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L INTRODUCAO

O Estado do Parand possui um rebanho eqliino de 444.259
cabegas. A regido que concentra maior nimero de animais (Tab.l) é
a de Guarapuava{GRP) 11,6%, seguida das regifBes de Cdritiba(CTA)
9,7%, Ponta Grossa(PGO) 9,6%, Umuarama(UMU) 8,8%, Irati(IRI) e
Ivaipord (IVP) 6,7% cada. Estas regifBes perfazem 53% do total do
rebanho. As demais regifes, compreendendo Cascavel (CSC), Cornélio
Procépio (CRP), Francisco Beltrédo(FNB), Jacarézinho(JZO),
Londrina(LDA), Maringé (MGA), Paranagud (PGA), Paranavai(PVA), Pato
Branco(PBC), Toledo(TOO) e Unido da Vitéria(UVA), participam com

percentuais menores, perfazendo os 47% restantes (IBGE, 1987).

TABELA 1. REBANHO EQUINO DO PARANA.

NUCLEO REGIONAL NUMERO DE CABEGAS )
CAMPO MOURAO 28.326 6,4
CASCAVEL 16.567 3,7
CORNELIO PROCOPIO 15.254 3,4
CURITIBA 42.965 9,7
FRANCISCO BELTRAO 13.761 3,1
GUARAPUAVA 51.480 11,6
IRATI 29.890 6,7
IVAIPORA 30.020 6,7
JACAREZINHO 26.371 6,0
LONDRINA 13.612 3,1
MARINGA 16.358 3,7
PARANAGUA 830 0,2
PARANAVATL 25.900 5,8
PATO BRANCO 16.382 3,7
PONTA GROSSA 42.1767 9,6
TOLEDO 9.047 2,0
UMUARAMA 39,121 8,8
UNIAO DA VITORIA 25.608 5,0
TOTAL 444,259 100,0

FONTE:IBGE 1987



Apesar do rebanho eqgliino participar com apenas 0,5% do
efetivo da pecudria paranaense (85.219.359 cabegas), sua
importdncia ¢é relevante, na medida em que desempenha papel
fundamental na forca de trabalho animal, nas pequenas
propriedades rurais, com 4reas entre 1 a 50 ha, e que 86% destas
utilizam arados de tragdo animal na exploragdo agropecudria
(IBGE, 1987; SEAB, 1992).

A partir de 1984, o Estado do Parand implantou o Programa de
Tragdo Animal, visando a melhoria do rebanho eqllino e das
condigBes so6cio-econémicas dos pequenos produtores rurais. Um
acompanhamento sanitdrio dos animais destinados a esse tipo de
exploragdo econdmica tem sido realizado, incluindo a execugdo de
exames laboratoriais de brucelose, leptospirose e anemia
infecciosa eqllina (SEAB, 1984).

Outras doenqas,‘ porém, sdo importantes e deveriam ser
avaliadas, tais como as encefalites eqllinas, causadas por
arbovirus e que em estimativa moderada de custo com a doenga,
levada a efeito no Estado da Flérida, Estados Unidos da América
(EUA), alcanga mais de US$ 1.000.000 por ano (WILSON et al.,
1986) .

Alguns arbovirus de diferentes familias, gé&neros e grupos
sorolégicos sdo capazes de determinar quadros clinicos
caracteristicos de encefalomielite no homem e em animais
domésticos. Dentre o0s causadores de encefalomielites eqllinas
estdo o0s virus da encefalomielite eqUina leste (EEE), da
encefalomielite eqllina oeste (WEE) e da encefalomielite eqUina

venezuelana (VEE) (MONATH, 1981; PETERS & DALRYMPLE, 1990).



Nas encefalites eqilinas, o homem e 0s eqllideos sfo
hospedeiros acidentais e terminais na cadeia epidemiolégica. A
doenga dissemina-se essencialmente devido ao ciclo que ocorre
entre os animais reservatérios (aves e roedores silvestres) e os
vetores (mosquitos) (ACHA & SZYFRES, 1986).

O Parand contempla, entre outros estados do Brasil e paises
da América Latina, o roteiro migratério das aves silvestres Netta
paposaca e Anas versicolor, A. georgica, A. spinicauda, A.
sibilatrix e A. platalea. Estas aves sdo abundantes na Argentina
e no Chile, onde nidificam, principalmente nas provincias
centrais e do sul desses paises, realizando deslocamentos até ao
norte, cruzando o paralelo 25 de latitude sul e alojando-se na
Bolivia, Paraguai e Brasil, no periodo de setembro a margo
(CEPANZO, 1982).

Como essas aves constituem-se em reservatérios naturais do
virus da encefalomielite, podem estar servindo como fonte na
disseminagdo da doenga para o homem e para os equUideos do Estado
do Parani.

No periodo de 1980 a 1990, o Centro de Diagnéstico "Marcos
Enrietti”, laboratério do Estado do Paran4, processou 685
amostras‘de cérebros eqllinos para diagnéstico de raiva, sendo que
desse total, 129 amostras apresentaram resultados positivos e o
restante negativos.

Esses resultados significaram que cérca de 80% das amostras
encaminhadas ao Laboratério, ficaram sem diagnéstico diferencial,
uma vez que foram negativas para raiva e, no histérico desses

animais, a sintomatologia era compativel com encefalite.



No Estado de S&o Paulo, a anadlise de 150 amostras de
cérebros eqllinos, recebidos para diagnéstico de raiva durante
trés anos, além de ter demonstrado um aumento percentual
acentuado da raiva nessa espécie, reforgou a necessidade da
execugdo do diagnéstico diferencial daquelas encefalites,
indistinguiveis clinicamente, ou seja, a encefalite eqﬁina, a
encefalite herpética e a raiva (KOTAIT et al., 1990).

Baseados nesses fatos, pretendeu-se avaliar a situagdo da
encefalomielite no Paran4, através de levantamento sorolégico em
equinos; determinando-se anticorpos inibidores da hemaglutinagdo

para os virus leste (EEE), oeste (WEE) e venezuelano (VEE).



IL. REVISAO DA LITERATURA

As encefalomielites eqgllinas Leste (EEE), Oeste (WEE) e
Venezuelana (VEE), sdo causadas por arbovirus pertencentes a
familia TOGAVIRIDAE, género Alphavirus e sorolégicamente est&o
incluidos no Grupo A da classificag8o universal dos arbovirus. Os
Togaviridae sdo virus que possuem &cido ribonucleico (RNA), de
fita simples e aspecto linear ndo segmentado. Apresentam
coeficiente de sedimentagfio variando de 250-275 S (Svedberg),
estdveis a faixa de pH de 6,0 4 9,0 . S30 sensiveis aos solventes
lipidicos e aos detergentes i6nicos e ndo-ibnicos, sendo
rapidamente inativados pela ag¢do da radiagdo ultravioleta e pela
temperatura de 56°C, mas sdo relativamente resistentes a
tripsina.

Apresentam como estrutura um nucleocapsideo de simetria
icosaédrica que estd envolvido por um envelope, constituido por
uma dupla membrana lipidica contendo duas glicoproteinas
especificas para cada tipo viral, Ej e Ez. A glicoproteina Ej
funciona como hemaglutinina e a E; como indutora de anticorpos
neutralizantes.

As particulas virais integras apresentam dilmetro de 50-65
nanométros (nm). Possuem entre cinco a sete precursoras para as
proteinas estruturais e ndo estruturais. Multiplicam-se no
citoplasma das células hospedeiras, especialmente nas organelas
citoplasmiticas. Possuem aglutininas capazes de aglutinar

hemdcias de ganso e antigenicamente sdo relacionadas entre si. A



classificag8o antigénica é mostrada na Tabela 2

1979; JOKLIK, 1988;

PETERS & DALRYMPLE, 1990).

TABELA 2. CLASSIFICAGAO ANTIGENICA DOS ALPHAVIRUS.

(SHOPE & SATHER,

Variedade

Complexo Antigénico Espécie(virus) Subtipo
Western equine WEE varios
encephalitis (WEE) y 62-33
Highlands J(HJ)
Fort Morgan(FM)
Aura
Sindbis (SIN) Sindbis Ockelbo
Babanki
Kyzylagach
Venezuelan equine
encephalitis (VEE) VEE I A-B
I C
I D
I E
I F
IIEverglades
(EVE)
ITIIMucambo MUC
(MUC) Tonate
71D-1252
IV Pixuma
(PIX)
V Cabassou
(CAB)
VI AGB80-660
Eastern equine
encephalitis (EEE) EEE North America

South America

FONTE: PETERS & DALRYMPLE, 1990.

O conhecimento da estrutura antigénica das glicoproteinas do

envelope (Ej, Ep) dos Alphavirus é importante para compreender a



enfermidade causada pelo virus, a variag8o antigénica e a
viruléncia.

Vidrios trabalhos foram desenvolvidos nessa 4&rea, com
técnicas modernas de laboratério, como os de RUOEHRIG et al. (1985,
1988) em que identificaram 12 epitopos na superficie da
glicoproteina do virus da encefalomielite egliina venezuelana
(VEE), cepa vacinal TC-83, usando anticorpos monoclonais. Muitos
desses anticorpos identificaram um dominio de neutralizagdo
critica na glicoproteina E» do VEE. Anticorpos monoclonais
especificos para epitopos agrupados ao redor do epitopoc Ez¢
foram eficientes neutralizadores do virus desafio virulento.
Anticorpos monoclonais especificos para epitopos distais desse
dominio de neutralizagdo critico, falharam na neutralizag¢8o da
infectividade do virus.

RICO-HESSE et al.(1988) relataram a produgdo de anticorpos
monoclonais udteis na identificagdo das variedades enzobéticas do
virus VEE pelo teste de Elisa (Enzyme-linked immunosorbent
assay). Usou-se esses anticorpos para investigar a relagdo
antigénica de 11 virus VEE associados com epizootias(IC) e focos
endémicos (ID) ao norte da América do Sul. Esses anticorpos
diferenciaram nitidamente os isolamentos epizo6ticos e enzobtico
t30 bem como distinguiram variagbes dentro da variedade ID. Um
anticorpo definiu wuma cripta antigénica situada sobre a
glicoproteina Ej.

STANICK et al.(i985) encontraram dois marcadores distintos
para os subtipos I-D e I-E das cepas de virus VEE. Um desses

marcadores foi caracterizado pelo fato dos subtipos I-D e I-E



serem eluidos em fragbes distintas por <cromatografia de
hidroxilapatita, a pH 6,5. O segundo marcador foi obtido pelo
ponto isoelétrico, das glicoproteinas do envelope Ej, distinto
que & para a as duas variantes indicadas. N4dc houve diferenga
significativa no ponto isoelétrico da glicoproteina do envelope
Es.

RICO-HESSE et al.(1988) estudaram o grau de variagdo
genética, dentro de um grupo sorclégico do virus VEE, e o
parentesco viral com outros antecessores isolados dentro do mesmo
Pais, por andlise genémica (Finger printing oligonucleotide). De
16 materiais isolados (RNA) pertencentes ao subtipo I, 12
mostraram grande grau de heterogeneidade, embora fossenm
indistinguiveis sorolégicamente. Uma cepa enzobética de referéncia
da Colémbia mostrou mais parentesco genético para trés cepas
epizoéticas isoladas no mesmo Pais, que sua cepa protétipo do
préprio sorogrupo isolada no Panamd. Assim, o parentesco genético
dentre as cepas VEE na Colfmbia parece ser uma fungdo geogré&fica
antes de epidemiolégica.

YAMAMOTO et al.(1985) analisaram a atividade biolégica das
glicoproteinas dos Alphavirus, tendo 1isolado oito diferentes
anticorpos monoclonais contra duas glicoproteinas do virus WEE.
Cinco de oito anticorpos monoclonais mostraram ser especificos
para Ej e trés para a proteina Ej, por ELISA e
radioimunoprecipitagdo. Trés dos cinco anti Ej; e todos os
anticorpos monoclonais anti Ep inibiram a hemaglutinagdo por
virions purificados. Um anti E; e dois anti Ej anticorpos

monoclonais possuiam alta atividade virus neutralizante.



CALISHER et al.(1988) reavaliaram o complexo antigénico do
WEE, além de 14 virus relacionados estreitamente com o WEE, para
a cepa Fleming do virus WEE. Todos os virus foram testados
cruzadamente por soro neutralizagdo. O0s resultados demonstraram
que as cepas Mc Millan, R-43738, AG 80-646, Be AR 102091 e Y 62-
33 sdo subtipos ou variedades do virus WEE, cepa Fleming. Enm
razdo dos resultados obtidos, CALISHER et al. (1988) lancaram a
hipétese de que os pdssaros, sendo o038 principais hospedeiros
vertebrados para esses virus, disseminariam os virus norte e
sul, de continente a continente. Virus do complexo WEE, com
menor diferenga antigénica pode desenvolver-se .em condigdes
ecolégicas discretas.

O conceito de grupos antigénicos dentro dos arbovirus foi
estabelecido hd muitos anos. Uma vez que o conceito & aceito, a
questdo que logicamente se apresenta € se a exposigdo prévia de
um hospedeiro individual ou de um rebanho a um ou muitos virus de
um determinado grupo antigénico, poderia protegé-lo ou ndo num
desafio subseqllente com outros virus do mesmo grupo. (CASALS &
BROWN, 1954; CASALS, 1957; CASALS, 1963).

H4& um ntmero de relatos na literatura mostrando que animais
experimentais podem ser protegidos em alguns graus contra
infecg8o fatal por um arbovirus, por prévia imunizagdo com outro
agente imunol6gicamente relacionado. (CASALS & BROWN, 1954;
CASALS, 1957; CASALS, 1963).

CUNHA (1942) estudou a imunidade cruzada entre os virus EEE
e WEE com o virus BAfA, isolado no Brasil, n#&o observando

qualquer imunidade cruzada entre eles. Cobaias vacinadas e
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comprovadamente imunes aos virus WEE e EEE morreram quando
inoculadas com o virus Baia e cobaias imunes ao virus Baia
morreram quando inoculadas com os virus WEE e EEE.

Assim, proteg8o cruzada tém sido reportada entre Encefalite
primavera-verdo russa(RSSE) e virus da doenga de Louping (CASALS,
1944); entre Encefalite japonesa B(JBE) e Encefalite Murray
Valley (MVE) (POND et al, 1955); entre JBE, MVE e Encefalite St
Louis (HAMMON & SATHER, 1956); entre Sindbs e WEE (PARKS & PRICE,
1958).

Segundo CASALS (1963), protegdo cruzada foi observada
principalnente quaﬁto mais estreitamente ligados os membros do
grupo entre si, isto €&, um contra o outro.

Para detectar tal imunidade cruzada, ¢é necessario dar
injeg8es repetidas de um agente sensibilizante, empregando uma
via de inoculag8o periférica, ao contrdrio da via 1intracerebral
para o virus desafio.

Em outro estudo, como o relatado por PRICE (1956), a
capacidade do virus vacinal suprimir a viremia, induzida em
animal experimental pelo agente desafio, foi usada como indicador
de resisténcia.

A Fundagdo Rockefeller, segundo CASALS (1963) interessou-se,
h& muitos anos no estudo da resisténcia cruzada intra-grupos, em
parte por proporcionar um nmeio adicional para a detecgdo do
parentesco do grupo, mas principalmente por causa de sua
sustentagdo na questdo da imunizagdo do grupo e suas possiveis
implicagf®es epidemiolégicas. A questdo levantada & como uma

exposigdo anterior de uma populagdo para um grupo de virus
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afetaria o resultado de uma epidemia devido a introdugdo de outro
virus do mesmo grupo.

