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RESUMO

Na época de verdo do ano 1997, foi realizado um estudo virolégico e
sorolégico em mosquitos e em amostras de sangue de equinos, para os virus
causadores de Encefalomielite equina do Leste (EEE), Encefalomielite
equina do Oeste (WEE) e Encefalomielite equina Venezuelana (VEE), nas
localidades: sitio Novo Oeste (municipio Vera Cruz de QOeste), fazenda Rio
Butu (municipio Céu Azul), Reserva Florestal Foz de Iguagu (municipio Céu
Azul), municipio Queréncia do Norte e municipio Colorado, situadas ao
Sudoeste e Norte do Estado do Parang, Brasil. Um total de 32 espécies de
culicideos foi identificado, sendo as mais abundantes Culex (Culex) grupo
coronator, Culex (Culex) declarator, Culex (Culex) bidens/mollis/nigrus, Culex
(Melanoconion) sp., Aedes scapularis, Aedes serratus, Trichoprosopon
pallidoventer, Psorophora sp., Sabethes sp., Wyeomyia sp., Limatus sp. Um
total de 22 amostras de sangue de equinos e 1883 culicideos foram
processados no Laboratério de Arbovirus do Instituto Evandro Chagas
(Belém, Para), na tentativa de identificar o agente causador da
encefalomielite nos equinos das regides mencionadas. Os testes sorolégicos
revelaram a presengca de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo e
neutralizantes para os arbovirus Encefalomielite equina do Leste, llheus, St.
Luis e Maguari, nhos soros de equinos. No entanto, os testes virologicos
revelaram a auséncia de virus nas amostras de culicideos e de sangue de
equinos inoculadas em camundongos.



SUMMARY.

In summer of 1997, a virologic and serologic study, with mosquitoes
and equine’s blood, were realized for East equine encephalitis (EEE), West
equine encephalitis (WEE) and Venezuelan equine encephalitis virus (VEE).
The localities selected were: Novo Oeste place (Vera Cruz do Oeste county),
Rio Butu farm (Céu Azul county), “Reserva Florestal Foz de Iguagu (Céu Azul
county), Queréncia do Norte county and Colorado county, located at North
and Southwest of Parana State, Brazil. Were identified 32 species of
mosquitoes and the more abundant were Culex (Culex) grupo coronator,
Culex (Culex) declarator, Culex (Culex) bidens/mollis/nigrus, Culex
(Melanoconion) sp., Aedes scapularis, Aedes serratus, Trichoprosopon
pallidoventer, Psorophora sp., Sabethes sp., Wyeohvyia sp., Limatus sp.
Were collected 22 samples of equine’s blood and 1883 mosquitoes. These.
material was analysed at Arbovirus Laboratory of Evandro Chagas Institute
(Belém, Para), with the objective of identify the encephalitis virus that affected
the equines populations in the studied areas. The results obtained with
serologic tests demonstrate the presence of hemagilutination inhibition and
neutralization antibodies for East equine encephalitis, llheus, St. Louis and
Maguari virus in equines sera, but, the virologic tests expressed absence of

virus in the mosquitoes and equine’s blood samples.
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INTRODUGAO

Os arbovirus sdo virus mantidos na natureza, mediante transmissao
bioldgica entre hospedeiros vertebrados susceptiveis e artrépodes
hematéfagos ou de hospedeiro artrépode a hospedeiro artrépode através da

via transovariana (WHO Technical Report Series No. 719, 1985).

Eles constituem o maior grupo conhecido de virus com cerca de 535
membros registrados no “Catalogue of Arthropod-borne and selected
Vertebrate Viruses of the World”. Aproximadamente 100 destes infectam ao
homem, 40 infectam animais domésticos e pelo menos 10 podem causar

epidemias (KARABATSOS, 1985; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1996).

Estes virus estdo distribuidos em seis familias: Togaviridae (género
Alphavirus), Flaviviidae (género Flavivirus), Rhabdoviridae (género
Vesiculovirus), Bunyaviridae (géneros Bunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus e
Uukuvirus), Reoviridae (géneros Orbivirus e Coltivirus) e Iridoviridae com o
virus da Febre Suina Africana (MONATH, 1988; FIELDS et al, 1996;

TRAVASSOS DA ROSA et al., 1996).

No género Alphavirus, sdo conhecidos trés virus que estao
amplamente distribuidos no Continente Americano e que tém grande
importancia epidemioldgica: o virus da Encefalomielite Equina do Oeste
(WEE), o virus da Encefalomielite Equina Venezuelana (VEE) e o virus da

Encefalomielite Equina do Leste (EEE) (MONATH, 1988; FIELDS et al., 1996).



As primeiras manifestacdes, em equinos, de encefalomielites de
origem viral no Estado do Parana, foram observadas nos anos 1910-1930.
Posteriormente, foram observados casos similares em outras regiées do pais

(WIGG, 1977).

RICHARTZ (1994) realizando um inquérito sorologico em equinos de
diferentes regibes do Estado Paranda, determinou presenca de anticorpos

inibidores da hemaglutinagéo para os virus EEE, VEE e WEE.

No ano de 1996, foram recebidos no Laboratério Centro de
Diagnéstico “Marcos Enrietti” (Curitiba, Parana), soros de equinos
procedentes do municipio Vera Cruz do Oeste, com suspeita clinica para
virus de encefalomielites. O teste de inibicdo da hemaglutinagdo revelou a
presenga de anticorpos para os virus VEE, WEE e EEE. No entanto, ndo
foram efetuados testes que revelassem resultados mais especificos.
Posteriormente, cavalos do municipio Céu Azul apresentaram sinais de
encefalomielite. Os testes soroldégicos adequados nao foram realizados

porque 0s animais ja tinham sido vacinados.

No inicio do ano 1997, alguns equinos do municipio Queréncia do
Norte, na cidade Queréncia do Norte, Estado do Parana, apresentaram
quadros clinicos similares aos manifestados pelos cavalos das regides

mencionadas acima. Em setembro foram constatados alguns casos no



municipio de Colorado, Estado do Parana.

No Estado do Parand, além do estudo realizado por RICHARTZ (1994),
nao foram publicados estudos viroldgicos e soroldgicos. Nenhum trabalho
tem sido realizado na tentativa de isolar virus nas espécies potenciais

vetores.

Considerando os resultados obtidos por RICHARTZ (1994), e os
sintomas observados nos equinos, acredita-se que, nas regides Norte e
Noroeste do Estado do Parana, poderia estar circulando alguma das
encefalomielites equinas, EEE, WEE ou VEE. Devido a escassa informacgao
epidemioldgica existente nas areas afetadas, propomo-nos neste trabalho:
1-fazer um levantamento de espécies de culicideos presentes nas

respectivas regioes;

2- tentar isolar o virus causador da encefalomielite a partir dos culicideos,
assim como isolar qualquer outro arbovirus que esteja presente neles, nas
respectivas regioes;

3- fazer estudos soroldgicos e virolégicos nos equinos com suspeita clinica

para encefalomielite.



2. REVISAO DA LITERATURA

PRIMEIROS ESTUDOS DE ALPHAVIRUS

Os estudos com os Alphavirus iniciaram-se com o isolamento do virus
WEE a partir do cérebro de um cavalo, em 1930, durante epizootia na
California (EUA) (MEYER et al., 1931). Posteriormente HOWITT (1938) isolou o
mesmo virus em humanos. Em 1933, no Estado de New Jersey, (EUA), foi
isolado pela primeira vez o virus EEE de um cavalo com encefalomielite (TEN
BROECK & MERRIL, 1933). Mais tarde, este virus foi obtido e identificado de
material humano por FOTHERGILL et al. (1938) € WEBSTER & WRIGHT (1938). O
virus VEE foi descoberto por KUBES & RIOS (1939) em cérebros de equinos
provenientes da Peninsula da Guajira (Venezuela) durante uma epidemia
acontecida em 1938 nessa regido. Os estudos dos Alphavirus continuaram e
ampliou-se bastante o numero de virus isolados. Em 1954, CASALS & BROWN
classificaram os 20 virus até entdo conhecidos, com base em seus

relacionamentos antigénicos, criando o Grupo soroldgico A (OLIVEIRA, 1994).

CARACTERISTICAS GERAIS DOS VIiRUS EEE, WEE E VEE

Os virus EEE, WEE E VEE, estdo taxonomicamente agrupados na
familia Togaviridae género Alphavirus e sorologicamente incluidos no Grupo
A da classificagdo universal dos arbovirus. Estes virus possuem acido

ribonucleico (ARN) de fita simples e aspecto linear ndo segmentado.



Apresentam um coeficiente de sedimentagcdo que varia de 250 - 275 S
(Svedberg) e sao estaveis na faixa de pH de 6,0 a 9,0. Séo sensiveis aos
solventes lipidicos e detergentes, sendo rapidamente inativados pela agéo
da radiacdo ultravioleta e a temperatura de 56° C, mas s&o relativamente
resistentes a tripsina. Apresentam como estrutura um nucleocapsideo de
simetria icosaédrica que esta envolvido por um envelope constituido por uma
dupla membrana lipidica contendo duas glicoproteinas especificas para cada
tipo viral, E1 e E2. A glicoproteina E1 funciona como hemaglutinina e a E2
como indutora de anticorpos neutralizantes (MONATH, 1988). Estes arbovirus
tém muita relacdo entre si, quando considerado o aspecto morfolégico,
biofisico, bioquimico e as respostas antigénicas. Os virus WEE e EEE
apresentam maior afinidade sorolégica (MONATH, 1988; FIELDS et al., 1996).
PETERS & DALRYMPLE (1990), propuseram uma classificacdo antigénica destes

arbovirus, mostrada a seguir na Tabela I.



TABELA I: CLASSIFICAGAO ANTIGENICA DOS VIRUS EEE, WEE E VEE.

