente esta representado nas

figuras a seguir:

[[] ESTRATEGIA I (Vacinagdo semestral
<24 meses e anual >24meses)

ESTRATEGIA II (Vacinagdo anual
de todo o rebanho)

[ ] ZONA LIVRE SEM VACINACAO

Figura 5: Mapa das estratégias de vacinacdo contra febre aftosa adotadas no Brasil (Fonte:
www.agricultura.gov.br - Links: Sanidade Animal e Vegetal/Saide Animal/Programas de Saide Animal/
Febre Aftosa/Calendario de Vacinagéo, acessado em setembro de 2018).
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MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
sceretaria de Defesa Agropecudria

Departamento de Saide Animal

Calendario nacional de vacinacido dos bovinos e bubalinos contra a febre aftosa

2018

UF JAN | FEV | MAR | ABR | MAI | JUN | JUL

ACRE
ALAGOAS

AMAPA
AMAZONAS @

BAHIA

CEARA

DISTRITO FEDERAL
ESPIRITO SANTO

GOIAS

MARANHAO

MATO GROSSO ™

MATO GROSSO DO SUL «
MINAS GERAIS

PARA @

PARAIBA

PARANA

PERNAMEUCO

PIAUL

RIO DE JANEIRO

RIO GRANDE DO NORTE
RIO GRANDE DO SUL
RONDONIA

RORAIMA ()

SAO PAULO
SERGIPE
TOCANTINS (0

4|

Atualizado em 31/08/2018

Le da:
wegenda Estratégias de vacinacio autorizadas pelo MAPA-IN 44/2007.

Vacinacao de todo o rebanho bovino e bubalino.

Vacinacao de animais com menos de 12 meses.
Vacinacido de animais com idade até 24 meses.

9 Vacinacao anual de todo o rebanho bovino e bubalino.

@ A vacinacao nos periodos de 15/03 a 30/04 e de 15/07 a 30/08 ocorre em 41 municipios que compdem as margens do Rio Amazonas. Os
municipios de Guajara e Boca do Acre seguem o calendario do estado do Acre. As propriedades do sul de Canutama e Labrea seguem o calendario
do estado de Ronddénia. Os demais municipios do Estado do Amazonas devem vacinar seus rebanhos bovinos e bubalinos nos meses de maio e
novembro

(b) Nas propriedades do Pantanal, a vacinacao € realizada em todo rebanho bovino e bubalino no periodo de 01/11a 15/12.
() Nas propriedades do Pantanal, os produtores devem vacinar todo o rebanho, optando pelos periodos de 01/05a 15/06 0u01/11a 15/12.

() Nos municipios de Faro e Terra Santa os bovinos e bufalos saeo vacinados nos periodos de 15/3 a 30/4 e de 15/7 a 30/8. No Arquipélago do
Marajé, todo o rebanhe bovine e bubalino é vacinado de 15/08 a 15/10.

(€) Nas reservas indigenas “Raposa Serra do Sol” e “Sao Marcos”, onde séo vacinados os bovinos e bufalos de todas as faixas etérias, a vacinagao se
estende até os dias 15/5e 15/11.

@ Na Ilha do Bananal, séo vacinados todos os bovinos e bufalos no periodo de 01/08 a 15/09.

Figura 6: Calendario nacional de vacinacdo de bovinos e bubalinos contra a febre aftosa (Fonte:
www.agricultura.gov.br - Links: Sanidade Animal e VVegetal/Saide Animal/Programas de Saide Animal/

Febre Aftosa/Calendario de Vacinagéo, acessado em setembro de 2018).
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As estratégias atualmente adotadas, fiscalizadas pelo SVO, tém permitido niveis de
coberturas vacinais acima de 80%, a taxa minima preconizada pelo MAPA (MAPA,
2007, p. 4). Dada a impossibilidade de o SVO acompanhar 100% das vacinagdes, tal
indice é calculado segundo as declaracdes de vacinacao dos produtores rurais. De fato, o

indice nacional de animais vacinados vem se aproximando de 100% nos ultimos anos,

conforme se verifica na figura a seguir:

COBERTURAS VACINAIS NO BRASIL
1° Semestre de 2012 97,82%
2° Semestre de 2012 97,39%
1° Semestre de 2013 97,32%
2° Semestre de 2013 99,51%
1° Semestre de 2014 97,63%
2° Semestre de 2014 97,84%
1° Semestre de 2015 08,04%
2° Semestre de 2015 98,17%
1° Semestre de 2016 08,13%
2° Semestre de 2016 08,34%
1° Semestre de 2017 08,28%
2° Semestre de 2017 08,34%
1° Semestre de 2018 08,36%

Ministério da Agricultura, Pecuiria e Abastecimento 4 ’.-’/ '

Figura 7: Indices nacionais de coberturas vacinais de bovinos e bubalinos contra a febre aftosa (Fonte:
www.agricultura.gov.br - Links: Sanidade Animal e VVegetal/Saide Animal/Programas de Saide Animal/

Febre Aftosa/Campanhas de Vacinacao, acessado em setembro de 2018).

Embora a média nacional de cobertura vacinal seja bastante satisfatoria, nem todas
as Unidades Federativas se encontram no mesmo estagio de avanco. O encerramento da
ultima campanha de vacinacédo, ocorrida em maio de 2018, demonstrou que os indices de
cobertura vacinal variaram de 86,25% a 99,96% nos diferentes Estados, tendo S&o Paulo

fechado sua campanha com excelentes 99,42% (Figura 8).
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Secretaria de Defesa Agropecudria
Dy »nfo de Saiide Animal
-
Resultados da vacinagdo contra Febre Aftosa do 1° semestre de 2018 - Brasil
UF 23;:;::;: Bovino§ e Bubalinos Bovi'nos e bubalinos |Cobertura Vacinal
P envolvidos naetapa | vacinados naetapa (%)
Acre 3.128.728 1.313.124 1.299.682 98,98
Alagoas 1.101.495 1.080.712 1.042.999 96,51
Amapa 340.227 nao se aplica nao se aplica nao se aplica
Amazonas 1.385.714 1.135.909 1.108.729 97,61
Bahia 9.816.451 9.775.735 9.145.667 93,55
Ceara 2.531.592 2.519.529 2.305.000 91,49
Distrito Federal 94.037 93.121 91.334 98,08
Espirito Santo 1.955.712 602.016 594.434 98,74
Goias 22.682.185 22.478.802 22.354.373 99,45
Maranhao 8.005.623 7.966.432 7.785.488 97,73
|Mato Grosso 30.089.432 29.635.561 29.568.091 99,77
|Mato Grosso do Sul 21.196.597 20.611.450 20.449.640 99,21
Minas Gerais 23.309.428 23.149.272 22.554.440 97,43
Para (Arquipélago do Marajo) 623.292 nao se aplica ndo se aplica nao se aplica
Para (demais municipios) 20.656.192 20.589.832 20.386.216 99,01
Paraiba 1.234.841 1.231.642 1.062.247 86,25
Parana 9.214.653 4.014.714 3.970.705 98,90
Pernambuco 1.798.761 1.787.330 1.698.395 95,02
Piaui 1.652.775 1.643.705 1.484.889 90,34
Rio de Janeiro 2.555.857 2.552.386 2.269.985 88,94
|Rio Grande do Norte 893.814 893.307 865.287 96,86
|Rio Grande do Sul 13.260.312 13.260.312 13.126.602 98,99
IRondénia 13.830.333 13.649.767 13.644.513 99,96
Roraima 808.503 807.084 800.421 99,17
Santa Catarina 4.610.363 nao se aplica nao se aplica nao se aplica
Séo Paulo 11.042.022 10.935.386 10.871.421 99,42
Sergipe 1.014.999 1.014.429 940.706 92,73
Tocantins (exceto llha do Bananal) 8.545.134 8.495.251 8.458.198 99,56
Tocantins (llha do Bananal) 114.795 nao se aplica nao se aplica nao se aplica
Total 217.493.867 201.236.808 197.879.462 98,33
Fonte: Servigos Veterinarios Estaduais
Data de atualizagdo: 28/08/2018
Coordenagao Geral de Sanidade Animal
Coordenagao de Animais Terrestres
Divisao de Febre Aftosa e Outras Doengas Vesiculares

Figura 8: Resultados da vacinacdo contra Febre Aftosa do primeiro semestre de 2018 — Brasil (Fonte:
www.agricultura.gov.br - Links: Sanidade Animal e VVegetal/Saide Animal/Programas de Saide Animal/

Febre Aftosa/Campanhas de Vacinacao, acessado em setembro de 2018).

Altos indices de cobertura vacinal ndo garantem, por si s, altos indices de anticorpos
no soro sanguineo de animais vacinados. Embora seja um importante indicador, é

necessario avaliar a efetiva resposta dos animais, ou seja, a prote¢do contra o virus da
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febre aftosa. Além da sempre existente possibilidade da declaragdo do produtor ndo ser
acompanhada da execucdo da vacinagéo, outros fatores devem ser considerados para se
avaliar a eficiéncia do uso dessa ferramenta. A importancia da manutengédo da cadeia do
frio, ndo apenas para a conservacdo da vacina contra a febre aftosa, mas de qualquer
vacina, ja foi bem estabelecida (ARANDA; MORAES, 2006, p.172). Atualmente, o
MAPA preconiza que as vacinas contra febre aftosa sejam mantidas em temperaturas de
2 a 8°C (MAPA, 2005, p.2). Fora dessa faixa de temperatura, ficam comprometidas as
caracteristicas imunogeénicas da vacina, razdo pela qual a cadeia de frio deve ser mantida
em todas as etapas de armazenamento, distribuigdo, transporte e manuseio (ARANDA;
MORAES, 2006, p.173). Falhas no cumprimento das recomendacdes para conservacao
de vacinas sdo mais frequentes que o desejavel, ndo apenas em paises em
desenvolvimento como nos desenvolvidos, razdo pela qual ha necessidade de supervisdo
permanente, adequacdo de equipamentos e capacitacdo de recursos humanos por parte
das autoridades oficiais (ARANDA; MORAES, 2006, p.173).