Estudos de desafio cruzado com virus do grupo A foram de
particular interesse porque com, poucas excegdes, esses virus
ndo mostram reagdo antigénica marcada pelos testes de
neutralizagdo (N), de fixagdo de complemento (FC) e de inibigdo
da hemaglutinacdo (HI). O teste HI foi o que apresentou maior
numero de reagfes cruzadas entre os membros dos mesmo grupo,
seguido do teste de FC e do teste de N, que mostrou ser o mais
especifico.

Apesar disso, no teste HI o titulo mais alto caracterizou a
especificidade do virus, quando soro de camundongo que foi
imunizado com um virus do grupo A foi desafiado com o mesmo
antigeno (CASALS, 1963).

0Os resultados relacionados aos testes desafio cruzado,
obtidos por CASALS (1963) elucidam protecdo marcada (cruzada)
nos casos em que anticorpos do soro dos animais, em teste na hora
do desafio, estavam com titulos baixos ou impossiveis de serem
demonstrados.

No caso de aumento de resisténcia devido & vacinacgdo cruzada
no qual a reagdo imune seguindo desafio foi estudada, havia um
aumento marcado na taxa dessa reagdo, levando a titulos mais
altos gque nos controles dentro do mesmo periodo de tempo e também
por um aumento no nUmero de antigenos com o0 qual o0s soros dos
animais vacinados reagiram.

Verificou-se que dentro de um ou dois dias apés desafio, a

resposta imune manifestava-se no camundongo vacinado, na forma de
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fase negativa, uma indicagdo talvez de que anticorpos circulantes
estavam sendo retidos por combinagdo com o virus desafio.

Contudo, ndo pode ser concluido que a resposta exagerada de
anticorpos, detectada pelos testes HI e FC nos camundongos
vacinados seguindo desafio, fosse a causa de sua resisténcia
aumentada para esse desafio.

Essa resposta poderia ser devida a dois fatores, a
resisténcia aumentada e os titulos mais altos de anticorpos,
ambos manifestagdes concorrentes de um estado imune alterado.
Entretanto, dado o fato de que anticorpos HI ou FC, ou ambos,
podem as vezes, ser acompanhados por anticorpos N e o fato novo
de que os anticorpos FC podem de certa maneira avaliar o
progresso de uma infecgédo, pareceu ilégico concluir que, nesses
casos descritos de taxa acelerada de desenvolvimento de reagdo
cruzada, anticorpos heterbélogos possam ser responséveis ou
possam contribuir para a sobrevivéncia dos animais vacinados
desafiados.

Isso poderia acontecer se a taxa de invasibilidade ou de
replicagdo do virus desafio for baixa, em comparagdo com a taxa
de desenvolvimento de anticorpos nos animais sensibilizados
(CASALS, 1963).

Segundo CRANS & SCHULZE (1986), numa pesguisa em que
evidenciaram o vetor  epizob6tico primério, Coquillettidia
perturbans (Diptera:Culicidae), da EEE em cavalos, constataram um
aumento de 64 vezes no titulo de amostras de soro, de um
garanhdo de 14 meses, num periodo de 24 horas, a partir do

aparecimento dos sinais neurolégicos, frente ao antigeno EEE.
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Para estudar a duragdc dos anticorpos neutralizantes em
padssaros infectados naturalmente com virus EEE e WEE (cepa
Highlands J), MAIN et al. (1988) examinaram, por um periodo de 12
anos, numa area pantanosa, no sudoeste de Massachussetts, 10.127
amostras de sangue origindrias de 8.417 pé&ssaros capturados em
armadilhas, em trés locais de estudo diferentes. Desse total,
1.227 aves, representando 20 espécies, foram recapturadas 2,7
vezes/ave e 2.937 amostras de sangue (2,4 por ave) foram
colhidas.

Além de isolar o virus EEE e WEE (HJ) de sete espécies de
passaros, foi observado, também, ser efémera a duragdo de
anticorpos neutralizantes detectdveis em algumas espécies dessas
aves enquanto que em outras, eram extremamente longas.

Embora esses estudos tenham sido limitados a dois virus,
permitiram ilustrar o cuidado que se teve na interpretagdo dos
levantamentos sorol6gicos. Por outro 1lado, as diferengas
constatadas no tempo de neutralizagdo dos anticorpos pelas
distintas espécies de aves, parecem ser o resultado de condigbes
fisiolégicas inerente a cada espécie.

De conformidade com WILSON et al. (1986) foi elaborado um
levantamento sobre encefalomielite eqllina leste, em cavalos da
Flérida, EUA para avaliar o ntmero de casos de encefalomielite,
diagnosticados como EEE, por informagdes de veterindrios, em que
constataram que as informagdes recebidas foram 173% maiores que o
nunero relatado,. de casos confirmados, pelo laboratério (apenas
50% dos veterindrios utilizam-se do laboratério para confirmagio

do diagnéstico da EEE).
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A maioria dos animais afetados pela doenga (78%) ndo
possuiam histérico de vacinagdo e pareciam ser animais jovens,
menores de trés anos. Destacando-se que 67% dos veterindrios
recomendavam vacinagdo para esses animais.

Ainda no relato dos veterindrios, 64% informaram Que a maior
incidéncia da doenga estava associada com certos locais e suas
prdticas, normalmente perto de fonte de 4&gua, como rios ou
pantanos.

WALTON et al.(1989), para observarem a imunidade protetora
cruzada entre virus da encefalomielite em equideo (p6nei, cavalo,
burros, mulas) inocularam 18 eqllideo com virus EEE e 18 com
virus WEE. Desses animais, 12 eqliideo sbro-positivos para virus
EEE e 15 sbro-positivos para o virus WEE sobreviveram, além de 10
ndo imunizados, sOro-negativos, que foram utilizados para
controle. Todos esses animais foram desafiados com uma cepa
patogénica de virus VEE, para determinar imunidade protetora
cruzada.

A infecgdo desafio produziu 90% de mortalidade nos
controles, ou seja, nos equideo ndo imunizados, 40% de
mortalidade nos eqUiideo s6ro-positivos WEE e enquanto que todos
0s eqlideo sdro-positivos para EEE sobreviveram.

As respostas de anticorpos neutralizantes em placa para
virus VEE em eqUideo s6ro-positivos para EEE e WEE, foram
similares em tempo de 1inicio e titulo para resposta de
anticorpos dos eqliideo ndo imunizados.

Anticorpos neutralizantes para o virus EEE ou WEE foram

detectdveis em 19 dos 27 animais ap6s inoculagdo com o0 virus
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desafio VEE.

Os burros e mulas foram mais resistentes para os efeitos
letais da infecgdo com os virus VEE ou EEE do que foram os
péneis e cavalos , embora a doenga clinica severa tenha se
desenvolvido em alguns desses eqliideo. Essa fesisténcia sugere
que pbéneis e cavalos, burros e mulas ndo sdo igualmente
suscetiveis 4 infecgdo com 0s virus da encefalomielite eqliina.

Ap6s a infecgdo primdria, o perfil de anticorpos
neutralizantes de eqllideo inoculados com virus VEE e WEE
desenvolveu-se como esperado, para virus homélogos e heterdélogos.
Entretanto, baixa concentragdo de anticorpos neutralizantes
heter6logos, para virus VEE e WEE, foram produzidos em eqllideo
inoculados com virus EEE ap6s infecg8o primiria, e para virus EEE
em eqlideo inoculados com virus WEE, ap6s desafio de imunidade
com virus VEE.

Embora anticorpos neutralizantes para virus VEE e WEE nfo
foram detectados antes do comego do estudo, algumas exposigbes
prévias 4 Alphavirus relacionados, pode ter ocorrido.

Resposta de anticorpos heterélogos, apés exposig¢8o para dois
tipos de virus da encefalomielite, foi relatado por BYRNE (1964).

Embora os resultados das observagbes de campo ndo
controladas durante a epizootia de VEE, ocorrida no Teias, en
1971, indicavam pequena protegdo cruzada em eqliideo de anticorpos
neutralizantes WEE e EEE, estudos de laboratério com espécies de
campo mostravam a possibilidade da ocorréncia de protegbes

cruzadas (CALISHER & MANESS, 1975).
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial de encefalomielite eqllina é
levado a efeito através da detecgfo de antigenos virais de
espécimes colhidos de animais mortos ou sacrificados. Para tanto
utiliza-se as técnicas de imunofluorescéncia, ou de isolamento de
virus. O isolamento do virus é feito a partir da inoculagdo, em
sistemas apropriados (camundongos recém nascidos ou cultivos
celulares), de sangue total, ou soro ou de preparagbes
aﬁropriadas de fragmentos do sistema nervoso central. A
identificagéo é feita através dos testes de fixagdo de
complemento (FC) e imunofluorescéncia e, finalmente, através de
sorologia em que se usa rotineiramente duas amostras de soro, uma
na fase aguda da doenga e outra no periodo de convalescenga dos
animais sobreviventes. Os testes mais usados sdo a inibigdo da
hemaglutinagdo (HI), neutralizag8o (N) e o ensaio imunoenzimitico
(ELISA). TRAVASSOS DA ROSA et al., 1992.

Segundo MEHHSEN JOSEPH (1970) o diagnéstico sorolégico & um
teste indireto no qual o nivel (titulo) de anticorpo no soro de
um paciente é determinado para um virus especifico.

Os testes mais usados para este propésito sdo: Neﬁtralizaqao
(N), Inibig&c da Hemaglutinagdo (HI) e Fixagdo do Complemento
(FC) .

Como regra geral, anticorpos fixadores de complemento
aparecem mais tarde que anticorpos neutralizantes e inibidores da
hemaglutinag8o, seu titulo no pico da infecg¢do sendo baixo, ndo

persistindo por muito tempo.
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Portanto, anticorpos fixadores do conplemento sdo
normalmente indicativos de infecgdo recente.

A reagdo sorolégica serve para dois importantes propésitos
em virologia:

1- Confirmar que o virus isolado é o agente etiolégico e nio
unm virus latente ou um " Carrier strain ".

2- Estabelecer uma etiologia por meio do aumento no titulo
de anticorpos, na auséncia de isolamento do virus.

SOUTHAM & GREENE (1958) ao estudarem comparativamente trés
técnicas para a detecgdo de anticorpos de Alphavirus, a inibigdo
da hemaglutinagdo (HI), a fixagdo do complemento (FC) e a
neutralizagdo (N), observaram que através do aumento no titulo de
anticorpos, nessas técnicas, seria praticdvel suas utilizagbes
para diagnéstico ou trabalhos de levantamentos sorolégicos.

A técnica da HI detectou anticorpos no soro mais cedo do que
a fixagdo de complemento ou a neutralizagdo. Foi demonstrado o
continuo crescimento no titulo durante a segunda semana, 0 qual
poderia permitir um diagnéstico sorolégico baseado nesse
crescimento de titulo entre soros da fase aguda e convalescente
da doenga.

A persisténcia dos anticorpos por periodos longos, pelo
menos 6 meses e o aparecimento de titulo em soros em que a
infecgdo ndo foi induzida, faz com que a técnica seja aplicada a
estudos epidemiolégicos.

CALISHER et al.(1981) relataram que soros colhidos para
diagnéstico ou levantamento sorolégico de arbovirus podem dar

evidéncia presuntiva da infecgdo com um subtipo viral especifico.
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Em andlise epidemiol&gica, isto & algumas vezes Util para definir
o agente etiolégico especifico, obtendo uma resposta de
anticorpos.

Testes de sorologia diferencial podem ser usado para
determinar presuntivamente o subtipo infectante.

Quando testes de fixa¢do do complemento (FC) ou anticorpos
fluorescentes indicam que o virus estd relacionado com o complexo
Alphavirus VEE, WEE, EEE ou para virus do sorogrupo Bunyamwera ou
Califérnia, estudos adicionais devem ser executados para
identificar o virus, subtipo ou variedade.

Segundo CALISHER et al.(1983), o diagnéstico de infecgdo em
eqlinos causado por virus WEE freqlentemente & feito na base da
combinagdo dos achados epidemiolégicos e clinicos. A confirmagdo
sorolégica de tal infecg8o geralmente é dificil devido a
necessidade de avaliar amostras de soros pareados, ou &
impossivel devido a morte do animal infectado.

Os testes HI, FC e N de uma Unica amostra de soro de cavalo
na fase aguda da doenga causada pelo virus WEE, pode ser usado
para dar evidéncia presuntiva para infec¢8o com virus WEE.

Contudo, anticorpos HI e N contra virus WEE podem persistir
por anos. Sdo produzidos apés vacinagdo com WEE ou WEE/VEE vacina
bivalente e em potros podem ser encontrados como consequéncia da
imunidade materna (colostro). Portanto, uma simples amostra ndo
deve ser usada para fazer um sorodiagnéstico confirmativo para
infecgdo com virus WEE, usando os testes HI, FC e N.

Cavalos infectados experimentalmente (SPONSELLER, 1966) ou

naturalmente (CALISHER, 1983; MANESS, 1981) com virus WEE ou EEE
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ndo produzem anticorpos neutralizantes ou HI do 5° ao 10° dia
ap6s infecgdo. Anticorpos circulantes aparecem no dia ou préximo
do inicio da doenga clinica, quando o tempo de viremia diminui
para niveis minimos detectiveis.

Com isso, o isolamento do virus WEE ou EEE do soro & menos
provdvel e, o diagnéstico do WEE, EEE na base da detecgdo de
anticorpos HI, FC e N seria presuntivo.

GIBBS et al.(1988) estudaram a imunidade passiva e a
vacinagdo de potros contra encefalite eqUina leste na Flérida,
EUA, observando que as éguas vacinadas aproximadamente trés
semanas antes do parto, geralmente tinham titulos de HI para
virus EEE de 40 a 160, no parto . Amostras de colostro tiveram
valores simil#res e o titulo do potro com um dia de idade
refletiu claramente o titulo colostral.

Por analogia, o titulo do soro de uma égua foi um indicador
do titulo da imunidade passiva adquirida pelo potro.

O titulo de anticorpos derivados do colostro em potros
diminuiu progressivamente. Aos dois meses de idade 23% dos potros
estudados tiveram os titulos inferiores a 10, no teste de HI.

Na primeira vacinagdo, com trés meses, 50% dos potros tinham
titulos de anticorpos menores que 10, no teste de HI. Aos quatro
meses, antes da segunda vacinagdo, todos aqueles potros vacinados
tinham anticorpos detectéveis.

A administragdo da segunda dose de vacina ndo induziu
necessariamente a um aumento de anticorpos detectdveis, mas a
maioria dos potros estudados (90%) manteve ou atingiu um titulo

de anticorpos maior que 40, no teste HI.
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Apb6s a terceira vacinagdo, aos 10 meses de idade, o titulo
tinha caido para menos do que 20 (HI). A vacinag¢do, nessa idade,
resulta em resposta anamnéstica.

Ros 11 meses, os titulos foram geralmente mais altos (moda
80) que agueles seguidos da vacinag¢do aos quatro meses (moda 40).

Anticorpos HI para WEE seguiram uma tendéncia similar ao
obtido para EEE. A

Recomendou-se nas areas de alto risco da Flérida, vacinar os
potros aos trés, quatro e cinco meses de idade e depois
bianualmente.

Segundo HETRICK et al.(1960) os resultados dos testes
sorolégicos em quatro cavalos infectados experimentalmente com
virus EEE, mostraram o aparecimento de anticorpos HI detectéveis
no quinto dia apés a inoculagdo (titulos de 10, 20, 20, 40
respectivamente). Anticorpos neutralizantes apareceram entre o 7°
e 14° dia ap6és a inoculagdo ( p.i. ).

Os titulos de HI do 7° dia mostraram aumento de duas vezes
ou mais sobre aqueles do 5° dia e os do 14° dia alcangaram seus
valores maximos (1280, 320, 320, 320 respectivamente). Apb6s esse
dia, os titulos comegaram a declinar e mesmo em baixos niveis
foram detectédveis até um ano (40, 160) apés a inoculagdo.