Complexo Espécie (virus) Subtipo Variedade
Antigénico
Encefalomielite WEE Varios
eqiina do Oeste e 62-63
(WEE)
Highlands J (HJ)
Fort Morgan (FM)
Aura
Sindbis (SIN) Sindbis Ockelbo
Babanki
Kyzylagach
Encefalomielite VEE | A-B
eqlina | C
Venezuelana (VEE) | D
| E
| F
Il Everglades (EVE)
Il Mucambo (MUC) MUC
Tonate
71D-1252
IV Pixuna (PIX)
V Cabassou (CAB)
VI AG80 - 660
Encefalomielite EEE América do Norte

eqiiina do Leste
(EEE)

Ameérica do Sul

FONTE: PETERS & DALRYMPLE (1990)

As espécies contidas no complexo antigénico WEE causam

meningoencefalite aguda no homem e em equinos. A percentagem de



mortalidade no homem, nos casos de encefalomielites, € de 2 a 3% e em

equinos é de 25% (BERAN & STEELE, 1994; OLIVEIRA, 1994).

As infeccoes humanas causadas pelo virus WEE tém-se produzido
principaimente nos Estados Unidos (MONATH, 1988). Na América do Sul, o
WEE foi isolado na Argentina, Uruguai, Brasil, Guiana e Equador, onde é
responsavel por alguma morbidade em equinos e aves. Casos humanos

associados a esta arbovirose tém sido raros (VASCONCELOS et al., 1991).

As variedades AB e C do subtipo | do virus VEE sédo causadoras de
epizootias, enquanto os outros subtipos sdo enzoéticos e aparentemente nao
virulentos para os equinos. No entanto, alguns subtipos como MUC, EVE e
PIX, produzem doenca humana. Em equinos a taxa de mortalidade € de 10 a
15% e em humanos, a maioria dos casos de encefalomielites e mortes ocorre

em criancas (MONATH, 1988; OLIVEIRA, 1994; WEAVER, 1998).

O virus VEE ocorre no Brasil, Venezuela, Colémbia, Equador,
Trinidade, Panama e México. Na natureza é mantido por roedores e
mosquitos, € no ciclo urbano, os equinos sdo os principais hospedeiros

virémicos (MONATH ,1988; VASCONCELOS et al., 1991).

Quanto ao complexo antigénico EEE existem duas variedades, a
variedade que ocorre na costa oriental da América do Norte e a variedade da

América do Sul. A primeira, atinge o homem e os equinos e é causadora de



uma grave encefalomielite com uma mortalidade em humanos de 25 a 75%
(desconhece-se este dado em equinos). A variedade da América do Sul
apresenta um potencial baixo de infeccdo para o homem e os equinos nao

sendo assinalados casos de mortalidade (OLIVEIRA, 1994).

O virus EEE ocorre principalmente na costa Leste dos Estados
Unidos, no final do verao e principio do outono. Na América do Sul e no
Caribe também foram obtidos isolamentos do virus em equinos e aves,

sendo os casos humanos escassos (MONATH, 1988; VASCONCELOS et al., 1991;

WHITE & FENNER, 1994).

CICLOS DE TRANSMISSAO DOS ViRUS EEE, WEE E VEE

Os Alphavirus WEE, EEE e VEE s&o mantidos na natureza por ciclos
de transmissao que envolvem os mosquitos como vetores e os roedores e
aves, como hospedeiros vertebrados. O homem e os equinos séo

considerados hospedeiros “acidentais” (BEER, 1988; MONATH, 1988).

O principal vetor do virus WEE, em areas urbanas dos Estados
Unidos, é o Culex (Culex) tarsalis Coquillet, 1896 (VASCONCELOS et al., 1991;
BERAN & STEELE, 1994). No Brasil, foi isolado a partir de Haemagogus
(Haemagogus) janthinomys Dyar, 1921 oriundos da regido de Linhares,
Estado do Espirito Santo (WIGG, 1977) e das espécies Aedes (Ochlerotatus)

fulvus (Wiedemann, 1828), Culex (Melanoconion) pedroi Sirivanakam &



Belkin, 1980 e Culex (Melanoconion) portesi Senevet & Abonnenc, 1941,
coletados na Amazodnia brasileira (VASCONCELOS et al., 1991). Na Argentina foi
isolado de Culex (Melanoconion) grupo ocossa, Aedes (Ochlerotatus)
albifasciatus Macquart, 1839, Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch
Arribalzaga, 1878, Mansonia sp. e Psorophora (Psorophora) pallescens

Edwards, 1922, durante um surto epizo6tico (MITCHELL et a/,1985).

Nos Estados Unidos, os hospedeiros vertebrados deste virus séo
passaros como andorinhas (Hirundinidae), melros e pardais (Emberizidae)
(MONATH, 1988; OLIVEIRA, 1994). No Brasil, principalmente, na Amazodnia, foi
isolado de aves das familias Formicariidae e Tyrannidae (VASCONCELOS et

al. 1991).

No ciclo silvestre do VEE o vetor € o Culex (Melanoconion) sp., mas
também tem sido isolado em: Mansonia (Mansonia) titillans (Walker, 1848),
Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus (Wiedmann, 1821), Aedes
(Ochlerotatus) sollicitans (Walker, 1856), Aedes (Ochlerotatus) thelcter Dyar,
1918, Trichoprosopon (Shannoniana) digitatum (Rondani; 1848),
Haemagogus sp e Anopheles (Stethomyia) nimbus (Theobald, 1902) (CUPP,
1979). No ciclo urbano, além do Culex (Melanoconion), podem estar
envolvidas espécies dos géneros Aedes, Mansonia, Psorophora e Anopheles
(WALDER et al, 1984b; CUPP, 1985, MITCHELL et al, 1987; MONATH, 1988;

VASCONCELOS et al., 1991; TURELL, 1992).
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Os principais hospedeiros vertebrados do virus VEE s&o roedores. No
Brasil, na Amazodnia e regido Sudeste, o ciclo enzoético do subtipo MUC
desse virus € mantido por roedores Cricetidae (Orizomys capito)
(VASCONCELOS et al., 1991; OLIVEIRA, 1994). O subtipo PIX foi isolado de um
rato da espécie Proechimys guyannensis (Echimyidae), coletado na

Amazonia (VASCONCELOS et al., 1991).

A variedade da Ameérica do Norte do virus EEE é principaimente
transmitido, enzodticamente, por Culiseta (Allotheobaldia) melanura
(Coquillet, 1902). Outros mosquitos dos géneros Aedes e Coquillettidia,
sugando aves virémicas, podem transmitir o virus aos equinos e ao homem
(CRANS & SCHULZE, 1986). Este virus tem sido isolado enzodticamente nas
Américas Central e do Sul nas espécies Culex (Melanoconion) dunni Dyar,
1918, Culex (Melanoconion) panocossa Dyar, 1923, Culex (Melanoconion)
sacchettae Sirivanakarn & Jakob, 1981 e Culex (Melanoconion) taeniopus
Dyar & knab, 1907. Esta ultima espécie é reconhecida como vetor enzoético
do EEE no Brasil e Trinidade (WALDER et al., 1984a; LETSON et al, 1993;

VASCONCELOS et al., 1991)

A transmissdo do virus EEE aos humanos e equinos ocorre
principalmente pelas espécies. Aedes sollicitans, Aedes (Ochlerotatus)
canadensis (Theobald, 1901), Aedes (Aedimorphus) vexans (Meigen, 1830),
Coquillettidia  (Coquillettidia)  perturbans  (Walker, 1856), Aedes

taeniorhynchus (LETSON et al., 1993; VASCONCELOS et al., 1991). Isolamentos
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obtidos em Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) colocam esta
espécie como possivel vetor epizodtico do virus, mas até agora nao foi

comprovado (MITCHELL et al., 1992).

Na América do Norte, o virus EEE tem como hospedeiros vertebrados
aves selvagens (grous, garcas, codornizes) e aves domésticas como faisdo
(MONATH, 1988). Na América do Sul, o EEE é encontrado infectando aves
silvestres das familias Icteridae, Formicariidae, Thraupidae e Tyrannidae. A
ave da espécie Thamnophilus aethiops (Formicariidae) parece desempenhar
importante papel na manutencdo do virus na Amazonia (VASCONCELOS et al.,

1991; OLIVEIRA, 1994).

ESTUDOS SOBRE OS ViRUS EEE, WEE E VEE NO BRASIL

No Brasil, no ano 1918, aconteceram as primeiras manifestagées dos
virus WEE e EEE, numa crianca da Bahia e outra do Rio de Janeiro,
respectivamente (WIGG, 1977). Outros casos de EEE em humanos foram
encontrados ao Norte do Brasil, sem que apresentassem alteragdes sérias

do sistema nervoso.

Na Amazoénia, embora existam evidéncias sorolégicas de infecgdes
por este virus em residentes de certas localidades, ndo ha indicios da
ocorréncia de surtos de encefalomielite. Estes resultados permitiram fazer

maiores pesquisas do virus, encontrando-se diferengas antigénicas entre os
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virus isolados na América do Norte e na América do Sul (VASCONCELOS et al.,

1991).

Em equinos, as primeiras manifestagcbes de encefalomielite foram
observadas no Estado do Parana nos anos 1910-1930. O virus foi isolado e
reproduzido em cobaios sem que se chegasse a uma identificagdo do mesmo
(WIGG, 1977). Posteriormente, CARNEIRO (1937), num surto acontecido em
equinos no Estado de Sao Paulo, isolou e identificou o virus como EEE. A
partir dai, foram realizados estudos em cavalos de diferentes regides do
Brasil, comprovando-se a existéncia da virose em Minas Gerais, Nordeste
Brasileiro e Rio de Janeiro (WIGG, 1977). Outros isolamentos desse virus
foram efetuados posteriormente por CUNHA (1943) em Pernambuco; ALICE

(1951) na Bahia; NILSON & SUGAY (1962) em ltaporanga, S&o Paulo.

O primeiro isolamento, em equinos, do virus WEE (amostra No. 1257),
foi obtido por BRUNO-LOBO et al. (1961), no Rio de Janeiro. Esta amostra foi
sorolégicamente relacionada com a espécie SIN do complexo antigénico

WEE.