Outros aspectos sdo igualmente importantes para se atingir a adequada imunizacao
do rebanho. A dose inoculada, o local e a via de administragéo influenciam diretamente
na resposta imune pos-vacinacdo (SAMARA; BUZINARO; CARVALHO, 2004, p. 375).
Estudos apontam que rebanhos vacinados sob estrito acompanhamento técnico podem
apresentar até taxas de resposta imune até 40% superiores a rebanhos sem
acompanhamento, utilizando-se vacina de mesma qualidade (SAMARA; BUZINARO;
CARVALHO, 2004, p. 377). Portanto, o rigido controle na producdo de vacinas, exercido
pelos 6rgdos oficiais, pode ser insuficiente para a obtencdo de um resultado final
satisfatdrio nas agdes de campo. O MAPA atualmente preconiza a aplicacdo de 5 mL da
vacina, por via subcutdnea ou intramuscular, na regido da tdbua do pescoco (MAPA,
2005, p.3).

Ademais, a fim de atingirem niveis de protecdo adequada, as vacinas devem manter
as propriedades antigénicas dos virus circulantes. Isso pode ser dificil de se obter na
pratica, devido, sobretudo, a heterogeneidade antigénica entre virus que circulam
simultaneamente a campo. A protecdo também pressupde que as vacinas devam incluir
epitopos de células B e células T para diferentes sorotipos, de modo a induzir a formacgéo
de um amplo repertorio de anticorpos neutralizantes — minimizando, assim, a selecdo de
virus variantes que surgem durante a replicacdo (SOBRINO; DOMINGO, 2001, p. 460).

As primeiras vacinas polivalentes inativadas de virus inteiros, tradicionalmente
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empregadas para controle de febre aftosa, conseguiram cumprir esses requisitos apenas
de maneira parcial (BACHRACH, 1968, p. 203; SOBRINO; DOMINGO, p. 460). Em
1953, na Holanda, foi utilizada a primeira vacina de que se tem registro para controle da
febre aftosa. Ela foi desenvolvida com base no cultivo de virus em fragmentos de epitélio
da lingua bovina, seguido de inativacdo por meios quimicos. A vacina foi batizada de
“vacina trivalente de tipo Frankel” (BACHRACH, 1968, p. 201).

Mais tarde, a producdo em grande escala em suspens@es de células de rim de hamsters
lactentes (BHK) produziu vacina em quantidade suficiente para uso massal, o que resultou
em uma dréastica reducdo dos casos de febre aftosa na Europa no final da década de 1960.
Apesar do sucesso da acdo, analises posteriores das sequéncias de nucleotideos
forneceram evidéncias de que alguns surtos de doencas na Europa na década de 1980
foram causados por vacinas. Especula-se que tais casos tenham sido produzidos em
decorréncia da inativacdo insuficiente do virus, ou devido a escapes das fabricas de
vacinas (SOBRINO; DOMINGO, 2001, p. 460).

Atualmente, apesar dos progressos a olhos vistos na area, ainda ndo se conseguiu
produzir vacinas sintéticas eficazes, que ndo exigem manipulacdo de virus vivo. Isso se
deu, entre outros fatores, pela baixa eficiéncia na producdo de particulas inteiras ndo
infecciosas, como cépsides vazias ou virus com delecdes gendmicas. Além disso, as
industrias por vezes ignoraram a regra de sempre incluir na formulacdo das vacinas
multiplos epitopos dos sorotipos que circulam a campo. Isso levou a producgdo de vacinas
que conferiam apenas protecdo parcial em susceptiveis vacinados. Tais falhas
tecnoldgicas no desenvolvimento de vacinas, somadas as vantagens comerciais de um
continente livre de febre aftosa, levaram a Unido Europeia a adotar uma politica de ndo
vacinacdo em 1991, o que tornou os rebanhos europeus totalmente suscetiveis ao virus
(SOBRINO et al., 2001, p. 12).

Na América do Sul, a politica de vacinagdo massal € mantida até os dias atuais, com
excegdo de alguns bolsdes bem delimitados que compdem zonas livres de febre aftosa
sem vacinacao (OIE, 2018). O Brasil optou pelo uso da vacina triplice, composta por
amostras inativadas e purificadas de virus dos subtipos A24 Cruzeiro, O1 Campos e C3
Indaial (BRASIL, 2018, p. 4), ao passo que outros paises optam, na atualidade, pelo uso
de vacinas bivalentes (A24 Cruzeiro e O1 Campos). A partir de 2019, o Brasil tambem
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deverd optar por essa Ultima formulagdo, uma vez que o virus C é considerado erradicado
do continente (BRASIL, 2018, p. 4).

A relacdo entre resposta vacinal e sua influéncia sobre o diagndstico sempre foi tema
de estudo na area. Até 2008, quando ndo havia obrigatoriedade da purificacdo da vacina
(BRASIL, 2008, p.1), era muito dificil distinguir resposta imune vacinal daquela
estimulada pela infeccdo natural. Para entender a relacdo entre ambos os fatores, é
necessario destrinchar a dindmica da resposta imune e a composicdo proteica dos
anticorpos. O genoma do virus da febre aftosa, composto por uma fita simples de RNA,
contém apenas uma fase de leitura aberta (ORF — Open Reading Frame), que da inicio a
sintese de uma poliproteina posteriormente processada por proteinases virais em quatro
produtos primarios de clivagem (BOTTON, 2005, p. 6):

1. Lpro, que codifica una protease viral,

2. P1-2A, que codifica as quatro proteinas capsidais do virus: VP1, VP2, VP3 e
VP4,

3. P2, que codifica diversas proteinas ndo capsidais, envolvidas na replicacdo do

RNA e na maturacao viral;

4. P3, que codifica diversas proteinas ndo capsidais, envolvidas na replicacao do

RNA e na maturacao viral.

As quatro Proteinas Capsidais (PC) revestem o RNA viral arranjadas em doze
pentdmeros, totalizando sessenta cOpias de cada proteina. S8o estas estruturas
responsaveis pela resposta imune priméria dos animais infectados. J& as Proteinas ndo
Capsidais (PNC) estao envolvidas com maltiplas funces necessarias para a replicacdo
do RNA gendmico e formagio de particulas nas células infectadas (MONDRAGON;
VERA; RESTREPO, 2006, p. 374).

As proteinas estruturais constituem os virions 146S, subdivididos em diversas
unidades, que incluem clusters pentaméricos de VP1, VP2 e VP3. Atualmente, se aceita
que a imunogenicidade das particulas 146S é a mais importante na inducéo da resposta
imune. Foram realizados varios estudos no sentido de se correlacionar a carga do antigeno
146S & dose vacinal e ao nivel de protecdo alcancado (MONDRAGON; VERA;
RESTREPO, 2006, p. 374). DOEL (1999, p. 1770), por exemplo, elucidou que o limite
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critico da relacdo particula/dose era 9,2 mg — ou seja, 0 incremento da carga viral para
valores acima desse, por dose, praticamente ndo altera a poténcia da vacina. A
importancia do virion 146S na resposta imune levou muitos laboratdrios a adotar a
integridade dessa particula como principal parametro de qualidade de sua matéria-prima.
Entretanto, vale ressaltar que a particula 146S, mesmo integra, pode conter proteinas VP1
parcialmente degradadas por agdo de proteases, 0 que, via de regra, limita a capacidade
do virion de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes (MONDRAGON; VERA;
RESTREPO, 2006, p. 374).

Durante a infeccdo, apds uma resposta imune inicial contra as PC, o hospedeiro
passa, a partir da replicacdo viral, a também produzir anticorpos contra as PNC. A
deteccdo desse Ultimo tipo de anticorpos € a forma preferencial de se distinguir animais
ndo vacinados de vacinados, embora uma pequena proporcao de animais vacinados ainda
demonstre algum nivel de reatividade contra PNC, mesmo apds a adogdo exclusiva, no
pais, de vacinas purificadas. As provas para detectar anticorpos anti-PNC, ao contrario
das provas para anticorpos anti-PC, ndo sdo soro-especificas, podendo detectar qualquer
sorotipo que venha a infectar um hospedeiro susceptivel (MONDRAGON; VERA;
RESTREPO, p. 374).

Entre as provas usadas para a deteccdo anticorpos anti-PNC, aquelas que detectam
anticorpos contra o polipeptideo 3ABC tém se mostrado mais eficientes. Para o
desenvolvimento da técnica, se produziu as PNC a partir de bactérias Escherichia coli
recombinantes ou de células de insetos infectados com bacilovirus recombinantes.
(MONDRAGON; VERA; RESTREPO, 2006, p. 374). A técnica de ELISA 3ABC foi
padronizada no continente pelo PANAFTOSA, e vem sendo utilizada no Brasil como
teste de triagem para busca de infeccdo em animais vacinados. Como teste confirmatério,
tem-se utilizado a prova Western Blot de Imunoeletrotransferéncia — EITB, também
fornecida pelo PANAFTOSA. O uso desse sistema tem demonstrado uma sensibilidade
acumulada em torno de 90% (MAPA, 2016, p. 4).