Em contrapartida, os anticorpos neutralizantes alcangaram
valores maximos meses ap6és a inoculagdoc e mantiveram-se nesses
niveis por pelo menos um ano (3,6; 2,7; 2,3; 3,2).

A medida de anticorpos HI variou de acordo com as unidades
de antigeno empregadas nos testes, sendo maiores com duas

unidades (320) em comparagdo a quatro unidades (160) e oito
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unidades (80) ou 160, 80 e 40 respectivamente.

EPIDEMIOLOGIA

0s virus das encefalomielites eqUinas leste, oeste e
venezuelana se manté&ém na natureza através de ciclos bem
definidos, onde o0s vetores sfo constituidos de diversas espécies
de mosquitos e de vArias espécies de vertebrados silvestres que
atuam como hospedeiros.

As aves silvestres sd3o os principais hospedeiros dos virus
EEE e WEE, amplificando ou disseminando esses virus, enquanto os
roedores silvestres o sdo para o virus VEE.

O homem e os eqUideo s80 hospedeiros acidentais desses
virus, infectando-se ao penetrarem em seus nichos ecolégicos.

Os ciclos de transmissdo desses virus podem  ser
classificados de duas formas, o ciclo silvestre e o ciclo urbano.
No ciclo silvestre os hospedeiros primirios, aves e roedores, se
infectam nas florestas onde coabitam os vetores potenciais.
Varias espécies de mosquitos, da familia Culicidae, podem servir
como transmissores, especialmente os do género Culex, sendo esses
vetores chamados de enzoéticos. No outro ciclo , urbano , peri-
urbano e rural , os equideo si0 os principais hospedeiros
vertebrados para os trés virus. Geralménte, outras espécies de
mosquitos estfo envolvidos na transmiss8o da doenga. Sdo
mosquitos domiciliares ou que habitam o peri-domicilio. Neste
caso s3o chamados de vetores epizoéticos (TRAVASSOS DA ROSA et

al. , 1992).
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O vetor principal do virus WEE no oeste dos EUA é o Culex
tarsalis, porém o Aedes dorsalis, pode funcionar como transmissor
em d4reas onde é predominante. O ciclo bédsico da infecgdo &
mantido pela transmissio da ave virémica a ave suscetivel, por
meio dos vetores que podem infectar o homem ou o eqliideo,
ocasionando ou ndo a doenga clinica. No leste dos EUA, o vetor
principal passa a ser o Culiseta melanura , transmitindo a
infecgdo entre as aves silvestres e raramente aos eqgfiideo.

Geralmente um surto epizoético precede de uma a mais semanas
08 casos humanos, devendo isto servir como alerta as autoridades
em Salide Publica, para providenciarem medidas de controle. (ACHA &
SZYFRES, 1986)

No leste dos EUA, o ciclo béasico da infecg8o da EEE
desenvolve-se entre aves silvestres e mosquitos (Culiseta
melanura). O virus da EEE tem sido isolado de sangue de grande
ntimero de espécies de aves 3silvestres, tanto residentes como
migratérias. Quando o virus escapa de seus focos naturais
endémicos a outras &reas adjacentes, origina-se um novo ciclo
entre os pdssaros e 0s mosquitos locais.

Na costa Atlantica dos EUA, atribui-se ao Aedes sollicitans
um papel importante como vetor da EEE. Abundante em Agua salobre,
alimenta-se de sangue de aves, de eqliideo e do homem. Acredita-se
que o A.sollicitans € o principal vetor da encefalomielite eqliina
durante os surtos nas populagfes humanas e eqgllinas.

Um estudo sobre as fontes de alimentagdo de mosquitos no
sudoeste de Massachussetts, sugere que Coquilletidia perturbans,

Aedes canadensise e A.vexans poderiam ser vetores de virus para
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eqliideo e homem (ACHA & SZYFRES, 1986).

Nos paises tropicais das Américas, os vetores principais
parecem ser Culex nigripalpus, C.teniopus, Aedes taeniorhynchus
entre outros.

Na Venezuela, obteve-se multiplos isolamentos do virus de
mosquitos C.panacossa e C.dunni em um periodo interepizoético
(WALDER et al., 1984).

STAMM (1958) observou o envolvimento de espécies de aves
como o pardal inglés e o0 pombo doméstico,‘ no ciclo silvestre
endémico do virus EEE.

No Norte do Brasil, na regido de Belém, a EEE é enzobética na
selva Umida, porém, ndo se tem esclarecido o ciclo bidsico desse
virus (ACHA & SZYFRES, 1986).

Os focos naturais da infecgdo enzob6tica por VEE encontram-se
nas selvas Umidas da América tropical e em regiBes pantanosas. O
ciclo de infecgdo se desenvolve entre roedores, como o0s géneros
Sigmodon, Proechimys, Peromyscus & Oryzomys e também marsupiais
que sdo os reservatérios principais e mosquitos de varias
espécies de Culex (melanoconion), que servem de vetores para
transmitir a infec¢do de animais virémicos aos suscetiveis.

O virus epizo6tico depende dos eqUideo como hospedeiros
primdrios. A circulagdo do virus ocorre através de mosquitos
equin6éfilos, transmitindo a infecgdo de lum eqliideo virémico a
outro suscetivel, como também ao homem e a outros vertebrados

(ACHA & SZYFRES, 1986).

ISOLAMENTO DO VIRUS DA ENCEFALOMIELITE EQUINA VENEZUELANA (VEE).
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Em 1938, KUBES & RIOS isolaram o virus da encefalomielite
eqlina venezuelana (VEE) do cérebro de um cavalo proveniente do
deserto da peninsula da Guajira, na Venezuela.

CAUSEY et al.(1954) isolaram de um macaco (Cebus) sentinela
0 virus BeAn 8, como uma cepa do virus da encefalomielite equina
venezuelana (VEE), no Brasil.

SHOPE et al.(1964) fizeram a diferenciagdo desse virus e o

classificaram como Mucambo, um subtipo do VEE.

Na Colémbia, durante uma epizoodemia ocorrida em 1967,
isolou se o virus VEE de cavalos, de soro humanos, de viscera de
mamiferos marsupiais, quiroépteros, carnivoros e roedores.
Artrépodos hematé6fagos mais comuns ao isolamento foram Simulium
(S. exiguum, S. metallicum, S. callidum) e o mosquito Aedes

sexlineatus (CEPANZO, 1967).

No estudo de arbovirus na floresta de Bush Bush, em
Trinidade, no periodo de setembro de 1959 a dezembro de 1964, o
virus VEE foi encontrado em quase todo o periodo de estudo,
exceto em 1964. De 262 cepas descobertas, 68 foram de familias de
animais sentinelas, 32 roedores, 161 mosquitos e um de marsupial
{Marmosa mitis). O culex portesi foi o responsidvel por 103 dos
161 isolamentos do VEE em mosquitos. O roedor mais'importante do
isolamento foi o Oryzomys laticeps (14/32). Em familias de
camundongos sentinelas, foi encontrado o virus em maior
quantidade (63/68) ( JONKERS et al. 1968).

WONG CHIA & SCHERER (1971) isolaram o virus VEE de um
morcego frugivoro, Artibius turpis, no México e detectaram sua

importancia como fonte de virus para vetores mosquitos, homem e
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eqiinos em sua fase virémica.

SOUZA-LOPES & SACCHETTA (1978) durante uma vigilancia
epidemiolégica efetuada em.certas dreas florestais do Estado de
Sdo Paulo, Brasil, verificaram a introdugdo de um Alphavirus
pertencente ao complexo do virus da encefalomielite eqllina
venezuelana e identificaram como sendo uma amostra do virus
nucambo, sendo esta a primeira vez que foi assinalada a presenga
de um membro do citado complexo no Sudoeste do Pais. Essa
introdugdo foi detectada através do isolamento do agente e pela
presenga de anticorpos na populagdo local, bem como em aves e
mamiferos silvestres.

O virus mucambo foi considerado como amostra endémica do
complexo viral da VEE, pois ndo foram observados quadros
clinicos evidentes em cavalos e no homem.

Relatou-se ainda, o papel das aves silvestres na introdugdo
desse virus, importante como agente patogénico para o homem e

animais domésticos.
ISOLAMENTO DO VIRUS DA ENCEFALOMIELITE EQUINA LESTE (EEE) .

TEN BROEK & MERRIL (1933) isolaram, na costa leste dos
Estados Unidos, de eqllinos com encefalomielite, um virus que foi
denominado tipo leste (EEE).

No Brasil , DUPONT! (1913) observou em eqllinos do Estado do

Parand, sinais de encefalite nos animais chamando-a de "peste de

l1pupont, O. Moléstia de Borna? Rev. Zoot. Vet., 5:198-201, 1915 citado por
WIGG:M.D.Isolamento de uma amostra de virus WEE em Haemagogus Janthinomys.Tese
apresentada ao Instituto de Microbiologia da UFRJ visando & obteng¢io do grau
de mestre em ciéncias biolégicas (Microbiologia).Universidade Federal do Rio
de Janeiro.Rio de Janeiro. 1977.
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cegar" e relatou que os carroceiros sofriam importantes perdas
desde 1895.

Em 1915, DUPONT, citado por WIGG, voltava a observar casos
de doenga denominando-a como "moléstia de Borna" e realizava
tentativas infrutiferas de isolamento, em laboratério, de seu
agente causal.

Em 1937, CARNEIRO, de um surto em cavalos com sintomatologia
nervosa, ocorrido em Tatui, Sdo Paulo, isolou pela primeira vez,
o virus da encefalomielite eqllina leste, tendo concluido que o
mesmo ndo se relacionava com o vVvirus da "doenga de Borna".
Seguiram-se os isolamentos desse virus por CUNHA (1943) emn
Pernambuco; SANTOS et al.(1946) no Rio de Janeiro; ALICE (1951)
na Bahia; NILSSON & SUGAY (1962) em Itaporanga, S&o Paulo.

Isolamento do virus de outras espécies foram efetuados e
CHAMBERLAIN et al. (1938) e PAGAC et al. (1992) relataram o
isolamento do virus EEE do mosquito, Culiseta melanura
(Coquillett).

WALDER et al.(1984) isolaram o virus EEE e cepas ID de VEE
de mosgquitos, na maioria das vezes Culex (melanoconion) spp e

hamsters sentinelas, na regido de Catatumbo, Venezuela.

SOLER NODARSE et al.(1985) obtiveram isolamento do virus EEE
de uma pomba ( Columba 1livia domestica ) durante um surto
epizobtico em pombas, ocorrido no final de 1970, na colina
universitdria da cidade de Havana, Cuba. |

TULLY et al.(1992) diagnosticaram o virus EEE em um lote de
avestruz em Lousiana, EUA.

MITCHEL et al.(1992) relataram o isolamento de 14 cepas do
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virus EEE do mosquito Aedes albopictus coletados em Polk,
Flérida, EUA, na realidade o primeiro isolamento de um arbovirus
de importancia veterindria e de satide ptblica.

NASCI et al.(1993), durante uma epizootia de EEE ocorrida em

cavalos em Ohio, EUA, isolaram o virus de cavalos e mosquitos.

ISOLAMENTO DO VIRUS DA ENCEFALOMIELITE EQUINA OESTE (WEE).

O virus da encefalomielite eqglina oeste (WEE) foi isolado
pela primeira vez, a partir de cérebro de cavalo, durante uma
epizootia em eqllinos no grande vale central da Califérnia, EUA ,
em 1930 (MEYER et al. 1931).

O virus da Encefalomielite EqUlina Oeste (WEE), foi isolado
pela primeira vez no Brasil por BRUNO LOBO et al.(1961l) como uma
amostra de virus sorolégicamente relacionada ao grupo WEE/Sindbis
(Amostra n°® 1257), a partir de um cavalo doente do Jb6équei Clube
do Rio de Janeiro e gque veio a morrer.

WIGG (1977) isolou, pela primeira vez no Brasil, o virus WEE
do mosquito do género Haemagogus janthinomys, no municipio de

Linhares , Estado do Espirito Santo, Brasil.

CALISHER et al.(1985) numa investigacdo sobre arbovirus na
Argentina, no ©periodo de 1977 a 1980, identificaram e
caracterizaram novos subtipos de WEE e VEE (subtipo VI) a partir
de mosquitos Culex (melanoconion), ndo sendo associados com a
doenga em eqliinos.

REISEN et al.(1990) estudaram a persisténcia de arbovirus no

periodo de 1983 a 1988, em Kern, Califérnia, EUA. O virus WEE
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foi isolado com frequéncia  durante 1983 dos mosquitos Culex
tarsalis e Aedes melanoconion e também detectado por
soroconversdo em frangos sentinélas.

SMITH et al.{1993) isolaram o virus WEE de mosquitos Culex
tarsalis, Coquillett e Cx. pipiens, de uma epizootia ocorrida em
1987 e uma enzootia no ano de 1991, no Colorado, EUA.

VASCONCELOS et al.(1991) isolaram, na Amazénia Brasileira,
os virus WEE e EEE de aves silvestres, especialmente de espécies
pertencentes a familia Formicariidae confirmando o importante
papel desempenhado por essas aves como hospedeiros vertebrados
primdrios desses virus. Segundo os mesmos autores, para o virus
Mucambo (subtipo III do virus VEE), os roedores constituem os
principais hospedeiros vertebrados, conm duas espécies
importantes, Oryzomys capito e Proechmys guyannensis. Por outro
lado, roedores, marsupiais e orépteis tém sido encontrado
infectados com EEE, WEE e VEE podendo desempenhar papel

secunddrio na manutengdo e na disseminacdo desses virus.

DOENGA NO HOMEM

Na WEE, a doenga normalmente <comega com sintomas
inespecificos e generalizados de febre, dor de cabega, mal estar
e dores, por um periodo de um a quatro dias. Sonoléncia e
letargia, fotofobia, vémitos e rigidez da nuca, sinal de infecgdo
neurolégica, edindo muitas vezes rapidamente para torpor, coma e
em altas proporg¢fes, convulsdo em criangas . Paresia, tremores e

reflexos anormais podem estar presentes. Em casos fatais, os
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pacientes morrem apd6s um ou dois dias do desenvolvimento do coma.
A recuperagdo muitas vezes comega, repentinamente e progride
rapidamente. Cerca de um tergo das criangas sobreviventes sofrem
retardamento, dano cerebelar e paralisia espdstica (CHERRY, J.D,
1987). Adultos podem ter uma sindrome convalescente prolongada de
astenia e queixas neuropsiquidtricas. Infecgfes congénitas sdo
documentadas e resultam em deterioragdo neurolbégica severa e
progressiva (MONATH, 1988).

Na EEE, a doenga & mais aguda e progride mais rapidamente
que as outras encefalites arbovirais. O inicio €& abrupto cbm
febre alta, vémito, sonoléncia, torpor, coma, mioclonia e
convulsdes aparecendo dentro de 24 a 48 horas. Sialorréia pode
aparecer e dificuldade respiratéria e cianose sdo freqtientes. Uma
caracteristica curiosa da doenga em crianga ¢ o edema facial,
periorbital ou generalizado. A morte normalmente ocorre na
primeira semana. Nos pacientes sobreviventes, a recuperagdo
inicia-se na segunda semana € pode progredir rapidamente. As
sequelas nesses pacientes sdo muitas vezes severas,
principalmente em criangas, com alta mortalidade e sequelas,
caracterizadas por retardamento, paralisia espdstica e atrofia de
substancia cerebral ( CHERRY, J.D., 1987, MONATH, 1988).

PRZELOMSKI et al.(1988) observaram uma aumento na frequéncia
de EEE em pessoas adultas, enquanto, no passado, era considerada
uma doenga de criangas.