TRAVASSOS DA ROSA et al. (1961), realizando inquérito sorolégico em
equinos, para os virus WEE, EEE, VEE e amostra No. 1257, obtiveram
percentagens significativas da presenga de anticorpos nas amostras
estudadas e verificaram existir identidade entre a amostra local No. 1257 e o

protétipo do WEE.
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Em 1963, foram realizados estudos na Amazénia brasileira, para
estabelecer o papel das aves silvestres na epidemiologia de arboviroses.
Nas amostras de 6rgaos e plasmas inoculados em camundongos, foi isolado
o virus EEE, a partir de uma amostra da espécie Rhamphocelus carbo
(Thraupidae) e outra, da espécie Mionectes oleaginea (Tyrannidae)
(VASCONCELOS et al., 1991). Posteriormente, cinco outros isolamentos foram
obtidos em espécies das familias Icteridae e Formicariidae. Nessa pesquisa,
também foi isolado o virus WEE, em 1964, a partir do sangue de uma ave
silvestre da espécie Myrmotherula hauxwelli (Formicariidae). Anticorpos IH
para o virus WEE, confirmados por N, foram encontrados em 72 espécies de
aves silvestres residentes na floresta. Casos em humanos ou equinos néo

foram registrados (VASCONCELOS et al., 1991).

Os subtipos lll e IV do virus VEE foram isolados na Amazonia
brasileira. O subtipo Ill (cepa BE AN 8) foi isolado pela primeira vez por
CAUSEY et al. (1961), em macaco sentinela do género Cebus, numa localidade
proxima de Belém, Para. Esta cepa foi diferenciada do virus VEE e
classificada como MUC por SHOPE et al. (1964). Em 1970, este virus foi isolado
na regidao da Mata Atlantica do Estado de S&o Paulo, em camundongos

sentinelas (WIGG, 1977).

Em 1961, foi isolado e caracterizado, pela primeira vez, o subtipo IV

do virus VEE (cepa BE AR 35645), de um “pool” de mosquitos da espécie



14

Anopheles nimbus, coletados no Km 94 da estrada Belém - Brasilia. Este

virus foi classificado como PIX (SHOPE et al., 1964).

Em 1967, SILVA et al. realizaram um inquérito sorologico em residentes
do Estado da Bahia e demonstraram a existéncia de anticorpos para os trés

virus: WEE, EEE e VEE (WIGG, 1977).

Em 1975, dois isolamentos novos foram obtidos por CALISHER et al.
(1975) de um “pool” de Culex (Melanoconion) e de um morcego da espécie
Carollia perspicilatta (cepas 78V-3531 e SP AN 50783, respectivamente), no
Vale da Ribeira (S&o Paulo). Estes virus foram caracterizados como subtipo

|, variante F, do virus VEE.

MATTOS (1970 e 1975), trabalhando com soros de animais silvestres
capturados em algumas regides do Estado do Rio de Janeiro e, soros
humanos de residentes do Rio Grande do Sul, evidenciou a existéncia de

anticorpos IH para os trés Alphavirus.

IVERSSON et al. (1981) realizaram estudos sorolégicos, em populagdo
humana do Vale do Ribeira (Estado de S&o Paulo). Das 516 amostras
testadas 34 (6,59%), apresentaram anticorpos IH para o virus MUC, 29
(5,62%) para o virus EEE e, 11 (2,13%) para o virus WEE. Anticorpos para

outros arbovirus também foram detectados.
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IVERSSON et al. (1993) fizeram um inquérito sorolégico em equinos, no
Pantanal brasileiro, para arbovirus causadores de encefalomielites. Entre os
432 soros testados, 29 (6,7%) apresentaram anticorpos N para EEE e 5
(1,2%) para WEE. Também realizaram teste de fixagdo do complemento para
soros pareados de um cavalo doente e acharam evidéncias de infecgédo
recente pelo virus EEE. Em outras amostras revelou-se infecgdo passada

pelo virus WEE.

FERREIRA et al. (1994) realizaram inquéritos sorolégicos em aves
silvestres da Mata Atlantica (Estado de Sdo Paulo) e detectaram anticorpos
IH para os virus EEE, WEE e VEE, entre outros arbovirus. No Vale do
Ribeira, foram capturadas espécies de aves residentes de habitos
migratorios (Thraupis palmarum, Columbina talpacoti e Guira guira) e uma
espécie migratéria (Machetornis rixosus), que apresentaram anticorpos IH

para o virus EEE.

RICHARTZ (1994) fez um inquérito sorolégico, em diferentes regidées do
Estado do Parana, para os trés Alphavirus. Entre as 816 amostras
analisadas, detectou anticorpos IH para os virus VEE (19,24%), EEE
(15,32%) e WEE (30,39%). Dos soros reagentes, 11 apresentaram titulo de

1:640 para o virus EEE, 4 para WEE e 4 para VEE.
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1) Areas de estudo e época de coleta
O estudo foi efetuado no Estado do Parand, na época de ver&o do ano

1997, nas seguintes localidades:

1) sitio Novo Oeste, situado no municipio Vera Cruz do Oeste, em latitude
25° 30’ e longitude 54° 30’ (rodovia PR 488, sentido Céu Azul a Vera
Cruz do Qeste);

2) Agropecuaria Rio Butu, situada no municipio Céu Azul, em latitude 25°
30’ e longitude 54° 30’ (rodovia BR 277, Km 620);

3) Reserva Florestal Foz de Iguagu, municipio Céu Azul, em latitude 25° 30’,
26° 30’ e longitude 54° 30’ (a 300 mts. da rodovia BR 277);

4) municipio Queréncia do Norte, em latitude 23° 30’ e longitude 54° 30’ e,

5) municipio Colorado em latitude 23° 30’ e longitude 52° 30’ (Fig. 1).

As coletas de culicideos foram realizadas no sitio Novo Oeste, na
fazenda Rio Butu, na Reseva Florestal Foz de Iguagu e no municipio
Queréncia do Norte. No sitio Novo Oeste, com uma extensdo de 36,3 ha.,
foram feitas as coletas num capao pequeno que ficava proximo das casas
(Fig. 2). Esse local era percorrido por um rio e era frequentado pelos cavalos
durante o dia. A fazenda Rio Butu ocupa uma area de 847 ha. As coletas
foram feitas num capao situado distante da area domiciliar, onde os cavalos
costumavam pastar. Este capao era extenso e estava proximo de um agude

(Fig. 3).
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FIG.1. A: Mapa do Brasil, destacando o Estado do Parana; B: Mapa do
Estado do Parang, destacando as areas de estudo; 1: Municipio
Queréncia do Norte; 2: Municipio de Colorado; 3: Sitio Novo
Oeste, municipio Vera Cruz do Oeste; 4: Fazenda Rio Butu,
municipio Céu Azul, 5: Reserva Florestal Foz de Iguagu,
municipio Céu Azul.
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FIG. 2. Sitio Novo Oeste, municipio Vera cruz do Oeste. Foto do cap&o onde

foram efetuadas as coletas de culicideos.

FIG. 3. Fazenda Rio Butu, municipio Céu Azul. Foto do capdo onde foram

realizadas as coletas de culicideos.
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Na Reserva Florestal Foz de Iguagu que ocupa 185 ha. abarcando 11
municipios do Estado: Foz de Iguagu, Santa Teresina de Itaupu,
Serrandpolis, Matelandia, S&o Miguel de Iguagu, Céu Azul, Santa Teresa do
Oeste, Lindo Oeste, Capitdo Leonidas Marques e Capanema (IBAMA,
comunicagdo pessoal). As coletas foram feitas no municipio Céu Azul, perto de
uma lagoa que era frequentada por aves, macacos e outros animais
silvestres (Fig. 4). No municipio Queréncia do Norte, os locais de coleta
estavam alagados e eram também frequentados por aves, cavalos e outros

animais domésticos (Fig. 5).

As amostras de sangue foram colhidos de equinos ndo vacinados, nos
municipios Queréncia do Norte e Colorado. No sitio Novo Oeste e na
fazenda Rio Butu, os cavalos foram vacinados antes de iniciar o trabalho de

campo, portanto, nao foi feita a coleta de sangue nessas regides.

Para fazer uma descricdo geografica geral da regido, considerou-se
as informagdes colocadas pelo MAACK (1981). Segundo o autor, o Estado do
Parana é formado por regides de paisagens naturais. As regides
pesquisadas estdo situadas dentro da Zona climatica tropical - subtropical,
com uma temperatura média anual de 20,7 ° C e uma precipitagdo pluvial
anual de 1712 mm, sendo mar¢o o0 més mais chuvoso com 231 mm, e
agosto, 0 més mais seco com 74 mm. A vegetacdo é uma mistura de mata

pluvial subtropical, areas de pastoreio e areas de plantagées.



FIG. 5. Municipio Queréncia do Norte. Foto de uma das areas selecionadas

para coletar culicideos
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A Reserva Florestal Foz de Iguagu é rica em espécies leguminosas, epifitas,
bromeliaceas, araceas, orquideas e lianas (MAACK, 1981). As outras areas s3o
extensGes de pasto, culturas e capdes que se desenvolvem sobre solos

férteis de terra roxa.

Um total de onze viagens foram realizadas, com uma duragdo de trés
dias cada uma. Nos municipios de Vera Cruz do Oeste e Céu Azul, o periodo
de captura de mosquitos foi entre janeiro e maio, com uma freqiéncia de
duas vezes ao més. Em Queréncia do Norte as coletas de mosquitos e soros
de cavalos foram feitas no inicio do més de julho e, no municipio de

Colorado, os soros de equinos foram colhidos ao final do més de setembro.

2) Métodos de coleta e conservagdo do material

2.1) Coleta e conservagao de mosquitos

Em todas as areas foram feitas capturas preliminares para conhecer a
fauna de culicideos, utilizando isca humana, armadilha luminosa Shannon
(SHANNON, 1939), e armadilha luminosa CDC - modificada (NATAL et al., 1991).
As coletas com isca humana foram feitas por duas pessoas, no periodo das
10:00 até as 14:00 horas, e das 16:00 até as 19:00 horas. As coletas com
armadilha Shannon foram realizadas das 19:00 até as 2:00 horas da manha
do dia seguinte, usando um lampido a gas e isca humana para atrair os
mosquitos. As coletas com armadilha luminosa CDC, foram feitas das 18:00

até as 6:00 horas do outro dia.
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Os mosquitos foram sacrificados com cloroférmio e colocados em
caixinhas devidamente rotuladas (data, local, hora e método de coleta). No
laboratdrio, este material foi montado, mantido em gavetas e identificado,

usando as chaves adequadas (FORATTINI, 1962, 1965 a, 1965 b; 1996: FORATTINI

& SALLUM, 1997; LANE, 1953 a, 1953 b).