Atualmente, as vacinas sdo obtidas a partir de concentrados de cultivos celulares
infectados e inativados quimicamente. Para uso a campo, o ideal é que essas vacinas,
devidamente purificadas, induzam a producdo apenas de anticorpos anti-PC. No Brasil,
desde 2008 é obrigatdria a purificacdo de vacinas contra a febre aftosa (BRASIL, 2008,

p. 1). Ainda assim, observa-se pequenos picos de reatividade imune a PNC em estudos
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de circulagéo viral no qual se utiliza a prova de ELISA 3ABC, especialmente em animais
repetidamente vacinados. Entretanto, estudos demonstram que a aplicagdo repetida de
vacinas de alta poténcia produzidas com antigenos purificados por ultracentrifugacéo,
ultrafiltracdo, cromatografia ou o uso de moléculas de condensacéo linear ndo induzem a
formacdo de anticorpos PNC detectaveis por provas especificas — cenario ideal para
distinguir animais vacinados de infectados (MONDRAGON; VERA; RESTREPO, 2006,
p. 374).

Para a deteccdo de PC, a prova de eleicdo utilizada no Brasil é o ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica de competicdo em fase liquida (ELISA-CFL). A prova foi
desenvolvida em 1985 por McCULLOUGH; CROWTHER; BUTCHER, p. 329-338, no
Laboratério de Referéncia da OIE para Febre Aftosa em Pirbright, UK (WRL). A técnica
foi inicialmente aplicada para caracterizar epitopos do virus da febre aftosa. No ano
seguinte, também no WRL, HAMBLIN; BARNETT; CROWTHER, 1986, p. 115-121,
adaptaram a prova para medir anticorpos pos-infecgdo ou vacinais. Posteriormente, varios
laboratorios adotaram a metodologia sendo, no PANAFTOSA, adaptada para o estudo de

anticorpos vacinais com cepas sul-americanas (VIANNA FILHO et al., 1993, p. 1424).

O teste de ELISA-CFL é uma técnica de baixo custo, rapida, pratica e de alta
reprodutibilidade. Além disso, 0 uso de provas in vitro elimina a necessidade de ensaios
em animais vivos — 0 que, além de representar uma preocupacdo recorrente do ponto de
vista de bem-estar animal, minimiza a chance de escape de virus vidveis no ambiente
(ALLENDE, 2001, p. 14).

Além dos reagentes comuns a outras provas de ELISA, o ELISA-CFL exige o uso
dos seguintes reagentes especificos: anticorpos de captura, anticorpos detectores e
antigenos de prova. Os anticorpos de captura sdo obtidos a partir da hiperimunizacgéo de
coelhos, realizada com virus de febre aftosa inativado e purificado. Os anticorpos
detectores sdo obtidos pela hiperimunizacdo de cobaias, com virus de febre aftosa
adaptados a espécie. Ja os antigenos da prova sdo derivados de sobrenadante de cultivo
de células BHK infectadas com virus da febre aftosa, tipos A24 Cruzeiro, O1 Campos e
C3 Indaial. O sobrenadante é clarificado e inativado com etilenimina binaria (BEI), sendo
posteriormente tratados com 50% de glicerol estéril (IICA, 2001). Os antigenos sdo
controlados por meio do uso de um painel de anticorpos monoclonais (ALLENDE, 2001,
p. 14).
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A prova de ELISA-CFL consiste de uma fase liquida e uma fase sdlida. Na fase
liquida, em uma placa auxiliar, o soro estudado é misturado ao antigeno de prova e ao
tampao de diluicdo, na propor¢do de 50 pL: 40 pL: 40 pL, em dilui¢bes sequencias de
base 5 (1:2, 1:10, 1:50, 1:250 e 1:1.250 e 1:6.250). Essa mistura é incubada a 37°C por
uma hora, com agitacdo durante os primeiros vinte minutos. (IICA, 2001, p. 157). A fase
solida, por sua vez, é preparada em placa de ELISA, com adi¢do de 100 pL do anticorpo
de captura em cada poco, acompanhado de tampdo Carbonato. A mistura é incubada a
4°C por dezoito horas (IICA, 2001, p. 157).

A adicdo da fase liquida a fase solida se da pela transferéncia de 50 pL da mistura
soro/antigeno da placa auxiliar a placa sensibilizada com anticorpos de captura. A placa
sensibilizada é entdo incubada a 37°C por trinta minutos, sendo posteriormente lavada
com solucédo tampé&o de lavagem. Séo adicionados, sequencialmente, 50 pL do anticorpo
de deteccgdo, do conjugado e do substrato, intercalando-se cada adigdo com uma nova
etapa de incubacdo e de lavagem. Ha uma incubacdo final, a 25°C por 15 minutos, e
posterior leitura do resultado, em espectrofotometro com filtro de 492 nm (IICA, 2001,
p. 158).

O MAPA ja utilizou a técnica do ELISA-CLF em um estudo anterior, similar ao
atual, realizado em 2007, sobre a avaliacdo da imunidade populacional resultante das
campanhas de vacinacdo contra febre aftosa (MAPA, 2007, p. 11). O estudo foi conduzido
na entdo zona livre de febre aftosa com vacinacdo, com objetivo de avaliar os indices de
cobertura vacinal elaborados pelo servigo veterinario. O trabalho buscou certificar,
indiretamente, o indice de cobertura vacinal a partir da estimativa do nivel de protecdo
imunitaria prevalente, para as cepas virais presentes na vacina contra a febre aftosa
empregada no pais. A estimativa de protecdo contra o virus da febre aftosa dessa
populacdo animal também permitiu avaliar as estratégias de vacinacdo empregadas e a
eficiéncia dos controles das campanhas de vacinagdo contra a doenga. Ao mesmo tempo,
aproveitou-se a oportunidade para estimar o grau de envolvimento dos produtores e
trabalhadores rurais em relacdo aos temas de interesse do Programa Nacional de
Erradicacdo da Febre Aftosa (PNEFA), especialmente relacionados as atividades de
vacinacao contra a febre aftosa, ao reconhecimento e notificacdo de suspeitas de doencas

vesiculares e aos requisitos para movimentacao de animais.
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A regido de estudo envolveu os Estados do Acre (mais dois municipios do
Amazonas), Bahia, Espirito Santo, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Rondbnia, Sdo Paulo, Sergipe,
Tocantins e Distrito Federal. A populacdo bovina nessa regido foi separada por unidade
federativa segundo grupos etérios e estratégias de vacinacdo praticadas no respectivo
territorio. Assim, as 16 unidades federativas envolvidas foram organizadas em 18
subpopulacdes independentes, de acordo com 0s esquemas de vacinagdo empregados.
Para cada uma das subpopulagdes foi realizado um estudo amostral independente. As
investigacdes foram conduzidas pelo Departamento de Satde Animal (DSA) vinculado a
Secretaria de Defesa Agropecuaria do Ministério da Agricultura (MAPA) brasileiro e
servigos veterinarios oficiais nos Estados envolvidos, contando com o apoio do Centro
Pan-Americano de Febre Aftosa (PANAFTOSA - OPAS/OMS), principalmente nas fases

de planejamento e interpretacdo dos resultados.

A populagdo alvo foi caracterizada em dominios quanto ao tamanho dos rebanhos e
em subpopulagfes quanto a faixa etéria dos bovinos. Com respeito ao tamanho do
rebanho foram consideradas trés categorias: rebanhos com até 20 bovinos; rebanhos com
21 a 50 bovinos e rebanhos com mais de 50 bovinos. Quanto a faixa etaria, foram
consideradas as subpopula¢des constituidas por bovinos entre 6 e 12 meses, bovinos entre
13 e 24 meses e bovinos com mais de 24 meses.

O método analitico empregado para avaliar a resposta imunitéria (protegido ou nao
protegido) de cada individuo foi o ELISA-CFL, padronizado pelo PANAFTOSA para
detectar anticorpos especificos contra proteinas do capsideo viral. Todos 0s ensaios
laboratoriais foram realizados no LANAGRO de Pedro Leopoldo, MG, de acordo com
manuais e insumos produzidos pelo PANAFTOSA. Cada subpopulagéo foi testada para
um dos trés tipos de virus contido na vacina brasileira (O, A e C). As atividades de campo
foram conduzidas no periodo de julho de 2005 a fevereiro de 2006, envolvendo a colheita
de 20.423 amostras distribuidas em 1.956 propriedades rurais. Dessas amostras, 1.898
(9%) foram obtidas em rebanhos com até 20 bovinos; 2.477 (12%) em rebanhos entre 21
e 50 bovinos; e 16.048 (79%) em rebanhos com mais de 50 bovinos. Quanto aos grupos
etarios, foram obtidas 8.565 amostras (42%) de bovinos entre 6 e 12 meses de idade,
7.017 (34%), de bovinos entre 13 e 24 meses de idade, e 4.841 (24%), de bovinos com
mais de 24 meses de idade.
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Quanto aos resultados, a analise por subpopulagdo revelou, para a quase totalidade
das unidades federativas, excelentes niveis de cobertura imunitaria para a populacdo
bovina. As estimativas mais baixas da prevaléncia de bovinos protegidos para os virus
“0O”, “A” e “C”, com 95% de confianca, foram de 87%; 97% e 98% respectivamente,
excluindo-se a subpopulacdo do circuito leste de Minas Gerais onde a estimativa mais
baixa foi de 65% de bovinos protegidos para o virus “A”. Especificamente em Sao Paulo,
a prevaléncia aparente de animais protegidos resultou em 84%, ao passo que a corrigida
atingiu 99% (com nivel de confianca de 95% e erro de amostragem de 15%). Nesse
estudo, foi feita para o Estado de Sao Paulo apenas a avaliacdo imunitaria contra o virus
tipo A.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo realizado foi do tipo transversal, tendo como populacéo alvo bovinos entre
seis e 24 meses de idade, vacinados, em algum momento da vida, contra febre aftosa.
Deixou-se de fora do estudo animais abaixo de seis meses, pois podem apresentar
anticorpos transferidos via colostro da vaca e, além disso, sdo considerados jovens demais
para apresentarem reacdes imunoldgicas significativas diante da vacinacdo, visto que
receberam uma ou nenhuma vacina ao longo da vida. Também se optou por ndo se
amostrar animais acima de 24 meses, considerando-se que, em estudos anteriores
(MAPA, 2007, p. 34), esses animais manifestaram um perfil imunolégico muito
semelhante aquele encontrado na faixa etéria entre 13 e 24 meses.