Na VEE, o periodo de incubagdo é de dois a cinco dias. ©
inicio & repentino, com febre, calafrios, mal estar generalizado

e dor de cabega, seguidos de mialgia, nédusea, vémito e
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ocasionalmente, diarréia. ©Os sintomas agudos generalizados
diminuem em quatro a seis dias. Uma sindrome de fadiga
convalescente pode seguir até trés semanas. Um curso bifdsico tem
algumas vezes sido observado, com o0s sintomas agudos reaparecendo
ap6s uma rédpida remissdo, dentro de uma semana ap6s ter iniciado.
Evidéncia do envolvimento de sistema nervoso central (fotofobia,
sonoléncia, confusdo) pode estar presente. A encefalite severa
desenvolve-se em  pequenas proporgodes naqueles pacientes
infectados, principalmente em criangas e, é caracterizado por
sinais nas meninges, convuls8es, tremor, torpor, coma, paralisia
espdstica, reflexos anormais, paralisia do nervo cranial, e
insuficiéncia respiratbria central. Problemas neurolégicos
residuais (sequelas) ocorrem naqueles casos severos. Infecgfo
adquirida durante o primeiro e segundo trimestre de gravidez pode
resultar em encefalite fetal e morte ( CHERRY, J.D., 1987;
MONATH, 1988; BELLARD et al. , 1989).

DOENGA NOS ANIMAIS

O virus da WEE tém muitos hospedeiros mas s6 manifesta-se
clinicamente nos equiideo (ACHA & SZYFRES, 1986). O periodo de
incubagdo dura de uma a trés semanas. A febre é a unica
manifestagdo clinica antes do aparecimento dos sinais nervosos.
Quando estes surgem, a viremia e a febre desaparecem. Os
principais sinais sdo inquietude, andar irregular, incoordenag&o
e sonoléncia. O animal enfermo investe contra qualquer obstéculo,

caminha em circulos e perde todo o sentido de orientagfo. Durante
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a fase letArgica, é comum que o animal figque im6vel, com a cabega
apoiada sobre gqualguer lugar ou objeto. Finalmente, na fase
paralitica, o animal & incapaz de levantar-se quando cai, tem
flacidez do 14bio inferior e tem dificuldade de deglutigdo. A
morte pode ocorrer em um ou dois dias, apés o aparecimento dos
sinais nervosos. Nos animais que se recuperam, sio freqllentes as
sequelas neurolégicas, principalmente a anormalidade dos
reflexos. A taxa de letalidade dos egqliinos afetados por
sintomatologia encefalomielitica varia entre 20 a 30% podendo
chegar a 50% (ACHA & SZYFRES, 1986; MONAH, 1981).

Na EEE os sinais sfo similares a WEE, porém o curso da
doenga é mais curto e altamente mortal. A enfermidade tem um
curso febril bifdsico. De 18 a 24 horas ap6és o inicio da infecgéo
comega a febre, que dura um dia. Um segundo periodo febril, se
instala em quatro a seis dias ap6és a infecgdo e dura de um a
gquatro dias. Neste periodo aparecem os sinais nervosos. O animal
sofre uma profunda depressdo, com 0s membros em abdugdo, a cabega
encostada no solo e os lébios fladcidos. Também é freqliente
diarréia ou constipagdo e grande perda de peso. Alguns animais
ficam com hiperexcitabilidade, caminham em circulos e tropecam em
obstdculos. Finalmente caem e nfdo mais se levantam. A morte
ocorre entre o quinto e décimo dia ap6és a infecgdo. A letalidade
nos animais com sinais de encefalite é aproximadamente 75 a 90% e
naqueles animals sobreviventes & comum lesbBes cerebrais.

Os virus EEE e WEE causam a doenga tanto em aves domésticas
(faisbes, perus, patos e galindceos) como em silvestres . A

sintomatologia consiste em febre, depressfo, diarréia profusa,



32

alteragdo na voz, ataxia, tremores, paralisia parcial ou completa
de uma ou ambas extremidades, movimentos involuntdrios em
circulos (ACHA & SZYFRES, 1986).

O virus VEE (Variantes A, B e C do subtipo I) afeta os
eqliideo com um periodo de incubagdo de um a trés dias. A
sintomatologia da enfermidade nos eqllideo (cavalos, mulas, asnos)
varia de acordo com o grau da infecgdo. Em alguns animais a
doenca se manifesta por uma fase febril benigna, com febre de um
a dois dias, anorexia, depressdo. Estes sinais sdo acompanhados
de ligeira leucopenia e baixa ou nenhuma viremia. Em quatro a
seis dias, aparecem anticorpos neutralizantes. Os animais podem
recuperar-se sem sequelas. Em outros animais, observam-se um
curso caracteristico da doenga que & de encefalomielite. A doenga
se instala abruptamente, com febre alta, depresséo profunda,
anorexia e perda de peso, diarréia ou constipagdo. Neste estédgio
observa-se viremia de alto titulo, acompanhada de leucopenia. Os
sinais encefaliticos sd8o similares a WEE e EEE. Alguns animais
enfermos apresentam torpor, membros em abdugdo para manter o
equilibrio, apoiando a cabega sobre objetos, as vezes se deitam e
nio retornam a estagdo. Outros animais manifestam sinais de
excitabilidade, hipersensibilidade ao tato e ruidos,
agressividade, caminham em circulos, tropegam contra obstéaculos e
apresentam convulsfes. A taxa de letalidade & muito alta podendo

chegar a 80% (MONATH, 1981; ACHA & SZYFRES, 1986).

INQUERITOS SOROLOGICOS.
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Em Trinidade, DOWNS et al. (1956), ap6és um inquérito
sorolégico em que testaram 36 soros eqllinos, encontraram dois
resultados positivos para o virus da encefalomielite eqliina
venezuelana (VEE), porém ndo concluiu se este resultado
indicava uma ocorréncia tardia da doenga ou uma atividade
continuada da enfermidade ap6és 1944, quando ocorreu uma
epidemia.-

Houve também reagdo positiva para o virus da Encefalomielite
EqUina Leste(EEE), onde de 22 soros'equinos testados, um reagiu
positivamente.

LUGINBUHL et al.(1957) estudaram surtos de EEE ocorridos em
faisbes em Connecticut desde 1951 e em um levantamento realizado
enm 1952 em que ndo houve casos, somente cinco de 193 aves foram
positivas em teste de neutralizag8o para o virus EEE.

CAUSEY et al.(1962) na epizootia de EEE, ocorrida enm
Braganga, Par4, Brasil, de 500 cavalos que viviam na 4rea entre
os infectados ocorreu uma taxa de letalidade de 8,2% e um
percentual de 61% , utilizando o teste de HI, foi positivo.

FEEMSTER et al.(1958) realizaram estudo sorolégico na
populagdo de aves em Massachusetts, EUA, durante o0s anos de
1953, 1956 e 1957 quando 146, 152 e 269 soros foram pesquisados
respectivamente na detecgdo de anticorpos aos virus da
encefalomielite egllina. A taxa de prevaléncia foi de 20% para os
virus EEE e WEE.

MCLEAN et al.(1985) investigaram o aumento de casos
clinicos de EEE em cavalos e determinaram o hospedeiro vertebrado

natural daquele virus. Cavalos, aves e pequenos mamiferos foram
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testados nos municipios de Kalamazoo e St.Joseph, Michigan, EUA,
de 25 de Agosto a 5 de Setembro de 1980.

Amostras de soros de quatro cavalos com doenga aguda de
encefalite e 16 dos 39 companheiros de pasto dos cavalos doentes
tiveram anticorpos neutralizantes contra o virus EEE (46,5%). Ndo
houve isolamento desses 43 soros.

Ndo houve isolamento de virus e ndo foram detectados
anticorpos para virus EEE em 28 amostras de sangue de pequenos
mamiferos. Doze cepas de virus EEE foram isolados de 401 amostras
de sangue de aves silvestres (42 espécies) e 22% dos faisBes
apresentaram titulos de anticorpos para o virus EEE.

CAUSEY e THEILER (1958), em um levantamento efetuado em
soros de residentes de 15 localidades da Amaz6énia, utilizando 14
tipos diferentes de arbovirus, entre eles o WEE, VEE e EEE,
mostraram uma incidéncia alta (16,7% em 314 soros) para VEE e
baixa para EEE (4,9%) e WEE (3,2%). Segundo os autores, a
evidéncia dos resultados baixos n3o foi conclusiva devido a
sobreposigdo iﬁunolégica com outros agentes relacionados
imunologicamente.

SANMARTIN e DUENAS (1959), na Colémbia, constataram dois
fatos bem definidos ao analisarem 478 amostras de soros humanos
por meio dos testes de inibig¢d8o da hemaglutinag8o (HI) e
neutralizagdo (N) com virus da encefalomielite eqllina venezuelana
(VEE). Primeiro, que as.344 amostras de soros que ndo tiveram
anticorpos inibidores da hemaglutinagdo também apresentaram
resultados negativos no teste de neutralizagdo e, segundo, que no

teste HI, as 100 amostras de soros com titulos de 80, 160, 320 ou
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mais, foram positivas no teste de neutralizagdo para VEE.

Entre 43 soros com titulos de HI menor ou igual a 10, 20 e
40 havia 30 dos quais no teste de N foram positivos e 13
negativos. Testes comparativos de HI desses 13 soros foram
realizados com outros virus do grupo A (EEE, WEE, MAYARO,
SEMLIKI, CHIKUNGUNYA, SINDBIS) e indicaram Que em nove casos, o
virus mayaro ou outro relacionado estritamente, poderia ter sido
responsdvel pela produgdo de baixos titulos de anticorpos do VEE.

Mencionou-se também que todos o0s soros que apresentaram
algum titulo no teste HI com o virus EEE, resultaram em negativos
no teste de N, com o mesmo virus.

Ap6s essas observagdes e os resultados obtidos, sugeriu-se
que para © prop6ésito de "screening”, o teste de HI para VEE &
considerado o método de escolha, deixando para o teste de N
somente aqueles soros que apresentarem titulo menor que 80.
ConseqUentemente, o teste de N deveria ser 1limitado Aaquelas
amostras com titulo nas reagfes "in vitro" menor ou igual a 10,
20 e 40. Os soros com titulos de 80 ou maiores no teste HI,
poderiam ser considerados como positivos verdadeiros.

TRAVASSOS et al.(1961), em inquérito sorol6gico realizado em
soros de eqllinos, revelou 22,2% de positivos para o virus WEE,
10% para EEE e 5,6% para VEE.

Em 1961, SCHERER et al., no sul do México detectaram
anticorpos neutralizantes contra os virus EEE e WEE em plasma de
aves, suinos e homem , com uma taxa de prevaléncia maxima de 2%
no homem e 6% em aves adultas.

DICKERMAN e SCHERER (1971), na pesquisa sorolégica de
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anticorpos do virus VEE, no México, no periodo de 1960 a 1965,
ndo evidenciaram nenhuma atividade viral nos soros dos eqiinos,
galindceos, suinos, caprinos e humanos da regido do noroeste e
norte, devido o clima 4rido nessas regibes.

Os soros de aves selvagens, bovinos e suinos da costa
mexicana do Pacifico apresentaram pouca evidéncia de atividade do
virus da Encefalomielite Egllina Venezuelana. Os titulos pelo
teste de inibigdo da hemaglutinagao (HI) variaram de 20 a 100.

BUCLEY et al.(1972), em inquérito sorolégico de soros
humanos no Peru, compararam os resultados obtidos por inibig&o da
hemaglutinagdo (HI) de 27 diferentes arbovirus, entre eles EEE e
VEE com teste de neutralizagdo e concluiram que o0s Ssoros
positivos para HI foram confirmados na neutralizag¢fio com titulos
mais altos.

Durante uma epizoodemia ocorrida na Colfmbia, em 1967,
observou-se gue no municipio de Carmelo, antes do surto havia 418
cavalos, dos quais 178 (43%) enfermarém. e 90 (21%) morreram.
Havia também 28 mulas, trés enfermaram (11%) e nenhuma morreu. Um
més depois de iniciado o surto, de 22 cavalos examinados, 89%
mostraram anticorpos em teste de inibigdo de hemaglutinagdo para
o virus da encefalomielite eqllina venezuelana, (CEPANZO0,1973).

Segundo TIKASINGH et al.(1973), em uma pesguisa da cepa
América do Sul do virus da Encefalomielite Eqllina Leste (EEE),
num pegueno vale no noroeste de Trinidade, em que ocorreu dois
casos humanos da doenga, foram testados em HI, 616 soros humanos
apresentando resultado negativo. De 113 espécies de péassaros

testados, oito apresentaram HI positivo para o virus EEE, com
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titulos variando entre 20 e 80.

BIGLER et al. (1976), em andlise durante 20 anos (1955-1974)
a respeito da encefalomielite eqllina leste (EEE) na Flérida, EUA,
examinaram 1758 casos clinicos de EEE em cavalos e 25 casos no
homem. Desses casos clinicos em cavalos, foram colhidos e
analisados pelo teste de inibig3o da hemaglutinagdo (HI) 722
soros, confirmando 39% dos casos, ou seja 278 soros positivos em
1758 soros testados. Cinco casos (1,8%) foram sorolégicamente
indicativos de infecgdo recente pelo virus da encefalomielite
eqllina oeste (WEE), e isolaram virus da encefalomielite eqilina
leste (EEE) de oito cérebros de cavalos.

Segundo os autores, a combinagdo dessas fontes de dados,
indicaram que o virus EEE poderia ter atividade circulante na
Flérida, em gualquer época do ano, com pico de transmissfo para
0 cavalo entre os meses de maio e setembro.

KOTAKA et él.(1977) no Parand, em consequéncia de epidemia
por arbovirus surgida no litoral sul de Sdo Paulo em 1975,
constataram a existéncia dos virus VEE, EEE e outros. A
incidéncia nos soros de aves foi de 26,4% e 32,4% nos soros
humanos pelo teste de HI.

WIGG (1977) realizou inquérito sorolégico em 2975 soros
humanos de diversas localidades do Brasil, através do teste HI,
verificando uma incidéncia de 6,4 % de positividade para o virus
WEE. Os estados de Goids (98/472), Minas Gerais (24/285) e Rio de
Janeiro (16/905) foram os maiores detentores dessa prevaléncia,
ou seja onde o virus parece circular com maior intensidade.

0O mesmo teste realizado com soros de animais silvestres e
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eqUideo, mostrou resultados positivos para o virus WEE em maior
taxa para o sagui (57,3%), seguido do rato silvestre (28%), do
rato doméstico (26,9%), do pred (25%),dos eqUideo (5,4%) e do
morcego (1%) ; com titulos hemaglutinantes varidveis entre 10 e
80.

IVERSSON et al.(1983) em pesquisa sorolégica para detectar
anticorpos de arbovirus em populagdo humana da regido do Vale da
Ribeira, no municipio de Iguape, S&o Paulo, evidenciaram a
presenga de anticorpos HI numa taxa de 8,31% dos investigados
para os grupos A, B, C, Bunyamwera.

Os autores concluiram, que os dados sorolégicos sugeriam a
circulagdo de arbovirus patogénicos para o homem (EEE e Subtipo
ndo epidémico do complexo VEE).

MONATH et al.(1985), na Argentina, em levantamento
sorolégico de aves domésticas e silvestres, mamiferos silvestres
e cavalos conduzidos durante o estudo de arbovirus do periodo de
1977 a 1980, no intervalo ndo epizodtico, mostrou que a
prevaléncia de anticorﬁos neutralizantes para EEE foi maior que
WEE em todas as espécies e 4reas.