Para tentativa de isolamento de virus, os mosquitos foram coletados
com isca humana e armadilha Shannon, nos horarios citados acima.
Posteriormente, foram anestesiados a frio e transferidos para tubos de vidro
devidamente rotulados (data, local, hora e método de coleta), lacrados com
fita durex e colocados em botijdo de nitrogénio liquido para transporte. No
laboratério, os tubos foram transferidos para um botijdo de nitrogénio liquido
(-180 ° C) com capacidade de 40 litros e mantido nessa temperatura até ser

processado (CHAMBERLAIN & SUDIA, 1975; CEPANZO, 1982; TRAVASSOS DA ROSA

etal.,, 1992).

2.2) Coleta e conservacgao dos soros de eqilinos

As amostras de sangue (22 amostras), foram colhidas da veia jugular
de equinos que n&o possuiam mais que dois anos de idade, ndo tinham
registro de vacina e apresentavam os sintomas caracteristicos de
encefalomielite: febre, falta de coordenag&o motora, falta de apetite, perda
do equilibrio e fraqueza. Estes animais costumavam pastar em alagadigos e

pantanos, onde existiam criadouros de larvas de mosquitos.
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O sangue colhido foi imediatamente aliquotado em duas partes: uma

para tentativa de isolamento de virus e outra para estudos sorolégicos. Para
tentativa de isolamento, foi separado 1 ml de sangue, sendo mantido e
conservado no congelador a -70 ° C até manipulagdo. Para estudos
sorolégicos, quantidades superiores de sangue foram separadas e deixadas
em repouso até retracdo do coagulo para posterior separagéo do mesmo. Os
soros obtidos foram colocados em vidros estéreis com etiqueta de
identificacdo, e mantidos no congelador a -20 ° C até serem processados.
Estas amostras estavam acompanhadas de uma ficha de identificagéo

contendo informagdes sobre o animal, local e data da coleta.

3) Estudos virolégicos e sorolégicos
Os reativos e solugbes utilizados seguiram o protocolo indicado por

TRAVASSOS DA ROSA et al. (1992) (Anexo 1).

3.1) Pesquisa virolégica

Os mosquitos e as amostras de sangue colhidos para pesquisa de
arbovirus, foram processados no laboratério de arbovirus do Instituto
Evandro Chagas (Belém, Para). No laboratério, os mosquitos coletados
foram colocados sobre uma mesa refrigerada a - 20 °© C, para serem
separados por espécie, formando grupos de no maximo 40 individuos. Os

grupos formados, foram mantidos a -70 °C até serem processados.
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As espécies foram identificadas utilizando as chaves adequadas

(FORATTINI, 1962, 1965 a, 1965 b; 1996; FORATTINI & SALLUM, 1997; LANE, 1953 a,

1953 b).

3.1.1) Preparagdo do macerado de mosquitos (TRAVASSOS DA ROSA
et al., 1992)

Ap6s identificacdo, os mosquitos mantidos a - 70 °C foram macerados
usando o procedimento utilizado no Instituto Evandro Chagas: preparou-se o
diluente, constituido por uma solugédo de Borato - salina (PBS) que contém
albumina bovina a 0,75% e antibiéticos (Penicilina 100 u/ml e Estreptomicina
100 wmli). Dentro de uma camara de fluxo laminar, os grupos de mosquitos
formados, foram triturados em gral de porcelana e suspensos em 2 ml de
PBS, até formar uma pasta homogénea. Os macerados obtidos foram,
colocados em tubos de hemdlise e, mantidos em frio (4° C) numa estante.
Cada suspensao foi centrifugada por 10 minutos a 4000 rpm e temperatura

de 4 °C e depois mantida em frio (4° C) até ser inoculada.

3.1.2) Preparagao do sangue dos eqiiinos (TRAVASSOS DA ROSA et

al., 1992)

As amostras de sangue colhidas, foram diluidas 1:10 em PBS

contendo albumina bovina a 0,75% e antibidticos.

3.1.3) Inoculagdao em camundongos (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1992)

Para cada suspenséo, seja de mosquito ou de sangue de equinos, foi
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selecionada uma familia de camundongos brancos “Swiss” (seis filhos de até
trés dias de idade e uma mée). Cada filhote foi inoculado por via
intracerebral (ic), com 0,02 ml da suspens&do de mosquito ou de sangue. Os
camundongos foram revisados diariamente por um periodo de 21 dias,
anotando todas as observagbes usando o seguinte cédigo: ?, desaparecido;
+, morto; M, moribundo; E, estragado; D, doente; +-, sacrificado. Os animais
que apresentaram sinais de doen¢a ou mudang¢as de comportamento foram
sacrificados para fazer novas passagens: numa cabine de fluxo laminar, o
cérebro do camundongo foi retirado, macerado em gral de porcelana e
suspenso em 2 ml de PBS com albumina bovina a 0,75% e antibidticos. O
macerado foi centrifugado por 10 minutos, a 4000 rpm e 4°C. O
sobrenadante obtido foi inoculado em camundongos, seguindo o

procedimento mencionado acima.

3.2) Testes soroldgicos

3.2.1) Teste de inibigdo da hemagiutinagdo (IH) (CLARKE & CASALS,
1958; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1992)

A escolha deste teste foi por sua facilidade de execugdo e
sensibilidade. Os soros dos equinos foram tratados com acetona para
remover 0s inibidores inespecificos da hemagiutinagdo, e adsorvidos por
hemacias de ganso, para remover as aglutininas naturais que podem causar
resultados falsos - negativos. No final, os soros estavam diluidos 1:20 nas

hemacias de ganso, e prontos para serem testados.
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Inicialmente foi feita uma triagem dos soros na diluigdo 1:20, contra os
seguintes antigenos: EEE, WEE, MUC, PIX, SLE, ILH, MAG, TCM, Catu, e

CAR.

Em paralelo, foi realizada a titulagdo dos antigenos nos pHs e
temperaturas apropriados (Anexo 1), para controlar os titulos 6timos de
trabalho de cada um deles, ou seja, 4 unidades hemaglutinantes em 0,025 ml
do antigeno. Os soros que deram positivos, ou seja, aqueles que formaram
botéo (inibicdo da hemaglutinagdo), foram titulados contra os antigenos
especificos. Numa placa em U, foram distribuidos 0,025 ml do soro-teste e
adicionados 0,025 ml do antigeno em 4 unidades hemaglutinantes. A placa
foi incubada a 4 ° C “overnight”. Na manha seguinte, foram acrescidos 0,05
ml de glébulos de ganso, diluidos em pH apropriado (Anexo 1). A placa foi
agitada e incubada por 30 minutos a temperatura adequada (de acordo com
o tipo de virus testado). A leitura da placa foi realizada e o titulo IH foi tido
como a mais alta diluicdo do soro que causou completa ou quase completa

inibicdo da hemaglutinagao.

3.2.2) Teste de Neutralizagdo (TN) (em camundongos recém-
nascidos, com diluigdao constante do soro e concentragoes variadas do
virus) (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1992)

Este teste revela resultados mais especificos que o teste de IH e

permitiu esclarecer as reagdes cruzadas obtidas com alguns soros.
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O virus considerado foi diluido 1:5 em diluente (PBS contendo 0,75 %

de albumina bovina e antibidticos), e posteriormente diluido 1:10 até a
diluicdo 10™° . Cada soro testado, inclusive o homdlogo, foi avaliado contra

dois, trés ou quatro diluicdes do virus (Anexo 2).

Numa estante foram colocados os tubos rotulados para cada soro
(soros testados, soro homdlogo e controle negativo). Para cada caso foram
adicionados 0,025 ml da amostra, 0,075 ml do diluente e 0,1 mi das diluigdes
do virus. Em outros tubos foram colocados 0,1 ml de cada diluicdo usada na
titulacdo do virus e 0,1 ml do diluente. A estante foi agitada e incubada a 37 °
C, por uma hora. Depois foi removida do banho maria e colocada em banho
de gelo. Para cada tubo foram inoculados seis camundongos de até trés dias
de idade por via intracerebral (i.c.) (0,02 ml de cada mistura), os quais foram
observados diariamente por um periodo de 15 dias fazendo as devidas

anotagdes (usando o cédigo mencionado na se¢do 3.1.3).