A amostragem foi estratificada de acordo com dois parametros: idade dos animais e
tamanho dos rebanhos. Foram consideradas expectativas diferentes de imunizagdo em
animais entre seis e 12 meses e em animais entre treze e 24 meses, assim como entre
animais criados em propriedades com até 50 cabecas e em propriedades com mais de 50
cabecas. Dessa forma, os animais foram divididos em quatro grupos, com as respectivas

expectativas de protecdo expressas na Tabela 1:

Extrato Porcentagem esperada de
Grupo etario Tamanho do rebanho protegidos
6 a 12 meses Até 50 bo_vinos_ 70%
50 ou mais bovinos 75%
13 a 24 meses Até 50 bovinos 80%
50 ou mais bovinos 85%

Tabela 1: estratificacdo das amostras e porcentagem esperada de protegidos por estrato

Para cada subpopulacdo, foram realizadas amostragem estratificadas, com alocacéo
6tima de Neyman, considerando os estratos com base na idade dos animais e no tamanho

do rebanho.
4.1. Parametros para determinacéo do tamanho da amostra
O tamanho da amostra foi definido com base nos seguintes parametros:
. Nivel de confianca: 95,0%

. Sensibilidade e especificidade do teste: 83,3%
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. Erro de amostragem: 10,0%
. Erro absoluto: 8,5%

Outro parametro que influenciou o tamanho da amostra foi a expectativa de protecéo,
que variou segundo a faixa etaria e o tamanho dos rebanhos. Nesse estudo, utilizou-se
70% de expectativa de protecao para os bovinos entre 6 e 12 meses de idade nos rebanhos
com até 50 animais, e 75% de protecdo para animais da mesma faixa etaria em rebanhos
maiores. Na faixa etaria de 12 a 24 meses em rebanhos com até 50 animais utilizou-se
80% de expectativa de protecdo e em rebanhos maiores, 85% de protecdo na mesma faixa

etaria.
4.2. Tamanho e distribuicdo da amostra

A amostra foi composta, conforme 0s pardmetros anteriormente expostos, de 133
bovinos entre seis e 12 meses e de 66 bovinos entre 13 e 24 meses, totalizando 199
animais. Esses animais estavam distribuidos em 18 propriedades com menos de 50
individuos e em 33 propriedades com mais de 50 individuos, totalizando 51 propriedades.
Cada soro colhido foi dividido em trés aliquotas iguais (uma para cada tipo de virus),

totalizando 597 amostras.

A escolha das propriedades amostradas foi aleatéria, com base no cadastro realizado
pela Coordenadoria de Defesa Agropecuaria (CDA) do Estado de Sdo Paulo e
disponibilizado ao MAPA. A distribuicdo das propriedades foi estabelecida segundo
demonstrado na Tabela 2:

Regional Municipio Quantidade de propriedades
Andradina Lavinia 1
Andradina Mirandopolis 1
Aracatuba Aracatuba 2
Aracatuba Birigui 1
Aracatuba Coroados 1
Assis Ibiracema 1
Avaré Manduri 1
Avaré Taquarituba 1
Barretos Bebedouro 1
Barretos Cajobi 1
Bauru Cabralia Paulista 1

Tabela 2: distribuicdo das amostras por municipio
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Regional
Bauru
Dracena
Dracena
Dracena
Fernanddpolis
Franca

Franca

Itapetininga
Itapetininga
Itapetininga
Itapetininga

Itapeva

Jales

Jales

Jad

Jad

Limeira

Limeira

Lins

Lins

Mogi Mirim

Mogi Mirim
Ourinhos

Ourinhos

Ourinhos

Presidente Prudente
Presidente Prudente
Presidente Venceslau
Ribeirdo Preto

Séo Jodo da Boa
Vista

Séo José do Rio Preto
Séo José do Rio Preto
Séo José do Rio Preto
Sorocaba

Tupa

Votuporanga

Municipio
Piratininga
Adamantina
Mariapolis
Pacaembu
Fernanddpolis
Patrocinio Paulista
Santo Antonio da
Alegria

Capéo Bonito
Guarei

Sarapui

Tatui

Itapeva

Jales

Nova Canad Paulista
Dois Corregos

Jad

Corumbatai

Rio Claro
Getulina
Promisséo

Itapira

Mogi Guagu
Fartura

Ipaussu

Ribeirdo do Sul
Presidente Bernardes
Sandovalina

Santo Anastacio
Séo Siméo

Séo José do Rio Pardo

Bady Bassit

Monte Aprazivel
Palestina

Pilar do Sul

Tupa

Américo de Campos

Quantidade de propriedades
1

P P NNRPRPRRPR P PRPRRPRNRPRPRPRPRPRPRRPRRPRREPRPREPRPREPRPRRRPRREPRE B RPRRERN

Total

a1
iy

Tabela 2; distribuicdo das amostras por municipio (continuacao)
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Propriedades/municipio

1 propriedade
[12 a3 propriedades
[14 a6 propriedades
[17 propriedades
B 56 propriedades

Figura 9: municipios selecionados para o estudo e a concentracdo de propriedades selecionadas por
municipio.

A escolha dos animais dentro de cada propriedade também se deu de forma aleatéria.

A distribuicé@o de animais, em cada propriedade, ocorreu da seguinte maneira:

Municipio Reb! Até 12m? %2 rag '16\2Tn46 a Am 13 a 24m°®
Lavinia 2_>50 60 8 4
Mirandépolis 2_>50 6 9 3
Aracatuba 1 <50 13 3 3
Aracatuba 2_>50 0 25 3
Birigui 2_>50 19 14 4
Coroados 2_>50 11 13 3
Ibirarema 1 <50 6 4 1
Manduri 2_>50 17 25 3
Taquarituba 2_>50 10 20 3
Bebedouro 1 <50 2 0 1
Cajobi 1 <50 2 4 1
Cabralia Paulista 2_>50 152 0 4
Piratininga 2_>50 87 0 4
Adamantina 1 <50 6 9 1
Adamantina 2_>50 4 6 3
Mariapolis 1 <50 10 0 2
Pacaembu 2_>50 42 2 4

P OPFR FPPFPPFPPFPOMNMDMNMNPEPEDNMNDNDNDNMNEDNDDN

Tabela 3: distribuicdo dos animais amostrados por rebanho e municipio.
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Municipio Reb!  Até12m? 13a24m® Amé6al2m* Am13a24md

Fernandopolis 1 <50 2 1 1 1
Patrocinio Paulista 2 >50 0 45 3 2
Sanlo Anionioda 1 <50 2 0 1 0
Capéo Bonito 2 >50 36 5 4 1
Guarei 2 >50 20 0 3 1
Sarapui 2 >50 11 20 3 2
Tatui 1 <50 1 7 1 1
Itapeva 1 <50 0 0 1 0
Jales 2 >50 20 0 3 1
Nova Canad Paulista 2 >50 24 12 3 2
Dois Cérregos 2_>50 0 28 3 2
Jau 1 <50 0 0 1 0
Corumbatai 1 <50 0 17 1 1
Rio Claro 1 <50 1 1 1 1
Getulina 2 >50 26 0 4 1
Promisséo 2 >50 2 2 3 1
Itapira 2 >50 15 6 3 1
Mogi Guacu 2 >50 96 30 4 2
Fartura 2 >50 0 142 3 2
Ipaussu 2 >50 0 0 3 1
Ribeirdo do Sul 2 >50 22 0 3 1
Presidente Bernardes 1 <50 15 16 2 1
Presidente Bernardes 2 >50 41 46 3 2
Sandovalina 2 >50 61 58 4 2
Santo Anastacio 2 >50 37 0 3 1
Séo Siméo 1 <50 1 2 1 1
Séo José do Rio Pardo 2 >50 34 15 3 2
Bady Bassitt 2 >50 24 9 4 2
Monte Aprazivel 1 <50 0 1 1 1
Palestina 1 <50 10 3 2 1
Pilar do Sul 1 <50 4 1 1 1
Pilar do Sul 2 >50 68 8 4 2
Tupa 2_>50 264 10 3 2
Américo de Campos 2 >50 0 57 3 2
Total 1284 684 133 66

Tabela 3: distribuicdo dos animais amostrados por rebanho e municipio (continuacao)

!Reb: Tipo de rebanho: pequeno (com menos de 50 animais = 1_<50) ou médio (com 50 ou mais animais
=2_>50)

2Até 12 m: Animais com idade de até 12 meses existentes na propriedade

313 a 24 m: Animais com idade entre 13 e 24 meses existentes na propriedade

“Am 6 a12 m: Amostras colhidas de animais com idade entre 6 e 12 meses na propriedade

>Am 13 a 24 m: Amostras colhidas de animais com idade entre 13 e 24 meses na propriedade
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4.3. Colheita de amostras
4.3.1. Obtencéo e transporte do soro

Procedeu-se a colheita de soro dos animais selecionados no fim do periodo entre
campanhas de vacinacdo contra febre aftosa, entre abril e maio de 2014, de modo que as
propriedades visitadas em maio tiveram que adiar a vacinagédo para depois das colheitas.
O periodo foi escolhido para que houvesse o minimo de interferéncia possivel da
vacinacdo anterior nos resultados laboratoriais. Em propriedades onde ndo foram
encontrados animais na faixa etéria pretendida, procedeu-se a troca de estabelecimentos,
respeitando-se similaridades de tamanho e tipo de exploragédo. Todas as colheitas foram
realizadas por médicos veterinarios oficiais, do quadro de funcionérios da CDA de Séo
Paulo. Os médicos veterinarios disponiveis foram distribuidos em vinte e cinco equipes,
sob as ordens de um chefe de campo e de um coordenador regional. As equipes foram
divididas de acordo com a localizacdo dos Escritérios Regionais da CDA — também
chamados de Escritdrios de Defesa Agropecuaria (EDA) — conforme disposto na Tabela
4.