A presenga de anticorpos em espécies de aves de vida curta e
cavalos jovens ndo vacinados e a demonstragdo de soroconversdo em
cavalos durante o periodo, indicaram que estes virus sdoc também
enzo6ticos ou anualmente reintroduzidos na Argentina.

Anticorpos para antigeno 80-646, um novo subtipo do virus
WEE isolado de mésquito Culex melanoconion foram encontrados em
cavalos e roedores na regido norte tropical (MONATH et al.,

1985).
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Segundo os autores, anticorpos para cepa TC-83 do virus VEE
foram achados em todas as aves estudadas. A presenga de
anticorpos em alguns cavalos era provavelmente relacionada a
vacinagdo, mas a demonstragdo da soroconversdo em cavalos
sentinelas, aves e mamiferos silvestres indicava ativa
transmissdo do virus VEE.

QUERALES et al.(1985) num estudo soroepidemiolégico de
encefalite pelo wvirus venezuelano na regijo de Barlovento,
Venezuela, descreveram o isolamento do virus VEE a partir de
mosquitos coletados no campo. Observaram também uma atividade
viral vigente através de uso de animais sentinelas e sua
soroconversdo. Na andlise de 66 soros humanos pela prova de HI
detectaram uma positividade de 12%. 0Os titulos obtidos variaram
de 20 a 640 para VEE e abaixo de 10 para EEE.

CRANS (1986), utilizando frangos para atuar como sentinelas
durante uma epizootia de EEE no sul de New Jersey, EUA, concluiu,
que esta espécie funcionou pobremente como sentinela para esse
virus, ainda que considerdvel atividade do virus foi documentada
en New Jersey durante 1984, por confirmagdo de mortes de eqlinos,
isolamento do virus do mosquito Culex melanura, e um caso humano.
A maioria desses frangos usados neste teste ndo desenvolveu
anticorpos HI para o virus EEE.

Segundo HOWARD et al.(1988), os resultados obtidos na
sorologia de aves para o periodo de 1978 a 1980, em New York, na
prova de HI foram de 26 soros positivos com anticorpos contra o
virus EEE, e 12 foram também positivos para WEE.

Como o titulos de anticorpos EEE foram maiores ou iguais aos
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titulos WEE, estes foram considerados sorolégicamente de reagdo
cruzada. 0s soros positivos para WEE foram igualmente reagdo de
baixo titulo, nove soros (40), trés soros (80) e dois soros(160).

SASAKISILVEIRA et al. (1989) estudaram a prevaléncia de
anticorpos contra arbovirus na populagdo humana de portudrios
e 1ilhéus da regido de Paranagud, Parand, em 1026 amostras de
soros. Através do teste da HI, 301 amostras reagiram
positivamente, sendo 190 soros para Bunyavirus, 84 soros para
Flavivirus e 27 soros para Alphavirus (EEE, VEE-Mucambo).

RYDER & BRACHO (1990) estudaram anticorpos contra o virus
VEE na populagdo do distrito de Mara, Zulia, Venezuela. Das 239
amostras de sangue colhidas durante o periodo de julho a setembro

de 1988, 224 foram negativas (93,7%) e 15 foram positivas (6,3%).
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IIL MATERIAL E METODOS

3.1. LOCALIZAGAO E EPOCA

Os dados para a presente pesquisa foram obtidos durante o
ano de 1991 e sdo provenientes de 816 amostras de soro sangllineo
de eqllinos, do Programa de Tragdo Animal, de diversas regibes do
Estado do Parand, enviadas ao Laboratério Centro de Diagnéstico

"Marcos Enrietti”.

3.2. SORO SANGUINEO DE EQUINO

Foram utilizadas 816 amostras de soro sangliineo de eqlinos,
enviadas ao laboratério embaladas, sob refrigeragdo -e
acompanhadas de uma ficha de identificagdo contendo informag&es
sobre o animal e a regido.

As amostras de soro, ao chegarem ao laboratério, eran
armazenadas em "freezer" a temperatura de -20°C, para posterior

manipulagdo.

3.3. SOLUGOES

As solugbes utilizadas seguiram o protocolo indicado por

CLARKE & CASALS (1957) e SHOPE & SATHER (1979).
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Todas as substlncias utilizadas foram com reagentes P.A.

(Puro para Andlise).

3.3.1. Solugbes para colheita e lavagem dos eritrécitos

3.3.1.1. ACD (ACIDO CITRICO-CITRATO-DEXTROSE)

citrato de sédio (NazCgHgO7 2H20) ........ . 11, 26g
4cido citrico (H3CgH507.H20) .....ccvven.., 4,00g
deXtroSe ... ieittercitrrttttteatonrnorens 11,00g
dgua destilada Q.8.Prcvecverrirenncnns e 500, 00ml1

A solucdo foi esterilizada por autoclavagdo, durante 10

minutos, 4 temperatura de 115°C e estocada a temperatura de 4°C.

3.3.1.2. DGV (DEXTROSE-GELATINA-VERONAL)

Veronal (barbital) ....ccceveeeeececennans - 0,58q
gelatina ..... Ceeetecetreertentaaeanesones 0, 60g
Veronal S6diCO ....vvvevreeerosocnonaaanns 0, 38g
cloreto de cdlcio (Ca Clg) ..vvvveennnnsn 0,02g
sulfato de magnésio (MgSO4.7H20) ........ 0,12g
cloreto de s6dio (Na Cl) ....ccoveuvnnnns 8, 50g
dexXtrose ...iieievrerrrscsnecctcrsracnsnans 10,00g
dgua destilada .S.Pecrecccrecconronscans 1000, 00ml1

O veronal e a gelatina eram dissolvidos por aquecimento em
250 ml de Agua. Esta solugdo foi, depois, adicionada das demais

substdncias, bem como de agua até completar o volume de um litro.
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A substéncia foi esterilizada por autoclavagdo durante 10 minutos

a4 temperatura de 115°C e estocada a 4 °C.

3.3.2. Solugbes com pH especifico, usadas para suspensdo de
células

3.3.2.1. Solugbes Estoque

3.3.2.1.1.Cloreto de s6dio 1,5 M
NaCl ...ttt ittt teeeeaeeeseansnnsnannse . 87,68g
Agua destilada G.S.Pevecrecccrvecans . 1000, 00ml1

3.3.2.1.2. Fosfato de sédio dibdsico 2,0 M
NayHPO4 (Anidro) .......... e, 283, 96g
dgua destilada Q.S.P.cvcecccceannns 1000, 00ml
3.3.2.1.3. Fosfato de s6dio monobdsico 2,0 M
NaHQPO4H20 vvvvvvnnnennnenneennnans 276,02¢
dgua destilada q.s.p............;.. 1000, 00ml

3.3.2.2. Solugdes de Trabalho

3.3.2.2.1. NaCl 0,15 M - NazHPO4 0,2 M

NaCl 1,5 M ... ieerirennennnnnnnns 100, O0Oml
NagHPOg 2,0 M .iiuievnnennnaennnnn 100, 00ml
dgua destilada .....ccecevnnrneenn 800, 00ml

3.3.2.2.2. NaCl 0,15 M - NaHpPO4 0,2 M
NAaCl 1,5 M vvvvvnnneennnnennnnnnns 100, 00m1
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NaHpPO4.H20 2,0 Miu.iiveennennnnans 100, 00m1
égua destilada....ecvevvvennencnns 800, 00nl

3.3.3. Diluentes Ajustados

Sdo compostos da mistura das solugBes estogue com a solugdo
de trabalho, obtendo-se assim, solugbes com concentragdo
hidrogenibnica adequada para adicionar a suspensio de células.

(TABELA 3).

TABELA 3. CONCENTRAGAO HIDROGENIONICA DE TAMPOES FOSFATOS-NaCl

pH Final NaC1-0,15M/NayHPO4-0,2M  NaCl-0, 15M/NaH;P0O4-0, 2M
5,75 3,0 ml 97,0 ml
6,0 12,5 ml 87,5 ml
6,2 22,0 ml 78,0 ml
6,4 32,0 ml 68,0 ml
6,6 45,0 ml 55,0 ml
6,8 55,0 ml 45,0 ml
7,0 64,0 ml 36,0 ml
7,2 72,0 ml 28,0 ml
7,4 78,0 ml 21,0 ml

O pH era obtido pela adigdo de volumes iguais de solugdo
salina-borato (3.3.4.1.5), com o diluente ajustado.

Os diluentes ajustados de pH 5,75 a 6,6 foram estocados no
refrigerador & temperatura de 4°C, enquanto os de pH 6,8 a 7,4
foram armazenados a temperatura ambiente, para evitar a suxz

cristalizacgdo.

3.3.4. Diluentes dos Antigenos e outros reagentes usados nos

teste de Hemaglutinagdo (HA) e de Inibigdo da Hemaglutinagdo (HI)
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3.3.4.1. Solugbes Estoque
3.3.4.1.1. Cloreto de S6dio 1,5 M

3.3.4.1.2. Cloreto de S6dio 8,5%

3.3.4.1.3. Acido Bébrico 0,5 M

3.3.4.1.4. Hidréxido de S6dio 1 N

3.3.4.1.5. Solugdo Salina Borato(BS), pH 9,0

NaCl 1,5 M. ...ttt ineneeenrnsnnenonnasns 80, 00ml
H3BO3 0,5 M .. .. iiiiiiiiiiiiiinnnne 100, 00ml
NAOH 1 N.'vvvvirereoreaeonosnsnssacananns 24,00ml
Adgua destilada Q.5 .Pececcrrcrcrcrcnan 1000, 00ml

O pH foi determinado em potencibémetro.
3.3.4.1.6. Albumina Bovina 4%
Albumina Bovina (Fragdo V)........ccc0uess 4,00g
Solugdo Salina Borato, pH 92,0 g.s.p...100,00ml

O pH da solugdo foi ajustado a 9,0, com NAOH 2N. A' solugdo
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foi esterilizada através de filtragdo com filtro millipore, em

membrana de 0, 22u.

3.3.4.1.7. P.B.S (Phosphate Buffer Saline) pH 7,2

Cloreto de S6dio(NaCl)..veevvvevnnennannn 8, 50g
Fosfato diss6dico{NasgHPOg4) ....ovvvevnnenn 0, 56g
Fosfato monopotdssico(KH2PO4)....cvvvnnn. 0,14qg
dgua destilada @.S.P.cvececrvcecsnnns 1000, 00ml

Esterilizou-se em autoclave a 120°C por 15°'.

3.3.4.1.8. Albumina Bovina 7,5%
Albumina Bovina (Fraqao'V) ............... 7,5b@
P.B.S. Q.S .Pererecerrecsnenennonssncos 100, 00ml
A albumina foi dissolvida lentamente a fim de evitar a
formagdo de espuma, esterilizada em filtro millipore 0,22p e

distribuida em aliquotas de 10 ml.

3.3.4.1.9. Sacarose 8,5%.
SACALOSE. .t vvesevesnssosencssnsoacss e s e 8, 50g
dgua destilada Q.S.P.ceecrcnocsssaacns 100,00ml

Esterilizou-se em filtro millipore 0,22p.

3.3.4.1.10. Solugdo de Antibiéticos.
Penicilina G. Potdssica(5.000.000 UI)1l frasco
Estreptomicina (1g)..... eeeesereannn 5 frascos
dgua destilada estéril g.s.p....cceev.. 50, 00ml

Os contetddos dos seis frascos de antibiéticos, foram
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misturados completando-se o volume de 50 ml com &gua destilada

estéril e a seguir essa mistura foi distribuida em aliquotas de 2

ml, armazenadas a -20° C.

Concentragdo usada: Penicilina 200 UI/ml

Estreptomicina 200 pg/ml

3.3.4.2. Diluentes de Trabalho.

Estes diluentes foram usados nos antigenos, soros e

reagentes dos testes.

3.3.4.2.1. Cloreto de sé6dio 0,85%.

3.3.4.2.2.
0,4%, pH 9,0.

NaCl 8,5%....cciitiiiennrnnancocnns eheee 10ml
dgua destilada estéril..........c.oveuuvens 90ml

Solu¢do Salina Borato Albumina Bovina (BABS)

Albumina Bovina 4%, pH 9,0........c000v 100m1
Solugdo Salina Borato pH 9,0............. 900m1

Essa solugdo foi preparada semanalmente e estocada a 4°C.

3.3.4.2.3. P.B.S/Albumina Bovina 0, 75%

Albumina Bovina 7,5%.....cccetvevencenns 10, 0ml
Solucdo de Antibiéticos........ e 0, 2ml
0 - D A 88, 2ml

3.3.4.2.4. Suspensdo de Kaolin.

Kaolin (Acido lavado)....ceveeeverncennnnns 25g
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Solugdo Salina Borato, pH 9,0............ 100ml

Preparou-se a suspensdo adicionando-se Kaolin & solugdo de
salina borato, agitando-se mecanicamente seguida de filtragdo
através de camada dupla de gase. Armazenou-se em geladeira a 4°C.

Antes do uso, misturou-se vigorosamente.

3.4. PREPARO DO ANTIGENO E SOROS IMUNES PARA O TESTE DE
HEMAGLUTINAGCAO (HA).

Os antigenos HA e soros imunes para o©0s virus da
encefalomielite equina leste (EEE), encefalomielite equina oeste
(WEE) e encefalomielite equina venezuelana (VEE) foram preparados
no INSTITUTO ADOLFO LUTZ, SAO PAULO, por possuir melhores
condigdes de biosseguridade.

Seguiu-se a técnica de sacarose-acetona, proposta por CLARKE
& CASALS (1958) para a produgdo de antigeno a partir de cérebro

de camundongo.
3.4.1. Obtengdo de Cérebro Infectado

3.4.1.1. Camundongos recém-nascidos (1 a 2 dias de idade) foram
inoculados com 0,02 ml de uma suspensdo de cérebro de camundongo
infectado com o virus (solugdo "stock"), diluido 1:10 em solugdo

tamponada de albumina bovina 0,75%(P.B.S/Albumina Bovina 0, 75%).

3.4.1.2. 0s camundongos inoculados foram examinados duas vezes

ao dia, para observagdo dos sinais clinicos da doenga.



49

3.4,1.3. Quando a maioria (90%) dos animais apresentavam tais
sinais, eram sacrificados e armazenados em "freezer" a -70°C e o

cérebro dissecado no dia do preparo do antigeno.
3.4.2. Obtengdo do Antigeno

3.4.2.1. Os cérebros removidos assépticamente foram colocados

em placa de Petri e pesados.

3.4.2.2. Quatro volumes de solugdo agquosa de sacarose a 8,5%
foram acrescentados por grama de cérebro, e o material
homogeneizado em almofariz com pistilo até a obtengdo de uma

pasta uniforme. Essa operag8o foi realizada em banho de gelo.

3.4.2.3. Acrescentou-se lentamente ao homogeneizado 20 volumes
de acetona gelada, usando seringa de vidro e agulha n°

permanecendo a suspensdo cinco minutos em banho de gelo.

3.4.2.4. 0O sobrenadante foi decantado e adicionado de 20
volumes de acetona, com agitagdo vigorosa, permanecendo, a

seguir, em repousou 1 hora em geladeira a 4°C.

3.4.2.5. A seguir, o sobrenadante foi decantado e o sedimento
seco a temperatura ambiente, por 1 hora ,em bomba de vacuo.

3.4.2.6. 0 residuo seco foi entdo adicionado de volume de NaCl
0,85% equivalente em p/v a duas vezes O peso em g cérebro

utilizado na preparagdo, ficando durante a noite em camara fria.
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3.4.2.7. A solugdo foi centrifugada em centrifuga refrigerada

a 10.000 r.p.m/60 minutos e o sobrenadante que contém o antigeno,

distribuido em aliquotas de 1 ml, armazenadas em "freezer" a
temperatura de -70°C.