Os resultados foram expressos como o logaritmo do indice de
neutralizagao (LIN). Este valor é obtido subtraindo o valor da diluigdo que
protegeu o 50% dos animais, de uma quantidade especifica do virus (LD50),
quer dizer, a prova é positiva, quando o soro tem anticorpos para o virus e
pelo menos 50% dos camundongos inoculados sobrevivem (SHOPE &

SATHER, 1979).
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4. RESULTADOS

1) Populagdes de culicideos

As espécies de culicideos coletadas em todas as localidades
estudadas, tanto para montagem quanto para estudo viroldgico, estao
citadas na seguinte lista (FORATTINI, 1962; 1965a; 1965b):

Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848)

Aedes (Ochlerotatus) serratus (Theobald, 1901)

Aedes (Ochlerotatus) rhyacophilus Costa Lima, 1933

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)

Aedes (Protomacleaya) terrens (Walker, 1856)

Aedes (Finlaya) argyrothorax Bonne & Bonne-Wepster, 1920

Aedeomyia (Aedeomyia) squamipennis (Lynch Arribalzaga, 1878)
Anopheles (Nyssorhynchus) benarrochi Gabaldon, Cova-Garcia & Lopez, 1941
Coquillettidia (Rhynchotaenia) venezuelensis (Theobald, 1912)

Culex (Culex) declarator Dyar & Knab, 1906
Culex (Culex) grupo coronator
Culex (Melanoconion) sp

Chagasia rozeboomi Causey, Deane & Deane, 1944
Haemagogus (Conopostegus) leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924)

Limatus flavisetosus Castro, 1935
Limatus durhami Theobald, 1901
Limatus psedomethisticus (Bonne-Wepster & Bonne, 1919)

Mansonia (Mansonia) titillans (Walker, 1848)
Mansonia (Mansonia) pseudotitillans (Theobald, 1901)

Phoniomyia quasilongirostris (Theobald, 1907)
Phoniomyia teobaldi Lane & Cerqueira, 1942

Psorophora (Janthinosoma) albigenu (Lutz, 1908)
Psorophora (Janthinosoma) albipes (Theobald, 1907)
Psorophora (Janthinosoma) lutzi (Theobald, 1901)
Psorophora (Janthinosoma) ferox (Humboldt, 1819)

Sabethes (Sabethinus) aurescens (Lutz, 1905)
Sabethes (Sabethinus) identicus Dyar & Knab, 1907
Sabethes (Sabethinus) intermedius (Lutz, 1904)
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Sabethes (Sabethoides) chloropterus (Humboldt, 1819)
Sabethes (Sabethes) albipnivus Lutz, 1903

Shannoniana fluviatilis (Theobald, 1903)

Trichoprosopon (Trichoprosopon) pallidoventer (Lutz, 1905)
Trichoprosopon (Trichoprosopon) obscurum Lane & Cerqueira, 1942

Uranotaenia apicalis Theobald, 1903
Uranotaenia geometrica Lutz, 1901
Uranotaenia lowi Theobald, 1901

Wyeomyia (Wyeomyia) limai Lane & Cerqueira, 1942
Wyeomyia (Dendromyia) personata (Lutz, 1904)

Um total de 250 culicideos foram coletados para montagem e
identificagdo. Destes, 145 (58%) foram capturados com isca humana, 68
(27,2%) com armadilha Shannon e 37 (14,8%) com armadilha CDC -

modificada (Tabela II).

As espécies de culicideos coletadas usando diferentes modalidades
de captura estdo citadas na tabela Il. Em todas as localidades onde as
coletas foram realizadas, foram identificadas e montadas 32 espécies. No
sitio Novo Oeste foram coletadas 7 espécies, na fazenda Rio Butu 14
espécies, na Reserva Florestal Foz de Iguagu 14 espécies e em Queréncia

do Norte 8 espécies.

No sitio Novo Oeste foram coletados 29 espécimes, dos quais 20
(68,9%) sao do género Culex (Culex). Neste subgénero foram identificadas
as espécies Culex (Culex) grupo coronator e Culex (Culex) declarator. Na
fazenda Rio Butu, dos 106 individuos capturados, 72 (67,9%) pertencem ao

género Culex (Culex), sendo identificadas as espécies Culex grupo
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coronator e Culex declarator. Ha duvida na identificagdo de algumas
espécies deste subgénero sendo citadas como Culex (Culex)
bidens/mollis/nigrus. Espécies da tribo Sabethini foram identificadas,
aparecendo com maior frequencia Trichoprosopon pallidoventer com 13
(12,3%) individuos. Na Reserva Florestal Foz de Iguagu, dos 31 espécimes
capturados 29 (93,5%) s&o da tribo Sabethini, sendo os géneros Sabethes
(29%) e Wyeomyia (25,8%) os mais frequentes. No municipio Queréncia do
Norte foram capturados 84 culicideos, dos quais 35 (41,7%) sao da espécie
Aedes scapularis e 20 (23,8%) da espécie Aedes serratus. As espécies
Psorophora albigenu, Psorophora albipes e Psorophora Iutzi, foram
identificadas representando 14,3% do total de individuos capturados na

localidade.

TABELA Il: ESPECIES DE CULICIDEOS COLETADAS POR MODALIDADE DE
CAPTURA, NAS LOCALIDADES SITIO NOVO OESTE (SNO), FAZENDA RIO BUTU
(FRB), RESERVA FLORESTAL FOZ DE IGUAGU (RFFl) E QUERENCIA DO NORTE
(QDN), ESTADO DO PARANA. NUMERO DE INDIVIDUOS POR LOCALIDADE.

LOCALIDADE ESPECIE NUMERO DE MODALIDADE DE
INDIVIDUOS CAPTURA
CcDC SH IHU
Anopheles benarrochi 01 01 0 0
Anopheles sp 02 02 0 0
Aedes aegypt! 01 01 o 0
Aedes rhyacophilus 01 0 01 0
SNO * Aedes scapularnis 01 0] 01 0
Aedeomyia squamipennis 02 02 0 0
Culex grupo coronator 13 13 0 0
Culex declarator 04 04 0 0
Culex (Culex) sp. 03 03 0 0
Psorophora (Janthinosoma) sp 01 01 0 0
TOTAL 29 27 02 0
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Aedes scapulans 01 0 01 0
Culex grupo coronator 01 0 0 01
SNO ** Culex declarator 15 0 03 12
Culex (Culex) sp 20 0 02 18
Sabethes intermedius 10 0 0 10
TOTAL 47 0 06 41
Anopheles sp 01 01 0
Aedes scapulans 03 0] 03
Aedes terrens 02 02
Culex (Culex) bidens/mollis/nigrus 57 03 29 25
Culex grupo coronator 08 02 02 03
Culex declarator 06 01 03 02
Culex (Culex) sp 01 01 0
FRB* Coquillettidia venezuelensis 01 01 0
Haemagogous leucocelaenus 02 0] 02 0
Limatus durhami 01 0 01 0
Mansonia pseudotitillans 01 01 0 0
Sabethes aurescens 04 0 04 0
Sabethes chloropterus 01 0 01 0
Shannoniana fluviatilis 04 0 04 0
Trichoprosopon pallidoventer 13 0 13 0
Wyeomyia limai 01 0 01 0
TOTAL 106 10 66 30
Aedes scapularis 30 0 02 28
Chagasia rozeboomi 02 0 0 02
Culex grupo coronator 02 0 02
Culex declarator 40 0 0 40
Culex (Culex) sp 25 0 04 21
FRB ** Coaquillettidia venezuelensis 03 0 0 03
Haemagogous leucocefaenus 06 0 ] 06
Limatus durhami 01 0 0 01
Sabethes aurescens 01 0 0 01
Sabethes intermedius 1 0 0 11
Trichoprosopon pallidoventer 41 0 0 41
Wyeomyia sp 16 0 0 16
TOTAL 178 0 6 172
Culex (Culex) bidens/moflis/nigrus 01 0 0 01
Culex grupo coronator 01 0 0 01
Limatus flavisetosus 02 0 0 02
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Phoniomyia quasilongirostris 03 0 0 03
Phoniomyia teobaldi 02 0 0] 02
Sabethes albiprivus 05 0 0 05
Sabethes aurescens 01 0 0 1

Sabethes chloropterus 02 0 0 02
RFFI * Sabethes identicus 01 0 0 01
Trichoprosopon pallidoventer 05 0 0 5
Wyeomyia airosai/howardii 01 0 0 01
Wyeomyia (Dendromyia) sp 01 0 0 01
Wyeomyia limai 01 0 0 01
Wyeomyia personata 05 0 0 05
TOTAL 31 0 0 31
Aedes argyrothorax 09 0 0 09
Aedes scapularis 01 0 0] 01
Chagasia rozeboomi 12 0 07 05
Culex grupo coronator 13 0 03 10
Culex (Culex) sp 04 0 04
Culex (Melanoconion) sp 01 0 01
Haemagogous leucocelaenus 26 0 07 19
Limatus durhami 30 0 06 24
RFF1 ** Limatus pseudometisticus 03 0 03
Limatus sp 16 0 16

Phonyomyia quasilongirostris 164 (0] 12 152

Sabethes albiprivus 56 0 15 41
Sabethes aurescens 01 0 01
Sabethes chioropterus 02 0 02
Sabethes intermedius 106 0 30 76
Sabethes sp. 01 0 0 01
Trichoprosopon obscurum 92 0 03 89

Trichoprosopon pallidoventer 277 0 32 245

Wyeomyia sp. 471 0 54 417
TOTAL 1285 0 169 | 1116
Aedes scapularis 35 0 0 35
Aedes serratus 20 0] 0 20
Culex grupo coronator 01 0 0 01
Culex (Culex) sp 03 0 0 03
QDN * Psorophora albigenu 08 0 0 08
Psorophora albipes 02 0 0 02
Psorophora lutzii 01 0 0 01
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Psorophora (Janthinosoma) sp 01 0 0 01

Uranotaenia apicalis 04 0 0 04

Uranotaenia geometrica 04 0 0 04

QDN * Uranotaenia sp 04 0 0 04
Wyeomyia sp 01 0 0 01

TOTAL 84 0 0 84

Aedes scapularis 242 0 0 242

Aedes serratus 44 0 0 44

Aedes sp 22 0 0 22

Culex grupo coronator 01 0 0 01

Culex declarator 01 0 0 01

QDN ** Culex (Melanoconion) sp 04 0 0 04
Mansonia titillans 01 0 0 01

Psorophora albipes 31 0 0 31

Psorophora ferox 06 0 0 06

Psorophora lutzii 03 0 0 03

Uranotaenia geometrica 10 0 0 10

Uranotaenia lowi 08 0 0 08

TOTAL 373 0 0 373

CDC= CDC- modificada
SH= Shannon
IHU= Isca humana

* = Espécimes coletados para montagem

** = Espécimes coletados para estudos virolégicos

2) Estudos virolégicos em culicideos

Um total de 1883 culicideos foram coletados para tentativa de

isolamento de arbovirus, nas localidades estudadas. As 25 espécies,

coletadas, nesta etapa do trabalho, sdo apresentadas na tabela Il. Algumas

delas ndao aparecem no material coletado para montagem e vice-versa.
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No sitio Novo Oeste foram coletados 47 espécimes distribuidos em 4
espécies, sendo o género Culex (Culex) com 36 individuos (76,6%) o mais
abundante. Na fazenda Rio Butu foram coletados 178 individuos agrupados
em 10 espécies. As espécies coletadas com maior frequéncia foram Culex
declarator com 40 (22,5%) individuos, Aedes scapularis com 30 (16,8%)
individuos e, Trichoprosopon pallidoventer com 41 (23,03%) individuos.
Houve uma boa representacado da tribo Sabethini com os géneros Wyeomyia
com 16 (9%) individuos e Sabethes com 12 (6,7%) individuos. Na Reserva
Florestal Foz de Iguagu, foram capturados 1285 individuos de 15 espécies
diferentes, sendo o 95% da tribo Sabethini. No municipio Queréncia do
Norte, foram coletados 373 individuos distribuidos em 11 espécies, sendo as
mais abundantes as espécies Aedes scapularis com 242 (64,9%)
exemplares, Aedes serratus com 44 (11,8%) individuos e Psorophora albipes

com 31 (8,3%) individuos.