EDA Propriedades Amostras EDA Propriedades Amostras
Andradina 2 11 Limeira 2 4
Aracatuba 4 20 Lins 2 9
Assis 1 2 Mogi Mirim 2 10
Avaré 2 10 Ourinhos 3 13
Barretos 2 3 Presidente Prudente 3 14
Bauru 2 10 Presidente Venceslau 1 4
Dracena 4 13 Ribeirdo Preto 1 2
Fernanddpolis 1 2 S&o Jodo da Boa Vista 1 5
Franca 2 6 S&o José do Rio Preto 3 11
Itapetininga 4 16 Sorocaba 2 8
Itapeva 1 1 Tupa 1 5
Jales 2 9 Votuporanga 1 5
Jad 2 6

Tabela 4: nimero de unidades regionais (EDAs) envolvidas nos trabalhos de campo.

Para as colheitas, utilizou-se tubos do tipo Vacutainer, com capacidade de 4 mL, e
agulha 25 x 0,8 mm. Orientou-se que a colheita fosse realizada com o maximo de higiene
possivel, com o uso de trajes, botas e macacdes limpos e uso de assepsia no local da
puncgéo (veia jugular). Foi determinado que o sangue deveria preencher em torno de 2/3

do volume total do tubo.
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Apobs a colheita, os tubos foram acomodados em estantes especificas, em tempo
suficiente até a retracdo do codgulo. Posteriormente, os tubos com o soro foram
centrifugados a uma velocidade de 3.000 a 5.000 rpm, durante 5 a 8 minutos. O soro foi
entdo transferido para microtubos previamente identificados com 0s mesmos c6digos dos
tubos utilizados na colheita. A transferéncia foi realizada empregando-se pipeta de
Pasteur plastica descartavel (a razdo de uma pipeta por amostra). Segundo orientacdo do
MAPA, o volume total de soro obtido ndo poderia ser inferior a 1,0 mL, preenchendo no

maximo 2/3 do microtubo.

Cada equipe de colheita contou com um chefe de campo, responsavel por verificar a
qualidade da colheita. Uma vez checada a limpidez, o volume e a identificacdo da
amostra, o chefe da equipe preenchia a documentacao pertinente, descrita mais adiante.

Para encaminhamento das amostras, foram utilizadas uma das seguintes estratégias:

i) Embalagem das amostras em sacos plasticos apropriados, com cada saco contendo
as amostras de uma Unica propriedade;

ii) Organizacdo das amostras em placas de isopor, com distribui¢do sequencial por
propriedade;

iii) Organizacdo das amostras em rack de polipropileno para transporte de
microtubos. E de extrema importancia que as amostras sejam mantidas congeladas ou sob

refrigeracao.
As embalagens foram entéo etiquetadas com as seguintes informagdes:

» nome do estudo epidemioldgico/ano (“Eficiéncia da vacinacdo contra febre aftosa”/
2014);

* codigo MAPA,;

* cOdigo da propriedade;

* nome do municipio e

* nimero do primeiro e do Ultimo frasco das amostras.

As equipes de campo entdo entregaram as embalagens contendo as amostras
soroldgicas, acondicionadas em gelo, e os formularios para colheita de amostras

correspondentes a um Coordenador Regional, previamente nomeado, que se certificou do
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correto acondicionamento das amostras até o envio a unidade central estadual. Desde o
momento da obtengdo do soro, as amostras foram mantidas refrigeradas a 4°C ou

congeladas a -20°C.
4.3.2. Descarte de materiais

As agulhas para tubo Vacutainer foram descartadas em recipiente com solugéo
desinfetante (lodophor 1:500, carbonato de sodio a 4% ou &cido citrico 0,2%). Todo
material utilizado na sangria foi desinfetado, embalado em saco plastico de lixo e levado
da propriedade para o escritério correspondente da CDA. O destino final deste material

foi 0 enterramento ou a incineragéo.
4.3.3. Registro das informagdes

As informagOes necessarias ao estudo foram registradas em formulario especifico,
conforme a figura 6. O preenchimento do formulario também foi feito por médicos
veterinarios oficiais, com base em verificacdes in loco e entrevistas com proprietarios ou
responsaveis pelos animais. As informacfes bésicas referiram-se a identificacdo da
propriedade e do proprietario dos animais, a quantidade de bovinos nos rebanhos
susceptiveis existentes, aos Ultimos registros de vacinacdo, a identificacdo da amostra e
informagdes sobre os animais amostrados, como faixa etéria, nimero estimado de

vacinagdes, sexo e origem.

N&o houve necessidade de identificagdo individual dos animais, uma vez que ndo
estava prevista uma segunda colheita. As amostras foram identificadas unindo-se o
cddigo da propriedade (padronizado pelo MAPA para todo o territorio nacional, conforme
Manual de Padronizacdo do Departamento de Salde Animal, versdo 18.0 — MAPA,

2014a, p. 20) ao nimero sequencial da amostra no estabelecimento.
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BRASIL ﬂ

Programa Hicicral de Ermadica s u Prrvancia da Fabre Az

Anexo 2 — Formulario para colheita de amostras

Programa Macional de Erradicacgdo e Prevencdo da Febre Aftosa — PNEFA

Avaliagdo da cobertura vacinal contra a febre aftosa no rebanho bovino da BERASI
DSAISDAMARA zona livre com vacinagdo - 2014 e
1. Identificagfic da propriedade sorteada e definigio do nimero de amostras para colheita
" a. urF b Municiplo ©. Nome da propriedage
£
3
E d. Nome do propriefaris . Codigo da propriedade |1 Cadigo MARA
i
&
i Menos de 50 50 i 12 13a24|
= N Nos O ou mars - a a
= |9 Categoriada N I:l N h. Quantidade
g propriedads > bovinos bovinos: de amostras == meses ,I'l ;"
2. Rebanho bovino existente na propriedade:
=12 MEesas 13 3 24 m2ses 25 3 36 meses > de 35 MesEs ToE Total
Macha Femes Wacho Femes Wacho Femea Watho Femea Wacho Femea g

propriedade abaixo.

3. Propriedade atende as condigies estabelecidas? D] Sim D MN&o = neste caso, substituir ou complementar, identificando a nova

p—eoo
3. NOME 0a propnedade B. Codigd 0a propricdace

©. Data

d. Nome 00 propratanio

4. Rebanho bovino existente na propriedade escolhida em substituicio ou complementacSo relacionada 4 propriedade inicial:

=12 Mesas 13 3 24 m2ses 25 3 36 meses > de 35 MesEs ToE

Macha Fémea Macho Fémeaa Macho Fémea Macho Fémea Macho

Fémea

Total geral

- Para colheita das amostras chservar as seguintes condighes:

estabelecida de amosiras (ndo & permitida a substituicio de amostras entre animais de grupos stanos distinios)
3. Latituge b. Longiude

» a colheita deverd respeitar a quantidade por faixa etdra estabelecida no item 1.h, caso a populagio bovina existents ndo permita a colheita de acorde com o
especificado, substituir ou complementar por oufra propriedade da mesma categora, localizada no mesmo municipio, para cumprr com a gquantidade

5. Localizagio geografica

Erau Minuios Sequnccs (uma casa decimal) Grau

Minutos

Sequndcs (Uma casa dedmal)

6. Informagies sobre a etapa de vacinagdo na propriedade inicial ou subsfituta
81| Dia'mésfano da wima vacinagio

6.2. Marcar com X os |aboratdrios utiizados

|:| Blo-vet I:l nova I:I Valles I:I Intervat I:I Blogenesis-Bago
! ! na tltima Vﬁdn-!?-iﬂ = |:| Coopers :l Merial EI Zoslls EI Ouro Fino

]

9. Identificag3o das amostras e informagoes sobre os animais amostrados

3. Latituge b. Longiude
7. Localizagio geografica
propriedade complementar
Grau Minutos SEUNI0S (UM G353 UM Gral Minutos SEUINI0S (UM G553 BEama]
B. Informagoes sobre a etapa de vacinagio na propriedade complementar, quando existente
B.1. || laimesiang da e 'Igé . Blo-vet b Walley Intersat Blogenesis-B,
= 5': L e ) 8.2 Marcar com X os laboratérios utlizados |:| e l':l neva l':l b l':l e El paEnesiEEam

y =3 (os 2 >
! / na (ilima vacinagio [Jeoopers [ Jmena [ |zoene [ |ouwsemo

animais devem ser escolhidos pelo respansivel pela colheita, adotando-se procedmentos que garantam a selecio de forma aleatina)
Identitcacio da amostra Identiicacio da amosra
- Sex Wage N ge |Mascnapropt(l | . Sexo | ldade | MWEde |Mase na prop.?
Cofign MAPA W seqoencal | (M ou F) | (meses) [ vac. | (SimouNao) Codigo MAPA W cequencia |(M OUF)|(meses)| vac. | [Sim ou Nao)

o oa

oz o8

o3 1a

04 1"

o5 12

06 13

a7 14

10. Responsavel pela colheita das amosiras e levantamento das informacdes:

Nome leglveliCanmbo Assinaiora

Figura 10: Formulério utilizado para a colheita de amostras (MAPA, 2014a).
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4.4.Testes laboratoriais

As amostras obtidas foram encaminhadas para o Centro de Analises e Diagnéstico
(CAD) da CDA, para triagem e posterior envio ao Laboratério Nacional Agropecuério de
Minas Gerais, em Pedro Leopoldo (LANAGRO/MG), pertencente ao MAPA. Ali, as
amostras foram submetidas ao ensaio de ELISA-CFL, desenvolvido pelo Centro
Panamericano de Febre Aftosa (PANAFTOSA) para detectar anticorpos especificos
contra proteinas do capsideo viral (proteinas estruturais). O protocolo para a realizagdo
do teste de ELISA-CFL, segundo o Manual de Técnicas de Laboratério para o
Diagnostico do em Saude Animal (I1CA, 2001, p. 155), inclui o uso dos materiais listados
no Anexo 1.