As diferentes etapas da obtencdo do antigeno viral da

encefalomielite eqllina, sdo mostradas na Figura 1.

3.4.3. Soros Imunes

Foram utilizados camundongos albinos "swiss™ Jjovens, en
grupos de 6 por caixa, para produgdo dos soros imunes EEE, WEE e

VEE‘

3.4.3.1. Preparou-se uma suspensdo 1:10 de cérebro infectado

com virus ("stock"), em solugdo de NaCl 0,85%.

3.4.3.2. Inoculou-se 0,2 ml dessa suspensdo, via

intraperitonial (IP) em cada camundongo.

3.4.3.3. Foram realizadas 4 imunizag¢fes semanais. Ao final do
7° dia da 4* imunizagio, colheu-se o sangue dos animais, por via

intracardiaca, usando seringa de vidro de 1 ml e agulha 25x7.

3.4.3.4. O sangue colhido foi centrifugado a 3000 r.p.m.
durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado, distribuido em

aliquotas de 2 ml e armazenados em "freezer" a -20°C.
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Camundongos recém-nascidos

+ Inoculag3o com cérebro de
| camundongo infectado com virus

{

Animais com sinais clinicos armazenados a -70°C

<« Dissecgdo

J
Cérebro

44 volumes(p/v) de NaCl 0,85%/g
cérebro
d

Suspensdo
4— Homogeneizagdo por -trituracgao
4 em gral
Bomogeneizado

+« 20 volumes de acetona gelada

$
4 Repouso 5' banho de gelo {
Sedimentacgdo Sobrenadante
(depbsito) _ (decantado)

20 vol. acetona gelada -

| Repouso 60' geladeira l
{ {

Sedimento Sobrenadante

Secagem 60' —
Bomba de vacuo
2

Sedimento seco
NaCl 0,85% 1 vol({v/p)/2x p.em g.de céfebro. -

"Over night" a 4°C {
Suspensdo reidratada

Centrifugagdo a frio 10.000 rpm/60' —
{

J 4
Sedimento ’ Sobrenadante
(ANTIGENO)

d

Aliquotas de 1 ml
( Congelamento a -70°C )
Figura 1. Fluxograma da preparagdo de antigeno viral da
encefalomielite eqliina.
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3.5. PREPARAGAO DAS HEMACIAS DE GANSO.

O ganso doméstico branco, macho e adulto Anser cinereus foi
a espécie recomendada, por possuir maior sensibilidade aos
arbovirus, na técnica de HA e HI. 0O ganso fémea nfo foi usado
porgque seu ciclo estral poderia resultar em mudangas no titulo da
hemaglutinagdo.

As hemdcias de ganso foram obtidas por pung8o da veia
braquial, lavadas e diluidas, segundo o método proposto por

CASALS (1967) .

3.5.1. Em uma seringa de vidro estéril, de 10 ml, contendo
1,5ml de anticoagulante ACD (3.3.1.1) foram colhidos 8,5 ml de

sangue.

3.5.2. A seguir, o sangue colhido foi centrifugado a 2¢°°

r. p.m. durante 10 minutos, sob refrigeragdo, a 4°C.

3.5.3. Desprezou-se o sobrenadante e as hemdcias foram lavadas
quatro vezes em DGV (3.3.1.2), suspendendo um volume de sangue

para cada trés volumes de DGV, por lavagem.
3.5.4., Na 1ltima lavagem, a suspensdo de hemdcias foi
transferida para um tubo cOnico estéril, graduado, de

centrifugagdo, e centrifugada a 2000 r.p.m. durante 10 minutos.

3.5.5. Desprezou-se o sobrenadante e de acérdo com o sedimento
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obtido, parte das hemdcias foi suspensa a 8% (v/v) em DGV
(3.3.1.2) e, estabilizada a 4°C, em geladeira, por 24 horas para
posterior padronizagdo. As hemdcias restantes foram lavadas trés
vezes com a solugcdo de Albumina Bovina 0,4%, pH 9,0 (3.3.4.2.2)
e, suspensas, 1:6, nessa mesma solugdo para serem usadas na

adsorgdo de aglutininas.

3.5.6. Na padronizagdo das hemicias, foi utilizado
espectrofotometro Coleman Jr, modelo 6 A, usando tubos de 10 mm

de diametro, em comprimento de onda de 490 nm.

3.5.6.1. Diluiu-se 1 ml da suspensdo de hemdcias a 8% com 23
ml do diluente ajustado a pH 7,0 (Tabela 3). A absorbancia
(Abs) obtida da suspensdo de células, na diluig8o 1:24 da

suspensdo a 8%, foi 0,75 que era o desejado.

3.5.6.2. Quando necessdrio, era ajustado o volume de 8% da
suspensdo de células, por adigldo ou remogdo da solugdo de DGV,

conforme a formula abaixo.

Abs. Obtida
Volume Final = Volume Inicial X

Abs. Desejada

onde: Abs = Absorbéncia

Abs. Desejada = 0,75
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3.5.7. As hemidcias padronizadas foram diluidas a 1:23 em
diluentes ajustados, conforme pH requerido, e usadas

imediatamente nos testes de HA e HI.

3.5.8. A suspensdo estoque de hemdcias foi armazenada em
geladeira a 4°C, sendo usada até uma semana apés O seu preparo.
3.6. COLHEITA DE SANGUE EQUINO.

3.6.1. Foram puncionados 10 ml de sangue da veia jugular,

colocando em frasco limpo e identificado.

3.6.2. O frasco contendo o sangue puncionado foi mantido em
repouso por duas horas, com inclinagdo de mais ou menos 45°, em

temperatura ambiente.

3.6.3. Apbs essa etapa, o0 soro foi decantado para outro frasco e

encaminhado ao laboratério, sob refrigeragao.

3.6.4. No laboratério o soro foi centrifugado a 2000 r.p.m. por
cinco minutos e o sobrenadante decantado foi inativado a 56°C,
durante 30 minutos e armazenado a - 20°

3.7. TRATAMENTO DO SORO

3.7.1. Tratamento do soro com Kaolim.



55

Os soros foram tratados com uma suspensdo de Kaolim para
remover oS inibidores naturais inespecificos e adsorvidos com
hemidcias de ganso com a finalidade de remover as aglutininas
inespecificas. Esse tratamento ndo afeta as imunoglobulinas da

classe IgG (CASALS, 1967; HSIUNG, 1982).

3.7.1.2. Para o volume selecionado de soro, que dependeu do
ntmero de antigenos usados no teste, foram adicionados 4 volumes
de salina borato, pH 9,0 (3.3.4.1.5) e 5 volumes da suspensdo de

Kaolim a 25% (3.3.4.2.4).

SOoro ( 1 volume) . .v it iverinenenocasvoosnasccoonss 0,2 ml
Solugdo Salina Borato, pH 9,0 ( 4 volumes)......... 0,8 ml
Suspensdo de Kaolim 25%, pH 9,0 ( 5 volumes)....... 1,0 ml

3.7.1.3. Agitou-se a mistura vigorosamente e deixou-se A&
temperatura ambiente por 20 minutos, agitando-a em intervalos de
5 minutos.

3.7.1.4. Centrifugou-se a 2500 r.p.m. durante 30 minutos. O

sobrenadante correspondeu & diluigdo 1:10 do soro original.

3.7.2. Adsorgdo de Aglutininas

3.7.2.1. Ao soro tratado com Kaolim, adicionou-se 0,6 ml da

suspensdo 1:6 de hemdcias de ganso.

3.7.2.2. Deixou-se a mistura soro-hemdcias em banho de gelo,

por 20 minutos, agitando a cada 5 minutos.
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3.7.2.3. Centrifugou-se a 1500 r.p.m. por 10 minutos, em

centrifuga refrigerada, para evitar hemélise das hemicias.

3.7.2.4. Retirou-se o constituido do soro diluido 1:20,

pronto para ser testado.

3.7.2.5. Armazenou-se a -20°C, para posterior utilizagdo,
observando-se o prazo recomendado (gquatro semanas) de manutengdo

nessas condig8es, para ndo ocorrer perda de titulo.
3.8. TESTE DA HEMAGLUTINAGAO (HA).

Apbés a produgdo dos antigenos (Figura 1), foram titulados os
virus EEE, WEE e VEE, segundo os procedimentos de SHOPE & SATE?
(1979).

3.8.1. Cada antigeno, foi diluido a 1:10 em solugdo salina
borato albumina bovina 0,4%, pH 9,0 (3.3.4.2.2), em banho de gelo

e estocada no refrigerador a 4°C.

3.8.2. Para determinar o pH 6timo, os antigenos foram testados

em concentragfes hidrogeniénicas variando de 5,75 a 7,0.

3.8.2.1. Usando microplacas de fundo em "U", marcou-se no
lado esquerdo e em sentido vertical, os diferentes valores de pH.
Na parte superior e no sentido horizontal anotou-se a diluigdo do

antigeno, iniciando em 1:10 até 1:20.480. Na parte inferior da
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placa fez-se o controle de células (hemicias) dos diferentes
valores de pH.

3.8.4. Adicionou-se 0,1 ml da diluigdo 1:10 de cada antigeno
(EEE, VEE,WEE) no 1° pogo de cada fileira.

3.8.5. Colocou-se 0,05 ml de BABS 0,4%, pH 9,0(3.3.4.2.2) en

todos os outros pogos.

3.8.6. A partir da primeira fileira da microplaca, onde havia
sido adicionado o antigeno, fez-se a diluig8o desse, com 0,05 ml

por meio de uma micropipeta multicanal.

3.8.7. Suspendeu-se as hemdcias de ganso padronizadas a 1:24
nos diluentes ajustados de pH 5,75 a 7,0, em que a absorbiancia

era igual a 0,75 em comprimento de onda de 490 nm.

3.8.8. Adicionou-se 0,05 ml de cada suspens8o de hemicias em

diferentes pH's, nas fileiras apropriadas.

3.8.9. Apés 30 minutos, em temperatura ambiente (22° a 25°C),

realizou-se a leitura das microplacas, registrando os resultados.
3.8.10. Considerou-se como titulo, a maior diluigcdo em que
ocorreu a aglutinagdo total que correspondeu a 1 UHA (Unidade

Hemaglutinante).

3.8.11. Considerou-se como pH 6timo aquele em que o antigeno
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apresentou titulo mais alto.
3.8.12. Determinou-se a diluicdo de cada antigeno que continha

8 unidades/0,025 ml no pH 6timo, para ser usado no teste de HI.
3.9. TESTE DA INIBIGCAO DA HEMAGLUTINAGAO (HI).

Na realizagdo da prova de inibigdo da hemaglutinagdc
empregou-se também o sistema da microtécnica (SHOPE & SATHER,
1979), utilizando-se todo o material mencionado para a reagdo da
hemaglutinagdo (HA), além do soro eqllino e dos controles dos
soros positivo e negativo, das hemidcias, do antigeno e do

tratamento do soro.

3.9.1. Distribuiu-se 0,025 ml de BABS 0,4%, pH 92,0 (3.3.4.2.2)
em todos os orificios da microplaca, no sentido vertical, com

excegdo da 1* fileira.

3.9.2. Adicionou-se 0,05 ml dos soros tratados na 1* fileira,
em que cada pogo correspondeu a um soro. Cada microplaca continha

12 soros a ser testado.

3.9.3. Fez-se a diluigdo dos soros, com 0,025 ml, a partir da

1* fileira até a sexta fileira.

3.9.4. Adicionou-se 0,025 ml do antigeno que correspondiam as
oito unidades hemaglutinantes (UHA), em todos os orificios da

microplaca, com excegdo dos controles do soro e das hemdcias.
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3.9.5. Incubou-se a mistura soro-antigeno em geladeira a 4°C,

durante 18 horas.

3.9.6. O controle do antigeno foi feito em duplicata,
colocando-se 0,05 ml do antigeno diluido (8 UHA/0,025ml) nos 1° e
2° pogos da 1* fileira de uma outra microplaca, para posterior

diluigdo.

3.9.7. Adicionou-se 0,05 ml de BABS 0,4%, pH 9,0 (3.3.4.2.2) a
partir do 2° pogo da 2* fileira até o 6° pogo e no controle das

células.

3.9.8. Cobriu-se a microplaca e incubou-se por 18 horas a 4°C,

junto com as microplacas do teste HI.

3.9.9. Na manhd seguinte, removeu-se as microplacas da
geladeira, deixando-as durante 30 minutos & temperatura ambiente

(22° a 25°C).

3.9.10. Completou-se a diluigdo do antigeno, com 0,05 ml do 2°

pogo até o 6° pogo.
3.9.11. Adicionou-se 0,05 ml de hemdcias de ganso 1:24, no
diluente de pH apropriado para o virus, conforme resultado do

teste de HA.

3.9.12. Ap6s 30 a 45 minutos de incubagdo em temperatura
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ambiente, realizou-se a leitura e o registro dos resultados.

3.9.13. Considerou-se como titulo HI, a maior diluig3o que

causou completa ou gquase completa inibig&o da hemaglutinacgdo.
4.0. ANALISE ESTATISTICA
4.1. Selegdo da Amostra

A partir de dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE (PRODUGAO PECUARIA MUNICIPAL,1987) reagrupados
por Nucleos Regionais, da divisfo politica do Estado do Parand
(Tabela 4), deﬁerminou—se a participagdo de cada regido no total
do rebanho eqlino e, mantendo-se esse percentual selecionou-:..
aleatériamente, 816 amostras de soros eqUinos, pertencentes ao

Programa Estadual de Tragdo Animal.
4.2. Tratamento Estatistico
Os dados obtidos foram analisados segundo tabelas de

éontingéncia, com aplicagdo do Teste do Qui-Quadrado (X2?), com

nivel de 1% de significancia (STEEL & TORRIE, 1960).
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IV. RESULTADOS

As 816 amostras de soro eqllino, provenientes de diversas
regides do Estado do Parand, avaliadas através do teste de
Inibigdo da Hemaglutinagdo (HI) apresentaram resultados que
foram analisados do modo seguinte: 1)resultados da sorologia
individual por virus, EEE, WEE e VEE; 2)resultados da sorologia
por titulo e por virus ; 3)resultados dos tipos de reagfes
ocorridas no teste e, 4)resultado geral do levantamento
sorolégico efetuado dos trés tipos de virus agrupados.

As regides estudadas compreenderam Campo Mourdo, Cascavel,
Curitiba, Francisco Beltrdo, Guarapuava, Irati, Ivaipord,
Jacarezinho, Maring4, Paranavaji, Pato Branco, Ponta Grossé,

Toledo, Unido da Vitéria e Umuarama(Tabela 4 e Figura 2).

TABELA 4. AMOSTRAGEM DE SOROS ANALISADOS EM RELAGAO A INCIDENCIA
DE ENCEFALOMIELITE EQUINA NO ESTADO DO PARANA

REGIAO REBANBO* g * AMOSTRAS g *¥
CAMPO MOURAOQ 28.326 6,8 48 5,9
CASCAVEL 16.567 4,0 32 4,0
CURITIBA 42.965 10,4 84 10,3
F. BELTRAO 13.761 3,3 32 4,0
GUARAPUAVA 51.480 12,4 100 12,2
IRATI 29.890 7.2 60 7,3
IVAIPORA 30.020 7,2 58 7,1
JACAREZINHO 26.371 6,4 56 6,9
MARINGA 16.358 4,0 34 4,1
PARANAVAT 25.900 6,2 50 6,1
PATO BRANCO 16.382 4,0 32 4,0
PONTA GROSSA 42.767 10,3 84 10,3
TOLEDO 9.047 2,2 20 2,4
UMUARAMA 39.121 9,4 76 9,3
UNIAO DA VITORIA 25.608 6,2 50 6,1
TOTAL 414.563 100,0 : 816 100,0

FONTE*:IBGE, 1987. ** Percentuais relativos.
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Figura 2. Distribuigdo da populagdo eqUina analisada no ano

de 1991, no Estado do Parani.