Com este material foram inoculados 618 camundongos (Tabela Iil).
Estes animais ndo revelaram sintomas de doenga, portanto, ndo houve

isolamento de virus.
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TABELA Ill: NUMERO DE MOSQUITOS COLETADOS, NUMERO DE GRUPOS DE
MOSQUITOS FORMADOS E NUMERO DE CAMUNDONGOS INOCULADOS, POR
LOCALIDADE, PARA TENTATIVA DE ISOLAMENTO DE ARBOVIRUS.

NUN!ERO NUMERO DE NUMERO DE
LOCALIDADE INDIVIDUOS GRUPOS CAMUNDONGOS
COLETADOS FORMADOS INOCULADOS
SITIO NOVO OESTE 47 04 24
FAZENDA RIO BUTU 178 11 66
RESERVA
FLORESTAL FOZ DE 1285 67 402
IGUAGU
QUERENCIA DO
NORTE 373 21 126
TOTAL 1883 103 618

3) Estudos virolégicos e sorolégicos em sangue de eqiiinos
3.1) Estudos virolégicos

As 22 amostras de sangue colhidas nos cavalos foram inoculadas em
132 camundongos. Os animais n&o apresentaram nenhum sintoma suspeito
para encefalomielite. No entanto, foram realizadas passagens cegas em
camundongos e apds 21 dias de observagdo, ndo foram detectados sinais
clinicos compativeis com encefalomielites. Segundo estes resultados, néo

houve isolamento de virus.

3.2) Teste de Inibigdo da hemaglutinagéo:
A maioria das amostras apresentou anticorpos para pelo menos um

dos seguintes arbovirus: EEE, MUC, PIX, MAG, ILH e SLE (Tabela V).
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Doze (59,9%) dos 22 soros testados, apresentaram anticorpos para o
virus EEE, 4 (18,2%) para o virus MUC, 3 (13,6%) para o virus PIX, 11 (50%)

para o virus MAG, 10 (45,5%) para o virus SLE e, 2 (9,1%) para o virus ILH.

TABELA IV: RESULTADOS DO TESTE IH FRENTE AOS VIiRUS EEE, WEE, MUC, PIX,
ILH, TCM, SLE, CAR E CATU (NUMERO DE SOROS POSITIVOS/ SOROS TESTADOS).

MUNICIPIO EEE | WEE | MUC PIX | MAG [ ILH | SLE | TCM | CAR | CATU

QUERENCIA 8/14 | 0/14 | 414 0/14 | 8/14 | 0/14 | 6/14 ; 0/14 | 0/14 | 0/14

DO NORTE

COLORADO 4/8 0/8 0/8 3/8 3/8 2/8 4/8 0/8 0/8 0/8
TOTAL 12/22 | 0/22 | 4/22 3/22 | 11/22 | 2/22 | 10/22 | 0/22 | 0/22 | 0/22

3.3) Teste de neutralizagao:

Entre os virus EEE e PIX houve trés reagées cruzadas e, entre o virus
EEE e MUC houve quatro. Para esclarecer estes resultados foi efetuado o
teste de neutralizacdo para os doze soros que revelaram anticorpos |H para
o virus EEE, utilizando o esquema do anexo 2. Na Tabela VI séo
apresentados os valores de anticorpos |IH e N para o virus EEE. Os valores
de LIN obtidos foram maiores do que 1,8 permitindo afirmar que todas as 12
(54,5%) amostras testadas tinham anticorpos N para o virus EEE. Os soros
com maiores valores de LIN expressam titulos de anticorpos superiores

contra o virus.
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TABELA V: ANTICORPOS IH E N PARA O ViRUS EEE EM SOROS DE EQUINOS

COLHIDOS NOS MUNICiPIOS COLORADO E QUERENCIA DO NORTE.

SORO TITULO ANTICORPOS IH LIN
01 1:80 2,0
02 1:40 3.1
03 1:80 3.7
04 1:40 2,3
05 1:40 2,3
06 1:40 3.3
07 1:80 2,0
08 1:40 3,6
09 1:40 >29
10 1:40 >2,9
1 1:40 2,0
12 1:20 3,7
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho a isca humana e a armadilha Shannon permitiram coletar
maior numero de individuos e de espécies de mosquitos em relacao a
armadilha CDC- modificada. Segundo os trabalhos realizados por diferentes
autores em outras regides do Estado do Parana, estes métodos parecem ser
os mais eficientes na captura de culicideos. BARBOSA et al. (1993), N0 municipio
de Terra Boa, na regido Norte do Estado, realizaram coletas de culicideos com
armadilhas Shannon e de Falcdo e, obtiveram melhor rendimento com a
armadilha Shannon (2996 individuos) em relagdo a armadilha de Falcdo (1171
individuos). TEODORO et al. (1994), no municipio Queréncia do Norte,
encontraram diferengas estatisticamente significativas nas coletas efetuadas
com isca humana e armadilha de Falcdo, capturando maior nimero de
espécimes com o primeiro método. TEODORO et al. (1995) realizaram capturas de
culicideos com armadilha Shannon e isca humana no lago Itaupu, municipio
Guaira, regidao Noroeste do Estado. Do total de culicideos obtidos, 22.290

(95,5%) foram coletados com armadilha Shannon.

Algumas das espécies identificadas ja foram mencionadas por varios
autores no Estado do Parana. BARBOSA et al. (1993), no municipio de Terra Boa,
identificaram 30 espécies de culicideos, com apenas 6 delas, Chagasia
fajardoi, Aedes scapularis, Culex (Culex) quinquefasciatus Say, 1926, Culex
(Culex) coronator Dyar & Knab, 1906, Culex (Culex) mollis Dyar & Knab, 1906

e Coquillettidia venezuelensis, representando 61,1% dos 4722 espécimes
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coletados. CONSOLIM et al. (1993) fizeram um levantamento de espécies de
culicideos de interesse em medicina, no municipio Foz de Iguagu. Entre as
principais espécies, destacaram-se Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root,
1926, Aedes aegypti, Aedes fluviatilis, Aedes scapularis, Culesx
quinquefasciatus, Culex coronator, Culex declarator, Psorophora ferox,
Mansonia titillans, Coquillettidia venezuelensis e Haemagogous leucocelaenus.
TEODORO et al. (1994), numa area no municipio Queréncia do Norte,
profundamente alterada pela agdo do homem, constataram 32 espécies de
mosquitos, das quais 7, Aedes scapularis, Anopheles albitarsis, Aedeomyia
squamipennis, Psorophora varipes, Coquillettidia (Rhynchotaenia) Ilynchi
Shannon, 1931, Mansonia titillans e Coquillettidia  venezuelensis,
representaram 67,6% do conjunto de mosquitos coletados. TEODORO et al. (1995)
no municipio Guaira, identificaram 41 espécies de mosquitos, sendo as mais
abundantes Coquillettidia (Rhynchotaenia) shannoni Lane & Antunes, 1973,
Mansonia (Mansonia) humeralis (Dyar & Knab, 1919), Anopheles
(Nyssorhynchus) triannulatus (Neiva & Pinto, 1922), Anopheles albitarsis e
Aedes scapularis. LOPES & LOZOVEI (1995) realizaram coletas de larvas de
culicideos ao longo do leito do ribeiréo, regido Norte do Estado, encontrando
algumas das espécies citadas neste trabalho: Culex (Culex) bidens Dyar, 1922,
Culex mollis, Culex grupo coronator, Culex (Melanoconion) sp, Aedeomyia
squamipennis. Posteriormente, estes autores fizeram capturas de culicideos
adultos na mesma localidade, e encontraram diferengas nas abundancias das
espécies para cada época do ano. Anopheles foi o género predominante

contribuindo com 74,1% do total de espécimes coletados. As espécies deste
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género foram coletadas principalmente na época de primavera. Culex
(Melanoconion) sp, Culex (Culex) quinquefasciatus, Culex (Culex) coronator e
Coquillettidia venezuelensis, foram coletadas em abundancia entre os meses

de dezembro a margo, ou seja, na época de verao (LOPES & LOZOVEI, 1996).

Neste trabalho, as espécies Aedes scapularis, Culex grupo coronator e
Culex (Culex) bidens/mollis/nigrus, foram coletadas nos locais modificados pelo

homem, corroborando as observacdes feitas por BARBOSA et al. (1993),
CONSOLIM et al. (1993), TEODORO et al. (1994), TEODORO et al, (1995) e LOPES &

LOZOVEI (1996), sobre a possivel adaptacdo dessas espécies aos ambientes

antropogénicos, demonstrando acentuada antropofilia.

Na Reserva Florestal Foz de Iguagu, foram coletadas em maior
abundancia espécies de culicideos silvestres. Na fazenda Rio Butu foi obtido
um resultado similar, provavelmente porque o capao onde foram efetuadas as
capturas de mosquitos, apesar de ser frequentado por animais domésticos, era
também visitado por diferentes espécies de aves, abarcava uma area extensa,
estava afastado das areas domiciliares e possuia uma vegetacdo densa e

diversa.