De acordo com o resultado do teste, os bovinos foram classificados como protegidos
ou ndo protegidos para febre aftosa, considerando como ponto de corte o titulo de 2,1
para os trés tipos de virus (O1 Campos, A24 Cruzeiro e C3 Indaial) presentes nas vacinas
produzidas no pais. Para o ponto de corte considerado, o valor da sensibilidade e da
especificidade do teste é de 83,3%. Amostras com resultados indeterminados foram
submetidas a titulacdo, de forma a permitir a classificagdo como protegido ou néo-
protegido.

Os antigenos de referéncia sdo as amostras O1 Campos Br-1/58, A24 Cruzeiro Br-
1/55 e C3 Indaial Br-1/71, obtidos a partir de células BHK (baby hamster kidney),
inativados com BEI, tratados com 50% (v/v) de glicerol estéril e armazenados em
aliquotas a -20°C. Os anticorpos de captura sao obtidos a partir de soros hiperimunes
preparados em coelhos, utilizando virus O1 Campos Br-1/58, A24 Cruzeiro Br-1/55 e C3
Indaial Br-1/71, cultivados em células BHK, inativados com BEI, purificados por
gradiente de cloreto de césio e armazenados em aliquotas de 0,20 a 3mL, a -20°C. Os
anticorpos detectores s@o obtidos a partir de soros hiperimunes preparados em cobaias
com os virus O1 Campos Br-1/58,A24 Cruzeiro Br-1/55 e C3 Indaial Br-1/71, adaptados
a essa espécie, e armazenados em aliquotas de 0,20 a 3 mL, a -20°C. Os soros controles

de prova sdo constituidos por:

- Controle forte positivo (C++): pool de soro de bovinos vacinados e revacinados

com vacina antiaftosa oleosa monovalente, armazenados a -20°C;
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- Controle fraco positivo (C+): pool de soros de bovinos de area livre de febre aftosa,

misturados com soros de bovinos vacinados, armazenados a -20°C;

- Controle negativo: pool de soros de bovinos de area livre de febre aftosa e

estomatite vesicular.

Para a realizagdo da prova, a placa deve ser montada conforme 0 esquema

representado na Figura 11:

S 1: 1: 1:
A 1.2 1:10 1:50 250 1250 [ 6250 | S5
S1 ¢ 5 12 { b
B 1.2 1:10 | 1:50 | 250 1250 | 6250 (S5 |
C |s2 S6
D |s2 S6
c- 1:10
E s3 1:2 . 1:50 1:250 | Cag Cag
C+ 1
F s3 1410 1:50 1:250 | 1:1250 Cag Caq
G |sa ?‘280 11100 | 45000 | 1:2500 Cag |Cag
H [sa Blanc | Blanc | Blanc iBla.nc Blanc | Blanc I

Figura 11: Esquematizacdo do teste de ELISA-CFL na placa de microtitulacdo, com respectivas diluicGes.
S: Soro

C-: Controle negativo

C+: Controle positivo fraco

C++: Controle positivo forte

Cag: Controle do antigeno

Blanc: Controle branco

Para preparo da fase sélida, os seguintes passos foram seguidos:
» Lavagem da placa, com a finalidade de utilizar uma vez com &gua destilada
» Escorrimento sobre papel absorvente

» Adicdo, em cada cavidade da placa, de 100 pL de anticorpos de captura na dilui¢éo

de uso, em tampéo Carbonato;

* Incubagdo por 18 horas a 4°C
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 Retirada da placa do refrigerador 30 minutos antes do inicio da prova;

» Lavagem com solucéo salina fisiolégica;

» Adicdo, em cada poco da placa, de 100 pL de ovoalbumina GV a 1% em PBS;
* Incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente (22°-25°C);

» Lavagem com solucéo salina fisioldgica;

Escorrimento sobre papel absorvente.
Para a obtencdo da fase liquida, devem ser seguidas as seguintes etapas:

» Adicdo de 40 pL de solucdo de tampéo de diluicdo em colunas2 a6 e 8a 12. Na
linha H, colunas 7 a 12 (controle branco) adicionar o dobro de volume de tampéo de
diluicéo;

» Adicédo de 50 pL dos soros problemas em seus respectivos pogos;

» Adicdo, em E7, de 50 pL de soro controle negativo; em F7, 50 uL de diluigdo 1:5
de soro controle positivo fraco; em G7, 50 pL da diluicdo 1:100 do soro controle positivo
forte;

» Preparacgdo, com pipeta multicanal, das dilui¢cdes base 5 dos soros, passando 10
ML da coluna 1 para a coluna 2. Homogeneizacao e passagem de 10 pL da coluna 2 para
a coluna 3. Continuacéo até a coluna 6 e descarte dos dltimos 10 pL;

» Preparacdo, com ponteiras limpas, das diluicdes na segunda metade das placas nas
linhas A a D, passando 10 uL da ultima coluna 7 a coluna 8, homogeneizacao e passagem
de 10 pL da coluna 8 para a 9. Continuacdo até a coluna 12 e descarte dos Gltimos 10 pL;

* Diluigdo dos soros controle nas linhas E, F e G, colunas 7 a 10. Passagem de 10
ML da coluna 7 a coluna 8, homogeneizacéo e passagem de 10 pL da coluna 8 para a
coluna 9. Homogeneizagdo e passagem de 10 pL da coluna 9 para a coluna 10.
Homogeneizacao e descarte dos 10 pL excedentes da coluna 10;

» Reservadas linhas E, F e G, colunas 11 e 12 para o controle do antigeno;

» Adicdo da dilui¢do correspondente do antigeno, em volume de 40 puL em todos os
pocos, exceto 0s correspondentes ao controle branco (H7 a 12);
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Homogeneizacdo com batidas suaves das bordas da placa;
Incubacdo durante uma hora a 37°C com agitacgéo;

Transferéncia de 50 pL da mistura do soro/antigeno da placa auxiliar para a placa

sensibilizada com soros de captura (fase s6lida);

POCOS.

Incubacédo por 30 minutos a 37°C com agitacao;

Lavagem, por trés vezes, com solugédo de lavado;

Adicéo de 50 pL de anticorpo detector;

Incubacédo por 30 minutos a 37°C com agitacao;

Lavagem, por trés vezes, com solugéo de lavado;

Adicéo de 50 pL de conjugado em toda a placa;

Incubacdo por 30 minutos a 37°C com agitacao;

Lavagem, por quatro vezes; com solucéo de lavado;

Adicéo de 50 pL do substrato em toda a placa;

Incubacéo, sob protecdo da luz, por 15 minutos em temperatura ambiente (25°C);

Inibicdo da reacdo pela adicdo de 50 pL de acido sulfarico 3N em cada um dos

Leitura em leitor de ELISA com filtro 492 nm

Interpretacdo dos resultados:

As leituras de densidade dptica (DO) da placa sdo processadas pelo software de

titulacdo de anticorpos de PANAFTOSA para a interpretacao da placa. Os valores de DO

do controle de antigeno sdo considerados como em 100% da cor da placa e os valores de

DO do branco sdo subtraidos do DO de cada cavidade.

O célculo dos titulos de 50% de cada um dos soros se realiza de forma individual

para cada soro da seguinte maneira:

- Interpolacéo linear- Provas de titulacéo:
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1) Calcular a medida de densidade éptica (DO) de controle do antigeno (X). Obter
50% desse valor médio (Y);

2) Escolher a leitura de DO do soro a titular que seja superior (A) e a inferior (B) ao

valor médio obtido anteriormente (YY) e subtrair um do outro (2)
3) Subtrair do valor () a leitura inferior (B)

4) Multiplicar o valor obtido em (3), pelo logaritmo do intervalo de dilui¢cdo do soro
(fator de diluicdo 5=0.7) (C)

5) Dividir o valor obtido em (4), {(Y-B) C} pelo valor de Z

6) Somar o valor obtido em (5) com o logaritmo de dilui¢do da leitura inferior (D)
Ao final, o célculo do titulo pode ser representado da seguinte maneira:

Y = X/2

Z=A-B

TIT. 50% = [{(Y-B)C}Z] + D

4.5. Tratamento dos dados

Com base nos resultados laboratoriais disponibilizados pelo LANAGRO/MG, para
cada subpopulacéo considerada, foram calculadas as prevaléncias pontuais aparentes para
0s trés tipos de virus, ajustadas de acordo com a participacdo (peso) do total de animais

por estrato.