4.1. Teste da inibig3o da hemaglutinagio frente ao virus

EEE, por amostra de soro.

A Tabela 5 e Figura 3 mostram os resultados da sorologia de
816 amostras analisadas. Verifica-se que 125 dessas amostras,
correspondendo a 15,3% do total, possuiam anticorpos para o virus
da encefalomielite equina leste (EEE). Na reqgi3o de Umuarama os
soros testados apresentaram o maior indice de positividade, cerca
de 33%. Nas regides de Ponta Grossa, Jacarezinho, Maringid e
Irati, de um total de 234 soros, 50 foram positivos para esse
virus, ou seja 21, 3%.

Nos soros das regides de Francisco Beltrio e Pato Branco
ndo houve detecg¢do de anticorpos para o virus da encefalomielite

eqUina leste.
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REGIAO POSITIVO $* NEGATIVO 3* TOTAL
CAMPO MOURAO 3 6,2 45 93,8 48
CASCAVEL 1 3,1 31 96,9 32
CURITIBA 6 7,1 18 92,9 84
F.BELTRAQO 0 0,0 32 100,0 32
GUARAPUAVA 3 3,0 97 97,0 100
IRATI 10 16,7 50 83,3 60
IVAIPORA 3 5,2 55 94,8 58
JACAREZINHO 13 23,2 43 76,8 56
MARINGA 10 29,4 24 © 70,6 34
PARANAVAT 6 12,0 44 88,0 50
PATO BRANCO 0 0,0 32 100,0 32
PONTA GROSSA 17 20,2 67 79,8 84
TOLEDO 8 40,0 12 60,0 20
U.DA VITORIA 4 8,0 46 92,0 50
UMUARAMA 41 54,0 35 46,0 76
TOTAL 125 691 816
%2=147, 88
xz.Ol=29,l
* Parcentual relativo
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Figura 3. Distribuigdo do resultado da sorologia pelo teste

HI frente ao virus EEE por Regido do Parana.
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4.2. Teste de inibigdo da hemaglutinag&o frente ao virus

WEE.

Quanto aos resultados da sorologia frente ao virus da
encefalomielite eqliina oeste (WEE) observados na Tabela 6 e na
Figura 4, dos 816 soros testados, 248 destes foram positivos,
perfazendo percentual de 30,4% e o0s restantes 568 apresentaram
resultados negativos. A regido de Umuarama foi a mais prevalente,
participando em 20% com relagdo ao total de soros positivos e em
66% com relagdo aos 76 soros trabalhados da prépria regido.
Seguiu-se a regido de Curitiba com 16% e a regido de Ponta Grossa

com 14%, do total de positivos.

TABELA 6. RESULTADO DA SOROLOGIA PELO TESTE HI FRENTE RO VIRUS
WEE POR REGIAO DO PARANA.

REGIAO POSITIVO §* NEGATIVO §* TOTAL
CAMPO MOURAO 21 43,17 27 56,3 48
CASCAVEL 1 3,1 3] 96,9 32
CURITIBA 41 48,8 43 51,2 84
F. BELTRAO 13 40,6 19 59,4 32
GUARAPUAVA 7 7,0 93 93,0 100
IRATI 15 25,0 45 15,0 60
IVAIPORA 13 22,4 45 17,6 58
JACAREZINHO 24 42,8 32 57,2 56
MARINGA 8 23,5 26 76,5 34
PARANAVAT 8 16,0 42 84,0 50
PATO BRANCO 0 0,0 32 100,0 32
PONTA GROSSA 36 42,8 48 57,2 84
TOLEDO 2 10,0 18 90,0 20
U. DA VITORIA 9 18,0 41 82,0 50
UMUARAMA 50 65,8 26 34,2 76
TOTAL 248 568 B16
12=141,27 * Percentual relativo

22.01=29,1
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Figura 4. Distribuigdo do resultado da sorologia pelo teste

HI frente ao virus WEE por Regi8o do Parani.

4.3. Teste de inibig¢do da hemaglutinagio frente ao virus
VEE.

Observando a Tabela 7 e Figura 5 verificam-se os resultados
dos 816 soros testados, frente ao virus da encefalomielite eqUina
venezuelana (VEE), em que 157 soros apresentaram anticorpos
inibidores da hemaglutinacdo (19,2%).

Na regido de Umuarama, dos 76 soros analisados, 34 destes
reagiram positivamente, destacando essa regifo como a mais
incidente ao virus (22%).

As regides de Guarapuava, Irati e Ponta Grossa
representaram 9,5% cada, do total de soros reagentes ao virus
VEE, acompanhadas das regides de Campo Mour#o (8,9%), Curitiba
(7,6%), Ivaipori (6,3%), Jacarezinho (6,3%) e Paranavai (6,3%).

Na regio de Pato Branco dos 32 soros analisados, ndo
detectou-se nenhuma resposta de anticorpos inibidores da

hemaglutinacio.
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TABELA 7. RESULTADO DA SOROLOGIA PELO TESTE HI FRENTE AO VIRUS
VEE  POR REGIAO DO PARANA.
REGIAO POSITIVO g% NEGATIVO 3%
CAMPO MOURAO 14 29,2 34 70,8
CASCAVEL 2 6,2 30 93,8
CURITIBA 12 14,3 72 85,7
F.BELTRAO 1 3,1 31 96,9
GUARAPUAVA 15 15,0 85 85,0
IRATI 15 25,0 45 75,0
IVAIPORA 10 16,7 48 83,3
JACAREZINHO 10 17,2 46 82,8
MARINGA 8 23,5 26 76,5
PARANAVAT 10 20,0 40 80,0
PATO BRANCO 0 0,0 32 100,0
PONTA GROSSA 15 17,8 69 82,2
TOLEDO 4 20,0 16 80,0
U.DA VITORIA 7 14,0 43 86,0
UMUARAMA 34 44,7 42 55,3
TOTAL 157 659
%2=56, 6
%2.01=29,1
* Percentual relativo
T* Total
100
30 [N egativo
- B0 8 Positive
2 70
é 60
~a' 50
B 40
£ 5
€ 3
10
o +
0 < @ L T g 0 '4
E 8 & £ § E § & ¢ g i

Figura 5. Distribuigdo do resultado da sorologia pelo teste

HI do virus VEE por Regido do Parana.
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4.4, Teste de inibigdo da hemaglutinag¢do por titulo para o]

virus EEE.

Os resultados da Tabela 8 e da Figura 6 referem-se aos
titulos obtidos no teste da inibigdo da hemaglutinagdo para o
virus da encefalomielite eqtiina leste_(EEE). Os titulos variaram
de 20 a 640, porém, os mais prevalentes foram o de 80 e 160. |

As regibes de Jacarezinho e Umuarama foram as que

apresentaram soros reagentes a nivel de todos os titulos, ou seja
de 20 a 640.

Na regido de Umuarama, a mais incidente, a quantidade de
soros que apresentou titulo 1:20 foi igual aquela com titulo
1:160, (10) e na regido de Jacarezinho a resposta de anticorpos
nos soros reagentes foi mais uniforme, com pequena concentragio
(5) para o titulo 1:40.

TABELA 8. RESULTADO DO TESTE DE HI TiTULO PARA O VIRUS EEE POR

REGIAO TiTULO TOTAY,
0 20 40 80 160 320 640
CPM 45 1 0 1 1 0 0 48
csc 31 1 0 0 0 0 0 32
CTA 78 0 2 3 1 0 0 84
FNB 32 0 o) 0 0 0 0 32
GRP 97 2 1 0 0 0 0 100
IRI 50 1 2 2 3 2 0 60
IVP 55 1 1 1 0 0 0 58
JZO 43 2 5 3 1 1 1 56
MGA 24 3 4 3 0 0 0 34
PVA 44 0 2 2 2 0 0 50
PBC 32 o} 0 0 0 0 0 32
PGO 67 1 3 4 9 0 0 84
TOO 12 3 1 3 1 0 0 20
UVA 46 1 1 2 0 0 0 50
UMR 35 10 3 3 9 6 10 76
TOTAL 691 26 25 27 27 9 11 816

14=210,22  94.01=112,3
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Figura 6. Distribuig3o dos titulos obtidos pelo teste HI

para o virus EEE.

4.5. Teste de inibic¢i%o da hemaglutinagfo por titulo para o

virus WEE.

Na Tabela 9 e Figura 7 observa-se que a maioria dos soros
positivos alcangou os titulos de 20 e 40 em quase todas as
regides, com excegio da regiio de Pato Branco e , ao analisar-se
frente ao virus da encefalomielite eqilina oeste (WEE).

As regifies que apresentaram soros com titulos acima de 160
foram Campo Mourfo, Curitiba, Irati, Jacarezinho, Paranavai,
Ponta Grossa, Uni3o da Vité6ria e Umuarama, totalizando 34 soros
dos 248 positivos.

A regifo de Umuarama apresentou 50% de soros (nove) com

titulo de 320.



TABELA 9. RESULTADO DO TESTE DE HI POR T1TULO PARA O VIRUS WEE

REGIAO TiTULO TOTAL
80 160 320 640

(=
N
°
-8
o

CPM 27 8 7 4 1 1 0 48
csc 31 1 0 0 0 0 0 32
CTA 43 6 19 10 3 2 1 84
FNB 19 10 2 1 0 0 0 32
GRP 93 4 3 0 0 0 0 100
IRI 45 3 4 5 3 2 0 60
IVP 45 12 1 0 0 0 0 58
JZO 32 5 8 6 3 2 0 56
MGA 26 2 4 2 0 0 0 34
PVA 42 2 0 3 2 1 0 50
PBC 32 0 0 0 0 0 0 32
PGO 48 5 9 11 8 2 1 84
TOO 18 1 1 0 0 0 0 20
UVA 41 2 3 1 2 1 0 50
UMR 26 7 5 15 12 9 2 76
TOTAL 568 68 66 58 34 18 4 816
14=269,22
22.01=112,3
900- 816
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Figura 7. Distribuiglo dos titulos obtidos pelo teste HI
para o virus WEE.
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4.6. Teste de inibigdo da hemaglutinagdo por titulo para o
virus VEE.

Os dados contidos na Tabela 10 e na Figura 8 representam os
titulos dos 156 soros positivos para o virus da encefalomielite
equina venezuelana (VEE). O titulo 1:20 foi encontrado .na
maioria dos soros reagentes, isto é ém 75 deles.

As principais regies em que observou-se essas reagdes
sorolégicas ao virus VEE foram Umuarama (33 soros), Guarapuava
(15 soros) e Curitiba (15 soros). Apenas nesta Wdltima regiso

encontrou-se soros com titulos de 1:640.

TABELA 10. RESULTADO DO TESTE DE HI POR TITULO PARA O VIRUS VEE

REGIAO TiTULO TOTAL
0 20 40 80 160 320 640

CPM 34 5 4 3 2 0 0 48
CcsC 30 2 0 0 0 0 0 32
CTA 72 6 3 2 1 0 0 84
FNB 31 0 1 0 0 0 0 32
GRP 85 12 2 1 0 0 0 100
IRI 45 2 7 3 2 1 0 60
IVP 48 9 1 0 0 ] 0 58
Jz0 46 7 2 1 0 0 0 56
MGA 32 0 0 0 0 0 0 34
PVA 40 4 2 2 2 0 0 50
PBC 32 o) 0 0 0 0 0 32
PGO 69 1 0 4 3 3 4 84
TOO 16 2 2 0 0 0 0 20
UVA 43 3 1 1 2 0 0 50
UMR 43 17 7 4 5 0 0 76
TOTAL 660 75 34 21 18 4 4 816
24=133,40

22.01=112,3



71

816
Q00-
§00- 660
700-
”~
Ean-
gan-
§
¢ 300
¢ ys
200- 34 21 18 4 4|
1004 a;{ E k ZZ W
0 1 L} L L] L] /l/// ‘/
0 20 L0 0 160 320 640  TOTAL

Titdo

Figura 8. Distribuig3o dos titulos obtidos pelo teste HI

para o virus VEE.

4.7. Teste de inibig¢X%oc da hemaglutinagfo, por tipos de

reagfes para os Alphavirus EEE, VEE e WEE.

Quanto aos tipos de reagdes ocorridas no teste da inibig3o
da hemaglutinag8o, para determinar os anticorpos contra os
Alphavirus EEE, VEE e WEE, a Tabela 11 e a Figura 9 computam
essas informagdes, onde se observa que as reagdes positivas, de
300 soros, dividiram-se em 146 reagbes especificas e 154 reagdes
cruzadas ou seja, O0s soros'apresentaram resposta a dois e/ou a
trés virus, considerando que a diluiglo inicial do soro foi de
1:20.

Na regijo de Curitiba verificou-se um maior prevaléncia
para as reagles especificas, enquanto a regido de Unuarama

apresentou uma maior concentragdo de reagdes do tipo cruzada.
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Figura 9. Distribuigdo das reagdes ocorridas no teste HI

por Regido do Parand.

TABELA 11. TIPOS DE REAGOES POSITIVAS NO TESTE HI POR REGIRO

REGIAO REAGAO TOTAL DE AMOSTRAS
ESPECIrICAS CRUZADAS

CPM 7 14 48
csC 4 0 32
CTB 27 14 84
FNB 12 1 32
GRP 16 4 100
IRI 12 10 60
IVP . 11 7 58
Jz0 13 15 56
MGA 6 7 34
PVA 1 10 50
PBC 0 0 32
PGO 16 20 84
TOO 4 4 20
UVA 4 6 50
UMR 13 42 76
TOTAL 146 154 816
14.01=29,1

12=124,83

72
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Na Tabela 12 tem-se os resultados das reagBes especificas
no teste de inibigdo da hemaglutinagio por tipo de virus.

A maior incidéncia foi na reagdo especifica para o virus da
encefalomielite eqllina oeste (103) e a regido de Curitiba
caracterizou-se por apresentar o maior percentual (26%) de

participagdo.

TABELA 12. RESULTADO DO TESTE HI POR REAGAO ESPECIFICA.

REGIAO EEE VEE WEE TOTAL
CEM o o 7 7
CcsC 1 2 1 4
CIB 0 (o] 27 27
FNB 0 0 12 12
GRP 2 10 4 le
IRI 1 6 5 11
Ive 1 4 6 11
JZ20 2 1 10 13
MGA 4 1 1 6
PVA 0 0 1 1
PCB 0 0 0 0
PGO 0 0 16 16
TOO 4 0 0 4
UMu 1 2 10 13
UVA 0 1 3 4
TOTAL 16 21 103 144

Na Tabela 13 observa-se os resultados das reag8es cruzadas
no teste de inibig3o da hemaglutinag3o entre os virus.

As reagdes cruzadas com os virus VEE/WEE/EEE foram 75,
enquanto que para os virus VEE/WEE foram 44, totalizando 77%
deste tipo de reagfo. Indices menores foram encontrados para

EEE/WEE (16,8%) e EEE/VEE (5,8%).



TABELA 13. RESULTADO DO TESTE HI POR REAGAO CRUZADA.

REGIAO EEE/WEE EEE/VEE VEE/WEE VEE/WEE/EEE TOTIAL
CPM 0 0 11 3 14
csC 0 0 0 0 0
CTB 2 0 8 4 14
FNB 0 0 1 0 1
GRP 1 0 3 0 4
IR1 1 0 1 8 10
IVP 1 0 5 1 7
Jz0 6 1 4 4 15
MGA 0 0 1 6 1
PVA 0 4 3 3 10
PBC 0 0 0 0 0
PGO 5 0 3 12 20
TOO 0 2 0 2 4
UMU 10 2 2 28 42
UVA 0 0 2 4 6

154

0
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L=
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TOTAL 26
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V. DISCUSSAO

O primeiro relato de casos clinicos de encefalomielite
eqllina, em cavalos, no Parand foi de DUPONT (citado por WIGG,
1977) em 1913, porém este fazia referéncia da existéncia da
doenga desde 1895, devido as significativas perdas (morte) de
animais pelos carroceiros dessa época.