Espécies citadas na bibliografia como vetores de virus causadores de
encefalomielites, bunyavirus e outros arbovirus de importancia médica e
veterindria, foram coletadas. Entre elas estdo: Culex (Culex) coronator, Culex

(Culex) declarator, Culex (Melanoconion) sp, Aedes aegypti, Aedes serratus,
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Aedes scapularis, Psorophora sp, Sabethes sp, Wyeomyia sp, Limatus

durhami, Mansonia titillans, Coquillettidia venezuelensis (CONSOLI & DE

OLIVEIRA, 1994; BERAN, 1994; FIELDS et al, 1996).

Culex (Culex) coronator e Culex (Culex) declarator sao frequentes em
ambientes peridomiciliares e estdo envolvidos na transmissdo do virus SLE e

outros arbovirus causadores de encefalomielites (HERVE et al., 1986; CONSOLI &

DE OLIVEIRA, 1994; OLIVEIRA, 1994).

Culex (Melanoconion) sp é reconhecido como vetor dos virus EEE e
VEE. Segundo FORATTINI, et al. (1989), diferentes espécies de Culex
(Melanoconion) sp sé&o coletadas em abundancia em areas peridomiciliares
(alteradas e com atividade agropecuaria), usando isca humana e aspiradores.
No entanto, nas areas estudadas a sua densidade no horario crepuscular e o
rendimento de coleta com esse método foram baixos (5 individuos).
Provavelmente, fatores de tipo ambiental, influenciaram na atividade de

hematofagia desta espécie.

Aedes aegypti foi coletada no sitio Novo Oeste, num local proximo das
areas domiciliares. Esta espécie & o unico vetor conhecido da febre amarela
urbana no Brasil, e o atual transmissor da dengue em diferentes regiées do

pais (CONSOLI & DE OLIVEIRA, 1994).

Aedes serratus, coletada no municipio Queréncia do Norte, é frequente

em matas secundarias, tem maior atividade no crepusculo e apresenta
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preferéncia por mamiferos grandes. Esta espécie tem um importante papel na

transmiss&o de arbovirus (HERVE et al., 1986).

Aedes scapularis € uma espécie que vem monstrando acentuada
antropofilia nos municipios de Foz de Iguagu, Sdo Miguel do Iguacu, Santa
Helena, Guaira, Queréncia do Norte, Santo Inacio, Centenario do Sul e
Porecatu (Estado do Parana) (TEODORO et al, 1995). Esta espécie, pela sua
domiciliacdo, tem sido colocada como possivel veiculador de agentes
infecciosos. CAUSEY et al. (1961) isolaram o virus MAG, cepa BeAR 7272, de um
pool de mosquitos que continha a espécie Aedes scapularis, entre outras.
Durante a epidemia acontecida em 1975-6 no sudeste de Sdo Paulo esta
espécie foi considerada como suspeita de transmitir o virus da encefalite
Rocio, mas n&o foi achado naturalmente infectada o mesmo (FORATTINI et al.
1978, CONSOLI & DE OLIVEIRA, 1994). Em condi¢bes experimentais, tem-se

mostrado vetor do virus da febre amarela, mas n&o foi ainda comprovado

(CONSOLIM et al., 1993).

As espécies do género Psorophora foram coletadas no municipio
Queréncia do Norte, nos locais alagados onde pastavam os animais que
adoeceram. A espécie Psorophora ferox, tem sido encontrada naturaimente
infectada com os virus VEE, SLE, ILH, MAY e ROC em diferentes localidades

da América do Sul (FORATTINI, 1965a; LOPES et al., 1981; HERVE et al., 1986).
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Sabethes chloropterus é uma espécie de grande importancia médica. E
considerada vetor potencial do virus da febre amarela silvestre e no Brasil, foi

encontrada naturalmente infectada pelos virus SLE e ILH (FORATTINI, 1965b).

As espécies dos géneros Wyeomyia e Limatus foram coletadas em
abundancia na Reserva Florestal Foz de Iguagu, ou seja, numa localidade
pouco alterada pelo homem. Alguns isolamentos de arbovirus ja foram obtidos

nessas espécies (HERVE et al., 1986; CONSOLI & DE OLIVEIRA, 1994).

Mansonia titillans é tido como vetor suspeito na veiculagdo do virus VEE
no Equador, Brasil e Trinidade. Na Venezuela tem sido encontrado

naturalmente infectado com este virus (CONSOLIM et al., 1993; CONSOLI & DE

OLIVEIRA, 1994, FIELDS et al., 1996).

Coquillettidia venezuelensis tem sido encontrado naturalmente infectado

por arbovirus (HERVE et al., 1986).

No presente trabalho, apesar de terem sido coletadas espécies de
culicideos de importancia médica e veterinaria, ndo foi possivel isolar virus.
Trés possiveis razdes sao atribuidas a este fato:

1- a quantidade de mosquitos coletada foi pequena. Grandes quantidades séo
recomendadas para garantir ou aumentar a probabilidade de isolar o virus,
considerando que nem todas as espécies, nem todos os individuos estarao

contaminados por virus (CEPANZO, 1982; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1992).
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LOPES & LOZOVEI (1996) demonstraram que as espécies dos géneros Culex
(Culex), Culex (Melanoconion), Psorophora, Mansonia, Coquillettidia e
Aedes, reconhecidas como vetores de arbovirus, sdo capturadas em maior
abundancia na época de verdo. No entanto, a baixa abundancia de
culicideos nas areas estudadas ndo corrobora os resultados obtidos no
trabalho acima mencionado;

2- o tempo de coleta foi curto e limitado a época de verdo do ano 1997, devido
a restricao de tempo para realizagdo do curso de mestrado. A maioria das
pesquisas virolégicas com culicideos é efetuada por um periodo mais
extenso, tendo em vista a existéncia de fatores fisicos, bioldgicos e outros,
que podem interferir no estudo. Segundo CONSOLI, 1994; FIELDS et al., 1996 e
TRAVASSOS DA ROSA et al., 1996, existem fatores de tipo biolégico/ecolégico
que podem influenciar o ciclo natural de transmiss&o do virus como, por
exemplo, estado imune e nutricional do hospedeiro, variagbes sazonais e
ciclo de atividade das populagées hospedeiras, interagcdo virus - célula
hospedeira, entre outros;

3- as areas de estudo foram selecionadas considerando os casos de equinos
suspeitos para encefalomielites. No entanto, devido a limitagdo de tempo
para efetuar o trabalho, ndo foi possivel realizar testes virologicos e
sorolégicos, em animais sentinelas, que permitissem definir melhor as areas

de interesse.

Apesar de nao ter obtido isolamento de virus a partir dos mosquitos

coletados, os testes sorolégicos efetuados com os soros dos equinos
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revelaram a presenca de anticorpos para arbovirus de interesse
epidemiologico. O teste de neutralizagdo, além de esclarecer as reacdes
cruzadas obtidas entre os virus EEE, PIX e MUC, revelou a presenca de
anticorpos N para o virus EEE nas 12 amostras testadas, podendo deduzir que
este virus ocorreu nos municipios de Queréncia do Norte e de Colorado. No
entanto, pela falta de uma segunda amostragem de soros e, por n&o obter
isolamento de virus a partir das amostras de sangue, néo foi possivel saber se

se tratava de uma infecgao recente ou passada.

O teste de IH revelou também a presenga de anticorpos para os virus
MAG, ILH e SLE. Pelas razdes colocadas acima, ndo foi possivel saber se a

infeccdo nos animais era recente ou passada.

Os virus ILH e SLE s&o Flavivirus transmitidos por mosquitos. O virus
ILH foi isolado pela primeira vez no Brasil, em pool de mosquitos das espécies
Aedes sp e Psorophora sp (KARABATSOS, 1985). No Brasil, ja foi isolado em
equinos sem produzir patogénese neles (KARABATSOS, 1985; IVERSSON et al,
1993). O virus SLE é transmitido no Brasil pelas espécies Culex (Culex)
declarator e Culex (Culex) coronator. As aves sdo os hospedeiros primarios,
mas o virus SLE pode afetar o homem e os equinos quando epizoético, sem

produzir consequéncias clinicas aparentes ou conhecidas (BERAN & STEELE,

1994; FIELDS et al, 1996).
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O virus MAG é um Bunyavirus que pertence ao serogrupo Bunyamwera.
Foi isolado pela primeira vez de um pool de mosquitos das espécies Aedes
scapularis, Aedes serratus, Aedes (Howardina) sexlineatus (Theobald, 1901),
Mansonia sp e Psorophora ferox, coletados no Brasil em 1957 (CAUSEY et al,
1961; KARABATSOS, 1985; CALISHER et al, 1987). A presenca de anticorpos IH foi
observada em humanos, cavalos e aves, mas os sintomas que produz em

equinos e humanos ndo sdo conhecidos (SABATTINI et al, 1965; KARABATSOS,

1985; IVERSSON et al, 1993).

No Brasil e outras regidées do Continente Americano foi demonstrado,
através de inquéritos sorolégicos e isolamentos de arbovirus, a importéancia
das aves silvestres na dispersdo dos virus causadores de encefalomielite e na
manuteng¢do do ciclo enzodtico destes. Em todas as pesquisas realizadas foi
revelada uma grande riqueza e diversidade de espécies de aves com

anticorpos para os virus EEE, WEE, VEE, ILH, ROC, SLE e TCM (BIGLER et al,

1976; MCLEAN et al, 1985, VASCONCELOS et al, 1991; DEGALLIER et al, 1992; IVERSSON

et al, 1993; IVERSSON, 1994; FERREIRA et al, 1994).

O Estado do Parana, entre outros Estados do Brasil e paises da
América Latina, esta dentro do roteiro migratério de aves silvestres, residentes
e migratdrias, que constituem reservatérios naturais de virus causadores de
encefalomielite. IVERSSON et al. (1993), numa regido do Pantanal Brasileiro,
acharam evidéncias de infecdo recente nos equinos pelo virus EEE e,
colocaram a hipotese de que esta regido podia ser um importante foco de

manutencao e de introdugao do virus, em regiées proximas.
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Neste trabalho n&o foi avaliada a presenca de anticorpos em animais
silvestres, mas pela capacidade migratéria de muitas espécies de aves, pela
presenca de anticorpos para o virus EEE nas aves, considerando que os virus
SLE, ILH e MAG n&o produzem consequéncias clinicas conhecidas e que os
equinos nos municipios Queréncia do Norte e de Colorado apresentaram
sintomas de encefalomielite, € possivel levantar a hipétese de que o virus EEE
foi provavelmente o agente causador da doenga nesses animais. No entanto, é
preciso fazer estudos virolégicos e soroldégicos mais prolongados com o
objetivo de confirmar a origem da morbidade dos equinos nas regides

estudadas no Estado do Parana.