Para determinacdo da prevaléncia pontual corrigida (ou verdadeira) e célculo dos
limites de confianca, foi utilizado o método proposto por LEW; LEVY, 1989, p. 1225-
1230, estimador “Bayesiano”, empregando-se o programa X(PLORE), ajustada com base
na participacdo do rebanho bovino por estrato considerado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os dados brutos (ndo tratados) do estudo, foram colhidos soros de 199
animais, divididos em trés aliquotas iguais (uma para cada tipo de virus), totalizando 597
amostras. Dessas, 412 (69,01%) foram consideradas reagentes (“protegidos”) e 185
(30,99%) nédo reagentes (“ndo protegidos”). Considerando a estratificagcdo por tamanho
de rebanho, verificou-se que, nas pequenas propriedades (rebanho menor que 50 cabecas),
obteve-se 84 (77,77%) amostras reagentes e 24 (22,22%) ndo reagentes, em um total de
108 amostras. Nas grandes propriedades (rebanho acima de 50 cabecas), obteve-se 328
(67,07%) reagentes e 161 (32,92%) ndo reagentes, em um total de 489 amostras (Grafico
2).

Protecao por tamanho de rebanho (dados
brutos)

Grafico 2: Quantidade de amostras de animais protegidos e ndo protegidos, segundo tamanho rebanho.
N: N&o protegidos
P: Protegidos

Esses dados sugerem um melhor perfil imunitario nas pequenas propriedades,
quando comparadas as grandes, 0 que contraria estudos anteriores (MAPA, 2007, p. 34)
e 0 conhecimento pratico do SVO quanto as tendéncias de notificacdo de vacinagdo
durante as campanhas oficiais. Uma das possiveis explicacfes para o atual achado seria
que os grandes pecuaristas, mais preocupados com acesso a mercados, teriam durante
anos mantido alto rigor quanto a vacinagdo contra febre aftosa, mas, ao ndo constatarem

a presenca da doenca a campo nos ultimos vinte e dois anos (o ultimo foco no Estado foi
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em 1996), teriam se descuidado com relagdo as acdes de prevencdo, nao acreditando mais

na possibilidade de reintrodugéo da doenca.

Considerando a estratificacdo por idade, foram colhidas amostras de soro de 133
animais entre seis e 12 meses de idade e de 66 animais entre 13 e 24 meses. Entre 0s
animais mais jovens, 87 (65,41%) apresentaram reatividade para pelo menos um dos virus
estudados, ao passo que entre 0s mais velhos, esse nimero foi de 49 (74,24%). Tal achado
sugere uma melhor protecdo entre animais mais erados, 0 que coincide com o
conhecimento prévio que se possui sobre a doenca e sobre o perfil de resposta imunitaria
a vacina (MAPA, 2007, p. 34). Animais entre seis e 12 meses devem, pelo calendario
oficial de vacinagéo, ter recebido entre uma e duas doses da vacina; ao passo que animais
entre 13 e 24, com maior nimero de doses administradas, apresentam maior capacidade
de resposta maior em decorréncia do efeito “booster”, no qual novas doses elevardo a
amplitude e a duracédo da curva de anticorpos produzidos pelo sistema imune (Grafico 3).

Protecdo segundo idade (dados brutos)

140
120
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40
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De6al2m Del3a24m

m Total mProtegidos

Grafico 3: Quantidade de amostras de animais protegidos e totais, segundo tamanho idade.

Uma vez tratados os dados, obteve-se a prevaléncia aparente (ajustada com base na
participacdo de cada extrato de bovinos na populacédo total) e a prevaléncia corrigida de
animais protegidos, por tipo de virus. Os resultados das prevaléncias pontuais aparentes
e corrigidas, considerando o intervalo de confianca de 95% para a ultima, sdo
apresentados na Tabela 5, estratificada por tipo de virus.
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Amostras: 199

Virus O
Protegidos  Prev. Aparente*  Prev. Corrigida T IC 95% B
123 69,6% 78,2% 77.1% 79.2%
Virus A
Protegidos  Prev. Aparente*  Prev. Corrigida ! IC 95% B
136 70,1% 79,9% 79,0% 80,9%
Virus C
Protegidos  Prev. Aparente*  Prev. Corrigida T IC 95% B
140 72,8% 82,6% 81,7% 83,4%

Tabela 5: Prevaléncias aparente e corrigida e intervalo de confianca para prevaléncia corrigida referentes
ao total de bovinos protegidos, segundo tipo de virus.

* gjustada com base na participagéo (peso) do total de bovinos por extrato

IC 95% = Intervalo com 95% de confianca, LI = limite inferior, LS = limite superior

A prevaléncia corrigida de animais protegidos variou de 78,2% a 82,6% para 0s tipos
de virus considerados. A pequena variacdo para protecdo contra trés virus encontrada em
animais vacinados com vacinas trivalentes pode ser creditada a diferencas individuais na
resposta imune. Considerando a determinacdo do MAPA para uma cobertura vacinal
minima de 80,0% (MAPA, 2014b, p.7), o Estado de Sdo Paulo apenas atingiria a protecdo
adequada para o virus C, embora, levando-se em conta a margem de erro, o limite superior
da protecdo projetada contra o virus A também atinja esse objetivo. Vale lembrar que o
virus C foi recentemente retirado da formulacdo da vacina, por ter sido considerado
erradicado do continente, de modo que as préximas campanhas de vacinacdo serao

realizadas apenas contra os virus O e A (BRASIL, 2018, p. 4).

Assim, o Estado de S&o Paulo, na classificagdo adotada pelo MAPA (MAPA, 2015,

p.8), foi alocado no grupo 3, de acordo com os seguintes critérios:

- Grupo 1: subpopulag6es com valor igual ou maior a 90% para, pelo menos, dois

tipos de virus e nenhum valor inferior a 80% (excelente nivel de imunidade de rebanho);

- Grupo 2: subpopulagdes com valor entre 80% e 89% para, pelo menos, dois tipos

de virus (satisfatorio nivel de imunidade de rebanho);

- Grupo 3: subpopulagdes com valor inferior a 80% para pelo menos dois tipos de

virus (inadequado nivel de imunidade de rebanho).
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Dessa forma, o Estado de S&o Paulo foi instado a elaborar plano de acdo para
incrementar a divulgacdo e fiscalizacdo das etapas de vacinacdo contra febre aftosa. Foi
considerado que o ndo atendimento dos niveis minimos de protecdo esperados pode

dever-se a varios fatores, tais quais:

- Quebra da cadeia de frio, em qualquer etapa entre a producdo e a aplicagdo da vacina

no animal;

- Susceptibilidade individual dos animais, que inclui também quadros como

subnutricdo, ocorréncia de enfermidades, e outros fatores de imunodepressao;
- Ma aplicacdo da vacina, em local, quantidade ou via de administracdo inadequada;

- Higiene inadequada no momento da aplicacdo da vacina, com subsequente

formacdo de abscessos;
- Né&o aplicacdo da vacina.

Né&o foi levada em conta uma possivel falta de qualidade da vacina, uma vez que
todas as partidas sdo submetidas a testes oficiais realizadas em laboratério do MAPA,
sendo apenas liberadas para o comércio aquelas que atenderem os padrdes minimos
estabelecidos pela legislacdo vigente (BRASIL, 2018, p. 4). De acordo com as normas
emvigor, 100% das partidas de vacinas contra febre aftosa produzidas ou importadas pelo
pais sdo submetidas aos seguintes controles:

- Controle de esterilidade, para descartar possiveis contamina¢des de fungos,
bactérias e demais agentes bioldgicos;

- Controle de virus residual ativo, com passagens em meio de cultura ou testes em

bovinos vivos, para garantia de auséncia de atividade viral,

- Controle de poténcia, por meio da prova de ELISA-CFL ou prova de Protecdo a

Generalizacdo Podal- PGP;
- Controle de proteinas ndo estruturais, por meio do sistema ELISA 3ABC/EITB.

Dessa forma, garantindo-se a poténcia das vacinas, conforme descrito acima, sao

descartados problemas inerentes a fabricacdo do produto. Considerando os demais fatores
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levantados, previamente descritos, o plano de agdo do Estado de S&o Paulo foi redigido
elencando as seguintes prioridades:

1. Agendamento de reunibes com a Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral
(CATI) e a Federagéo de Agricultura do Estado de S&o Paulo (FAESP), visando ao apoio
dessas entidades no sentido de disponibilizar servidores para acompanharem a vacinagao
contra a febre aftosa nos meses de campanha de vacinagao;

2. Agendamento de reunides com prefeituras municipais nas regides de pior
desempenho no estudo, visando ao apoio dessas entidades no sentido de disponibilizar
servidores para acompanharem a vacinagao contra a febre aftosa nos meses de campanha

de vacinacéo;

3. Agendamento de reunido com o Comité Estadual de Educacdo Sanitaria para
tracar estratégias visando ao incremento de sensibilizagdo dos produtores rurais quanto a

importancia da vacinagdo contra febre aftosa;

4. Realizacdo de treinamento com técnicos agropecuarios e médicos veterinarios do
quadro da CDA, com enfoque em boas préaticas de manejo voltadas & vacinagdo contra

febre aftosa;

5. Ampliagdo das auditorias internas nas unidades regionais da CDA, com
colaboracéo da SFA/SP;

6. Cumprimento integral da meta determinada pelo Plano Plurianual (PPA) no
tocante a vacinagcdo assistida e a fiscalizacdo de revendas. Atualmente, a meta
determinada pela sede da CDA é de realizacdo de vacinacdo assistida em 2% das
propriedades sob jurisdicdo de cada regional, bem como a realizagdo de dezoito

fiscalizagOes por revenda de vacinas por ano.