Ap6és esse periodo, VERNET (1925), citado por WIGG (1977),
conseguiu reproduzir a doenga em coelhos e cobaias, de material
proveniente do surto em eqliideo, ocorrido em Venceslau Braz.

De acordo com essas informagbes, observa-se que o registro
da ocorréncia de encefalomielite eqUina no Brasil (Parand) foi
anterior ao dos Estados Unidos (MEYER et al., 1931; TEN BROECK &
MERRIL, 1933) e da Venezuela (KUBES & RIOS, 1938).

Outros estudos da doenga, em cavalos, foram desenvolvidos
nos demais Estados brasileiros a partir de 1937, iniciados por
CARNEIRO em S3o0 Paulo e, posteriormente por CUNHA (1943) em
Pernambuco, SANTOS et al.(1946) no Rio de Janeiro, ALICE (1951)
na Bahia, BRUNO LOBO et al.(1961) no Rio de Janeiro e NILSON &
SUGAY (1962) em Sdo Paulo.

Com o conhecimento do ciclo de transmissfo do agente, outras
espécies como 0 mosquito, aves, roedores, macaco e homem, entre
outros, passaram a ser estudadas no Brasil como nos trabalhos
citados por CUNHA (1942), CAUSEY et al.(1954), CAUSEY e THEILER
(1958), TRAVASSOS et al.(1961), KOTAKA et al.(1977), WIGG
(1977) ,S0UZA-LOPES & SANCCHETA (1978), SASAKISILVEIRA et
al.(1989), VASCONCELOS et al.(1991), IVERSSON et al.(1993).
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Com a retomada das observagfes dos casos clinicos de doengas
em eqUinos, com sinais nervosos compativeis com encefalite,
realizou-se a presente pesquisa.

Para uma andlise global dos resultados obtidos com relagdo a
incidéncia dos virus EEE, VEE e WEE ( Tab.14 e Fig.10) observa-se
ter havido predomindncia na  resposta de anticorpos
ao virus da encefalomielite eqllina oeste (30,4%), nos soros
analisados das regides de Umuarama (50/76), Curitiba (41/84),
Ponta Grossa (36/84), Jacarezinho (24/56), Campo Mourdo (21/48),
Francisco Beltrdo (13/32), Ivaipord (13/58). Valores inferiores
aos observados foram encontrados por TRAVASSOS et al.(1961),
DICKERMAN E SCHERER (1971), BIGLER et al.(1976), WIGG (1977),
MONATH et al.(1985), que estimaram uma incidéncia entre 0% e
22,2%.

As regifes que apresentaram maior prevaléncia para o virus
da encefalomielite eqgllina venezuelana (19,2%), nos soros testados
foram Guarapuava (15/100) e Paranavai (10/50). Valores inferiores
aos encontrados foram observados por DOWN et al.(1956), TRAVASSOS
et al.(1961), MONATH et al.(1985), que estimaram uma incidéncia
entre 5,5% e 8,6%, enquanto que, 0 CEPANZO (1973) e MONATH et
al.(1985), encontraram valores superiores, de 89% e 29%,
respectivamente.

Para o virus da encefalomielite eqUiina leste (15,3%), a
maior incidéncia de soros reagentes foi nas regiBes de Maringé
(10/34) e Toledo (8/20). Valores superiores aos observados foram
relatados por CAUSEY et al.(1962), BIGLER et al.(1976), MCLEAN et
al.(1985), MONATH et al.(1985), variando entre 39% e 67,7%, e
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valores inferiores aos observados foram encontrados por DOWN et
al.(1956), TRAVASSOS et al.(1961l), MONATH et al.(1985), que
estimaram entre 4,5% e 13, 9%.

Na regido de Pato Branco nfo se obteve resposta de
anticorpos, nos 32 soros analisados frente aos virus das
encefalomielites eqllinas leste, oeste e venezuelana. Resultado
semelhante foi observado por DICKERMAN e SCHERER (1971), para o
virus da encefalomielite eqUina venezuelana, sendo justificado
pelo tipo de clima 4rido das regides norte e noroeste do México.

Observou-se diferenga significativa a nivel de 1% entre os
resultados obtidos por regido, dos soros analisados e por tipo de

virus testado.

TABELA 14. RESULTADO DA SOROLOGIA POR NUMERO DE AMOSTRAS
POSITIVAS, POR TIPO DE REAGCAO E POR REGIZO DO
PARANA, 1991.

REGIAQ TIPO DE VIRUS TOTAL

EEE VEE WEE AMOSTRA
CAMPO MOURAO 3 14 21 48
CASCAVEL 1 2 1 32
CURITIBA 6 12 41 84
FRANCISCO BELTRAO 0 1 13 32
GUARAPUAVA 3 15 7 100
IRATI 10 15 15 60
IVAIPORA 3 10 13 58
JACAREZINHO 13 10 24 56
MARINGA 10 8 8 34
PARANAVAT 6 10 8 50
PATO BRANCO 0 0 ) 32
PONTA GROSSA 17 15 36 84
TOLEDO 8 4 2 20
UNIAO DA VITORIA 4 7 9 50
UMUARAMA 41 34 50 76
TOTAL 125 157 248 816
LY 15,3 19,2 30,4 100,0
14=258, 66

22.01=29,1
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Figura 10. Distribuigdo do resultado da sorologia pelo teste
HI por numero de amostras positivas, por tipo de

virus e por regijo.

Na Tabela 15 e Figura 11 verifica-se os resultados do teste
da Inibi¢io da Hemaglutinagdo (HI) para os Alphavirus, EEE, VEE e
WEE analisados separadamente, no tocante aos titulos obtidos. Dos
soros reagentes 32% tiveram titulos menor ou igual a 1:20, 23%
de 1:40, 20% de 1:80, 15% de 1:160, 6% de 1:320 e 4% de 1:640.

O nivel de anticorpos de 1:640, encontrados nos Ssoros
reagentes , foi maior frente ao virus da Encefalomielite eqUina
leste, com 11 soros, seguido dos virus da Encefalomielite Eqlina
Oeste e Venezuelana, com 4 soros de cada um.

No nivel de anticorpos de 1:320 a maior reagio nos soros foi
para o virus da Encefalomielite EqUina Oeste, 18 dos 31 soros

positivos.



Houve diferenga significativa, a nivel de 1% entre

resultados obtidos por titulo e por virus analisados.

TABELA 15. RESULTADO DO TESTE HI, POR TI{TULO PARA OS
ALPHAVIRUS EEE, VEE, WEE. PARANA. 1991.

TiTULO virus TOTAL
EEE VEE WEE

0 691 660 568 1919

20 26 75 68 169

40 25 34 66 125

80 27 21 58 106

160 27 18 34 79

320 9 4 18 31

640 11 4 4 19

TOTAL 816 816 816 2448

x4=102,2

12.01=26,2

Figura 11. Distribuigido dos titulos obtidos pelo teste HI

para os Alphavirus EEE, VEE, WEE.
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Na Tabela 16 tem-se os resultados das rea¢fes do teste da
inibig¢8o da hemaglutinag3o por individualidade e agrupamento de
virus.

A maior incidéncia foi na reagdo especifica para o virus da
encefalomielite egliina oeste (103) e a regido de Curitiba
caracterizou-se por apresentar o maior percentual (26%) de
participagdo. |

Ocorreram 75 reagdes cruzadas entre os virus VEE/WEE/EEE
enquanto que para os virus VEE/WEE foram 44, totalizando 77%
deste tipo de reacfo. Indices menores foram encontrados para
EEE/WEE (16,8%) e EEE/VEE (5,8%).

Houve diferenga significativa, a nivel de 1% entre os

resultados obtidos por regido e por tipo de reagdo.

TABELA 16. RESULTADO DA SOROLOGIA NO TESTE DE HI, POR TIPO DE
REAGAO E POR REGIAO DO ESTADO DO PARANA, 1991,

RBGIRO BERB VBB WBB BRR/WRB BBB/VEB VEBE/WBB V/W/BEBB TOTAL

CPM 7 11 3 48
Cc8C 1 2 1 32
CTB 217 2 8 [ ] 84
FNB 12 1 32
GRP 10 4 1 3 100
IRY 1 6 5 1 1 8 60
Ive 1 4 6 1 5 1 58
JZ0 2 1 10 6 1 4 4 56
MAG 4 1 1 1 6 32
PVA 1 4 3 3 50
PBC 32
PGO 16 5 3 12 84
TOO 4 2 2 20
UVA 1 3 2 4 50
UMR 1 2 10 10 2 2 28 76
TOTAL 16 27 103 26 9 44 75 816
12=370,14

12.01=112,3
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Na Tabela 17 e Figuras 12 e 13 tem-se o resultado geral da
sorologia (HI), na determinagdo dos anticorpos inibidores da
hemaglutinagdo contra os Alphavirus EEE, VEE e WEE das
encefalomielites equinas, nas diversas regifes do Estado do
Parand.

A regido de Unmuarama apresentou 55 amostras positivas,
seguindo-se as regibes de Curitiba (41), Ponta Grossa (36),
Jacarezinho (28), Irati (22), Campo Mourdo (21), Guarapuava (20),
Ivaipora (18), Francisco Beltrdo (13), Maringd (13), Paranavai
(11), Unido da Vitéria (10), Toledo (8), Cascavel (4), Pato
Branco (0). Houve diferenga significativa, a nivel de 1% entre os

resultados obtidos por regifo e por soros analisados.

TABELA 17. RESULTADO DA SOROLOGIA (HI) NA DETECGAO DE ANTICORPOS
CONTRA OS VIRUS DAS ENCEFALOMIELITES EQUINAS
LESTE, OESTE E VENEZUELANA. PARANA, 1991.

REGIAO SORO SORO TOTAL POSITIVO
POSITIVO NEGATIVO

cMP 21 27 48 43,75
csc 4 28 32 12,50
CTA 41 43 84 48,80
FNB 13 19 32 40,62
GRP 20 80 100 20,00
IRI 22 38 60 36,66
IVP 18 40 58 31,03
JZO 28 28 56 50,00
MGA 13 21 34 38,23
PVA 11 39 50 22,00
PBC 0 32 32 0
PGO 36 48 84 42,85
TOO 8 12 20 40,00
UVA 10 40 50 20,00
UMR 55 21 76 72,36
TOTAL 300 516 816 36,176
24=103, 81

22.01=29,1
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Figura 12. Distribuigfo dos soros reagentes pelo teste de

HI, aos virus EEE, VEE, WEE. Parani, 1991.
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De 816 amostras de soros testados, 300 foram reagiram
positivamente e 516 negativamente, resultando em uma prevaléncia

de 36,76% da doenga, no Estado do Parand (Figura 14).

TORA
200P¢

Figura 14. Incidéncia de encefalomielites eqllinas leste, oeste e

venezuelana no Parand. 1991.
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VL CONCLUSOES

Os resultados do inquérito sorolégico, obtidos em soros de

‘eqUinos nas diversas regiBes do Estado do Parand, permitem as

'seguintes conclusfes:

A incidéncia das encefalomielites eqUinas causadas pelos
Alphavirus EEE, VEE e WEE nas regifes estudadas do Estado do
Parand foi de 36,76%, o que evidenciou a circulagdo desses

virus naqueles locais;

e« Tendo em vista que a constatagdo do estado infeccioso desses

animais por encefalomielite eqllina foi realizada através do
teste de inibig8o de hemaglutinagdo, pode-se concluir que
houve infecg¢do dos animais pelos Alphavirus, EEE, VEE e WEE em

algum tempo no passado;

Apesar das reagBes cruzadas ocorridas nos testes, o que impede
a caracterizagdo do tipo de virus envolvido na infecgdo, as
reagbes especificas, com titulos maiores ou iguais a 80,
caracterizam respostas somente para determinado antigeno (EEE,

VEE ou WEE), sugerindo suas existéncias;

A resposta de anticorpos para Alphavirus WEE foi a mais
prevalente, representando 70,5% dos 146 soros que reagiram

especificamente;
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Em quase todas as regifes do Estado do Parand, observou-se a
presenga de virus, destacando-se a regido de Umuarama com
cerca de 72% de resultados positivos em relagdo a sua

amostragem;

Na regido de Pato Branco ndo foi evidenciada a circulagdo dos
virus das encefalomielites eqfiinas, o que poderia ser
resultante da insuficiéncia de amostras de soros, demandando

estudos mais amplos na regido;

Con base nesses achados conclui-se que é aprecidvel dar maior
énfase aos estudos dessas zoonoses no Estado do Parand, bem
como da realizagdo de estudos regionalizados, para verificar a
atividade viral através de isolamento dos agentes virais, de

vetores e de hospedeiros vertebrados.



86

VIL. RESUMO

Foi realizado um inquérito sorolégico, em 816 soros de
eqiinos de diversas regi®es do Estado do Parand, em 1991, para
detectar anticorpos inibidores de hemaglutinag&o para os virus
das encefalomielites eqllinas leste, oeste e venezuelana.

0s resultados obtidos foram de uma prevaléncia de 30,4% para
o virus da encefalomielite eqllina oeste (WEE), 19,2% para o virus
da encefalomielite eqllina venezuelana (VEE) e 15,3% para o virus
da encefalomielite eqgUina leste (EEE).

Dos 816 soros analisados pelo teste de inibigdo da
hemaglutinagdo (HI), 300 reagiram positivamente, resultando em
uma incidéncia de 36,76% de encefalomielite eqllina no Estado do
Parana.

A regido de Umuarama apresentou 19% do total de soros
positivos, seguida das regifes de Curitiba (14%), Ponta Grossa
(12%), Jacarezinho (9%), Irati (7%), Campo Mourdo (7%),
Guarapuava (7%), Ivaipord (6%), Francisco Beltrdo (4%), Maring&
(4%), Paranavai (4%), Unido da Vitéria (3%), Toledo (3%),

Cascavel (1%) e Pato Branco (0%).
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VIII. SUMMARY

A serological survey on antibodies of three Alphavirus (EEE,
VEE, WEE) was carried out among the equine herd from the State of
Parand, Brazil. A total of 816 equine blood samples have been
collected from different regions of the State. The sampling took
place during the year of 1991 and the assays carried out at the
Centro de Diagnéstico Marcos Enrietti.

The haemagglutination-inhibition antibodies showed to be
prevalent for the Western Equine Encephalomyelitis (WEE) wvirus
(30.4%) followed by the Venezuelan Equine Encephalomyelitis (VEE)
virus (19.2%) and by the Eastern Equine Encephalomyelitis (EEE)
virus (15.3%).

According to the results obtained, 300 out of the 816 blood
samples analyzed, were positive for the haemagglutination-
inhibition test. This result amounted to a total of 36.76% of
incidence of equine encephalomyelitis in the equine herd of the
State of Parani.

The distribution of the positive cases of equine
encephalomyelitis diagnosed by the haemagglutihation—inhibition
test in the different regions of the State of Parand was found to
be as follows: Umuarama, 19%; Curitiba, 14%; Ponta Grossa, 12%;
Jacarezinho, 9%; Irati, 7%; Campo Mourdo, 7%; Guarapuava, 7%;
Ivaipord, 6%; Francisco Beltrdo, 4%; Maring4, 4%; Paranavai, 4%;
Unido da Vitéria, 3%; Toledo, 3%; Cascavel, 1%; and Pato Branco,

0%.
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