48

6. CONCLUSOES

1- Nas localidades de estudo: sitio Novo Oeste, fazenda Rio Butu, Reserva
Florestal Foz de Iguacu e municipio Queréncia do Norte, foram coletadas
32 espécies de mosquitos, sendo as mais abundantes Culex (Culex) grupo
coronator, Culex (Culex) bidens/molliis/nigrus, Culex (Culex) declarator,
Aedes scapularis, Aedes serratus, Sabethes intermedius, Sabethes sp,
Wyeomyia sp, Trichoprosopon pallidoventer e Psorophora sp. Algumas
das espécies citadas sdo consideradas vetores de virus causadores de
encefalomielite, bunyavirus e outras arboviroses de importancia

epidemioldgica.

2- Apesar de terem sido coletados culicideos reconhecidos como vetores de
arbovirus de importancia epidemioldgica, nao foi possivel isolar virus. Trés
possiveis razdes séo atribuidas a este resultado:

a) pequenas quantidades de mosquitos foram coletadas;

b) o tempo de coleta foi limitado e;

c) ndo foram efetuados testes virolégicos e sorolégicos em animais

sentinelas, que permitissem definir melhor as areas de estudo, nas

regibes de interesse.

3- Nas amostras de sangue colhidas nos municipios Queréncia do Norte e de
Colorado ndo houve isolamento de virus. No entanto, apresentaram

anticorpos IH para pelo menos um dos seguintes arbovirus EEE, MUC,
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PIX, SLE, ILH e MAG. As reagbes cruzadas entre os virus EEE, MUC e
PIX foram esclarecidas pelo teste de neutralizagéo, revelando a presenca

de anticorpos N para o virus EEE.

4- Pela presencga de sintomas de encefalomielite e de anticorpos para o virus
EEE nos soros dos equinos, e pela existéncia de uma grande riqueza de
espécies de aves silvestres migratérias, com anticorpos para este virus,
no Estado do Parana, supbe-se que o virus EEE possa ser o agente

causador da doenc¢a nos equinos, nas regides estudadas.
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7. ANEXOS
ANEXO 1- REATIVOS E SOLUGOES.

1) Solugédo utilizada no macerado de mosquitos:

Albumina bovinaa 0,75% em PBS.......cooomi e, 1000,00 ml
PeniCiliNa..... ..o 5.000.000 u
EstreptomicCina...........coooeiiiii e 1,00 g

A penicilina foi dissolvida em 50 ml de &agua destilada e a
estreptomicina foi dissolvida em 10 ml de agua destilada. Dois mililitros de

cada uma foram adicionadas na solu¢ao de albumina.

2) Solugdes utilizadas no teste de inibicdo da hemaglutinagao (IH):

a) Albumina bovina a 0,75% em PBS:

Fosfato monobasico de potasio(KH2POs4)........cvvvviviiniiieiiiiiiiiii. 13,60 g

Fosfato dibasico de s6dio (NazHPOy).......coccovvveiiiiiiiiiiiiiiee, 2,009
Foram dissolvidos separadamente em 100 ml de A4gua

desmineralizada. 10 ml de cada uma dessas solugées foram adicionados a

980 mi de agua desmineralizada, contendo 7,0 g de NaCl. A seguir,

dissolveu-se 7,5 g de albumina de plasma bovino cristalizado (fragdo V)

nessa solugcéo tamponada. A solugéo de albumina foi filtrada.

b) Acido - citrato - dextrose (ACD):
Acido citrico (HsCeH507.H20). . v, 400 g
Citrato de sodio (N8305H507.2H20) .............................................. 11,26 g

DEXITOSE .....oiiiiiiiiiiiiiie et a e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeans 11,00 g
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H,O destilada e desmineralizada q.s.p............ccccoovviiiiiiiciineenn, 500,00 mli

Autoclavado a 10 libras por 10 minutos.

c) Dextrose - gelatina - veronal (DGV):

DEXIrOSE ....coiiiiiiiiiiie e 10,00 g

Salina veronal S5x concentrada..................cccooeeiiiiiiiiiee e 200,00 ml
Gelatina...........oooviiiiiiii 0,60 g
H.O destilada e desmineralizada q.s.p............cccoeeiiiiiiiiiiiiiiennn.n. 1000,00 ml

A gelatina foi dissolvida em 300 ml de agua quente. Esta solugdo foi
combinada com outros reagentes e depois autoclavada por 10 minutos a 10

libras de pressao.

d) Solugdes estoque A, B, C, D, E:
d.1) Solucéo A (1,5 M de Cloreto de sédio):
Cloreto de s8dio (NaCl) .........ccceiiiiiiiiiiie e 87,65 g

H.0 destilada e desmineralizada q.S.p .......cccoeeeeeeeeeeieeeiccnnnnen.. 1000,00 ml

d.2) Solugdo B (0,5 M de Acido bérico):

Acido bOrico (HsBOs) .......voveeeeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 30,92 g
H20 destilada e desmineralizada quente...............ccccccoovviinneennn. 700,00 mi
H.O destilada e desmineralizada q.s.p .......ccccoceeeeviieeeiiiieeeeennnn. 1000,00 mi

d.3) Solugao C (Hidréxido de sédio concentrado, 18N):

Hidroxido de s6dio (NaOH)...............oooiiiiie e, 500,00 g
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H,O destilada e desmineralizada qQ.s.p .....ccccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine. 500,00 mi

d.4) Solugao D (0,5 M de Fosfato dibasico de sédio):
Fosfato dibasico de sadio (Na;HPOQ,, anidro).................c............ 70,99 g

H,O destilada e desmineralizada Q.s.p ...............oooviiiiiiiiiiiceinnns 1000,00 mi
d.5) Solugao E (1,0 M de Fosfato monobasico de sédio):
Fosfato monobasico de sédio (NaH,PO4.H0)..........cenvnnnnnnne. 138,01 g

H,O destilada e desmineralizada q.S.p ......cccccoeeeveivvvieeieevinnnnnn. 1000,00 ml.

e) Solugdo tamponada de borato salina pH 9,0:

SOIUGAO A ..o e e e e 80,00 mi
SOIUGAO B ...t 100,00 mi
Solugdo C(diluida 1:18 em agua destilada)................................ 24,00 ml
H.0 destilada e desmineralizada Q.S.p .......cccooeveivvieiniiiiiiiiinnn. 1000,00 mi

f) Albumina bovina (Fragao V) 4% em pH 9,0:
Albumina bovina (Frag@o V)............ccccoviiiieiiiiiceceee e 400 g

Borato salina pH 9,0 G.S.P. oo 100,00 ml

g) Albumina bovina 0,4% em pH 9,0:
Albumina bovina 4% empH 9,0.........c.oooiiiiii 100,00 mi

Borato salina pH 9,0 ......ooooriiiiiieeee e 900,00 ml.
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h) Sucrose a 8,5%:
SACANDSE.......coiiuiiiiiiiiiie et 8,50 g
H,O destilada e desmineralizada q.S.p..........ccooocveevvmvvviveieenee 100,00 mi

i) Solugéo para pH 6,0:

SOIUGEO A .. 100,00 mi
SOIUGAO Do 32,00 mi
SOIUGAOE........ooiiieiieeeee e, 184,00 mi
H.O destilada e desmineralizada q.s.p............cccceeveieiiiiiieeieenan. 1000,00 ml

A solugao foi armazenada no refrigerador a 4 °C.

j) Solugéo para pH 7,0:

SOIUGEO A ... 100,00 mli
SOIUGEO D.....oeeiee e 240,00 ml
SOIUGAO E ... 80,00 ml
H20 destilada e desmineralizada q.S.p ...........cccooeeeeeeiiiiiiiiinnnnnn. 1000,00 mi

A solugao foi mantida a temperatura ambiente.

k) Preparacédo de hemacias de ganso:

O ganso doméstico (Anser cinereus) adulto, branco e macho é o
animal de escolha. Este foi sangrado na veia da asa com uma seringa que
continha 1,5 ml de ACD, sendo o volume final 8,5 ml. A seguir o sangue foi
centrifugado 15 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e os
glébulos foram lavados quatro vezes em DGV (um volume de globulos e trés

volumes de DGV). Apds as lavagens, as hemacias foram suspensas 1:5 em
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DGV.
Para uso na adsorsdo de aglutininas os glébulos foram lavados trés

vezes em NaCl 0,85%, e suspensos 1:6 nessa solugdo.

3) Temperaturas e pHs usados para cada antigeno, no teste de IH:

ANTIGENO TEMPERATURA (° C) pH
EEE 37 6,2
WEE 37 6,2
MUC 37 6,2

PIX 37 6,2
SLE 37 6,8
ILH 37 6,4
MAG 37 6,1
TCM 37 6,1
CAR *T.A 6,0
CATU TA 6,0

* T.A= temperatura ambiente.

4) Solugao usada no teste de Neutralizagao:

Albumina bovina a 0,75% em PBS: ver formula acima.
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ANEXO 2- ESQUEMA DE NEUTRALIZAGAO USADO PARA O ViRUS EEE.

DILUIGOES DO VIRUS
SORO | .1 -2 | -3 -4)| -5| -6 | -7 -81]-91]-10
1°AB* X X X X
AN X X X
7526**
4/11** X X X X
6/11 X X X
111 X X X
2°AB* X X X X

* Titulagao do virus EEE.

** Soro Homoélogo

*** Namero de soros testados/namero total de soros.

OBS: As diluicdes do virus testadas para cada soro foram estabelecidas de

acordo com o titulo de IH obtido.
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