Também é valido ressaltar que, em comparacdo ao estudo anterior, realizado pelo
MAPA em 2007 (p. 33), os indices cairam drasticamente: a média de prevaléncia de
protecdo para os trés virus era entdo de 99%, tendo caido desde entéo para 80,23%. A ndo
ocorréncia de febre aftosa em mais de vinte anos no Estado (o ultimo foco notificado
ocorreu em 1996) pode explicar um menor cuidado do pecuarista em manter seus animais

protegidos.
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Outros paises que utilizam a vacinacdo massal como ferramenta de controle ou
erradicacdo da febre aftosa tém conduzido estudos de eficiéncia da vacina, embora esses
estudos nem sempre sejam publicados. Como a América do Sul é uma regido que se
caracteriza pelo uso da vacinagcdo massal — ao contrario da América do Norte e Europa —
é nesse continente que foram conduzidos quase todos os estudos similares sobre resposte
imune do rebanho imunizado. O Peru, por exemplo, conduziu dois inquéritos
soroepidemioldgicos sobre o tema, um em 2010 e outro em 2011 (SENASA, 2012, p. 1).
Nesses estudos, dividiu-se o rebanho em trés categorias, segunda a faixa etaria dos
animais, agrupando-os em bezerros, novilhos/novilhas e vacas/touros. Em 2010, os
animais mais jovens apresentaram 46% de imunizagdo, ao passo que 0s novilhos
obtiveram 68%, e 0s animais adultos, 85%. A média foi de 70,5%. No ano seguinte, 0s
valores saltaram, respectivamente, para 65,4%, 69,4% e 86,0%, com média de 75,6%. O
avanco mais marcante foi na imunizacdo dos bezerros, que saltou quase vinte pontos
percentuais em um ano. E dificil comparar esses dados com aqueles obtidos pelo Estado
de Séao Paulo, pois a média do estudo brasileiro foi feita considerando o peso por extrato
etario dos animais envolvidos, ao passo que, no Peru, utilizou-se a média aritmética
simples. Ainda assim, pode se observar um bom indice de imunizagdo nos animais
adultos, acima de 85%. De fato, a autoridade sanitaria peruana considerou os resultados
adequados: o Programa Nacional de Erradicacdo de Febre Aftosa daquele pais determina
que bezerros tenham indice de protecdo minimo de 65%, novilhos de 75% e adultos de
85%. As metas foram atingidas parcialmente no estudo de 2010 e integralmente no de
2011.

Um ano apds o ultimo estudo peruano, o Uruguai também conduziu um inquérito
epidemioldgico de resposta imune & vacina contra febre aftosa (MGAP, 2012, p. 34). O
estudo foi realizado nas semanas imediatamente anteriores ao inicio da campanha de
vacinacdo — periodo mais critico, do ponto de vista imunoldgico, para os resultados de
niveis de anticorpos séricos nos animais alvo do inquérito. A exemplo do estudo
conduzido no Peru, os animais foram agrupados, de acordo com sua faixa etaria, em trés
grupos: de animais de 6 a 12 meses, de 13 a 24 meses, e acima de 24 meses. Os resultados
obtidos para cada faixa etaria foram, respectivamente, de 68%, 77% e 97%, com média
geral de 87,9%. O resultado foi considerado como excelente pelas autoridades sanitarias
uruguaias. Mais uma vez, como ocorreu no caso peruano, é dificil comparar a situagéo do

Uruguai com a do estado de Sao Paulo, devido a metodologia divergente no calculo das
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médias. Ainda assim, chama a atencdo os bons resultados uruguaios, em especial dos
animais adultos — que beiraram os 100% de protecao.

A tentativa de se estabelecer estimativas de taxas de protecdo contra a febre aftosa
no rebanho ndo é nova. Ja& na década de 1990, as autoridades sanitarias argentinas
conduziam estudos de imunidade populacional em seu rebanho. Em 1995, um inquérito
epidemioldgico conduzido pelo SVO daquele pais, segundo FONDEVILA et al., 1997,
p. 784, concluiu que 77% dos animais até 12 meses de idade apresentavam niveis de
protecdo adequada contra a febre aftosa. Para animais adultos, a proporcéo subia para
94%. Mais uma vez, mesmo em face de metodologias diferentes em relagéo ao presente
estudo, é se destacar o bom desempenho do rebanho argentino.

Os resultados obtidos em outros paises da América do Sul, bem como estudos
anteriores no proprio Estado, reforcam a ideia de que a preocupacdo em vacinar de
maneira adequada o rebanho vem caindo ano a ano entre os produtores de S&o Paulo.

Vale ressaltar que, mesmo uma vez erradicada a doenca no pais, existe o risco de
reintroducdo da doenca, e que uma das ferramentas de prevencdo é a vacinacdo. A
reintroducdo do virus pode se dar por diversos modos, com destaque para o transito
irregular de animais e produtos. A experiéncia brasileira mostra que ja foram isolados
agentes patdgenos em produtos trazidos ilegalmente para o Brasil. MELO et al., 2015, p.
25, demonstraram a presenca de Listeria monocytogenes em 22,9% e de Staphylococcus
auerus em 14,58% de produtos apreendidos pela Vigilancia Agropecuéria Internacional
nos Aeroportos de Guarulhos/Sdo Paulo e do Galedo/Rio de Janeiro. N&o se trata de
patdgenos de doencas de controle oficial no &mbito de salide animal, mas a constatacéo
ilustra a possibilidade de ingresso de agentes etiolégicos por meio do transito de produtos

de origem animal.

Em um estudo ainda mais preocupante, MELO et al., 2014, p. 1934, demonstraram
a presenca de Mycbacterium bovis em 17,5% e de Brucella sp em 42,1% de produtos
leiteiros apreendidos pela Vigilancia Agropecuéria Internacional, nos mesmos
aeroportos. A diferenca do outro estudo publicado pelos mesmos autores, tratava-se de
agentes de doengas de controle oficial. As origens desses produtos foram t&o variadas
quanto Italia, Portugal, Espanha, Franga, Argentina, Holanda, Estados Unidos, Libano,
Marrocos, Iraque, Peru, Israel e Turquia.
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Vale lembrar que o Estado de S&o Paulo, embora ndo possua fronteiras
internacionais, conta com o aeroporto internacional com o maior fluxo de passageiros
estrangeiros (Guarulhos), o maior aeroporto de cargas (Viracopos) e 0 maior Porto
(Santos) do Brasil (CGNA, 2017, p. 11; ANTAQ, 2017, p. 1). A reintroducdo do virus
por meio do transito, em especial de produtos ilegais, ndo é um cenario desprezivel na

atual realidade do Estado.

O PNEFA nos préximos anos, portanto, deve se focar na prevencao da reintroducao
da febre aftosa em areas livres. Nesse contexto, a fim de melhorar os indices vacinais
contra a febre aftosa no Estado de Sao Paulo, a CDA, em parceria com 0 MAPA, deve

reforcar suas acdes junto aos produtores para:

1. Conscientizacdo quanto a importancia do uso da vacina, e fiscalizar a vacinagdo
no maior nimero possivel de estabelecimentos;

2. Conscientizacdo quanto a importancia da manutencdo da cadeia do frio,
fiscalizando os pontos que Ihe cabem (da fabricacdo as revendas);

3. Capacitacdo de produtores, veterinarios e trabalhadores rurais quanto ao correto
uso da vacina, tanto no que se refere ao local de aplicacdo (tdbua do pescoco), quanto a
quantidade (5 mL até 2019, 2 mL a partir de entdo), quanto as vias de aplicacdo
(intramuscular e subcuténea).

Dessa forma, pretende-se manter elevado o nivel de protecdo do rebanho contra a
febre aftosa, a0 menos até quando a estratégia de prevencdo mudar, com a retirada da

vacinacgdo — 0 que esta previsto para acontecer em Sdo Paulo no ano de 2021.
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6. CONCLUSOES

- Avaliou-se o resultado das acdes do Programa de Erradicacdo da Febre Aftosa no
Estado de S&o Paulo, com foco no perfil imunitéario do rebanho bovino vacinado contra o

virus da febre aftosa, no ano de 2014;

- O rebanho bovino paulista apresentou niveis de protecao para febre aftosa de 78,2%
para o virus O, 79,9% para o virus A e 82,6% para o virus C, pelo método de ELISA-
CFL,;

- Para dois sorotipos estudados (A e O), os indices de protecdo apresentaram niveis

abaixo daqueles preconizados pelo MAPA (80,0%);

- Esses dados forneceram subsidios para acGes de fortalecimento da estrutura dos
programas sanitarios e dos sistemas de atencdo veterinaria do Estado de S&o Paulo, com
enfoque no fomento da cooperacdo técnico-cientifica entre Instituicdes de Pesquisa,
Instituicdes de Extensdo, MAPA e Coordenadoria de Defesa Agropecuéaria do Estado de

Sao Paulo.
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ANEXOS

ANEXO 1 — materiais necessarios para a realizacao do ensaio de ELISA-CFL.
Placas de microtitulacdo em poliestireno;
Lavador de placas;

Estufa a 37°C;

Agitador de placas;

Agitador de tubos;

Tubos de vidro e suporte de tubos;
Micropipetas e cubas;

Espectrofotémetro;

Agua destilada;

Amostras para estudo;

Antigeno de referéncia;

Soros de referéncia controle positivo e negativo;
Captura- soros hiperimunes de coelho;

Soro detector- soros hiperimunes de cobaias;
Conjugado;

Tampéo de diluigéo;

Solucéo de lavado;

Tampdo carbonato/bicarbonato;

Substrato;

Acido sulfdrico 3N;

OvoalbuminaG Il e G V.
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