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RESUMO

A febre aftosa é causada por um virus do género Aphtovirus, cujas proteinas nao
estruturais (PNE) estéo relacionadas diretamente a replicacéo viral e sdo comuns a todos
0s sorotipos e, portanto, sdo mais adequadas a pesquisa de anticorpos contra este virus.
Métodos de diagnostico capazes de diferenciar animais infectados de vacinados aliados
ao uso de vacinas purificadas quanto a PNE sdo imprescindiveis na estratégia para
comprovacao de auséncia de transmissdo viral. Através da Instrugdo Normativa n°
50/2008, o Brasil passou a realizar o controle oficial da pureza nas vacinas contra a
febre aftosa. O objetivo deste trabalho foi avaliar se as chances de encontrar bovinos
reativos aos testes sorologicos serdo maiores antes da implantacdo do controle oficial,
tanto nos resultados do controle oficial das vacinas, quanto nos inquéritos. Para isto,
foram utilizados modelos de regressdo logistica com efeitos aleatérios, interacdes e
controle de possiveis confundidores. Os resultados demonstraram que no realizado em
laboratdrio oficial em 1016 partidas de vacinas, observou-se que a chance de ocorréncia
de resultados reativos antes da implantacdo da norma utilizando o método de triagem
ELISA 3ABC NCPanaftosa foi 2,86 (1C95%,1,92-4,14) vezes a chance de ocorréncia
nos testes de vacina feitos ap6s a norma, utilizando-se 0 mesmo método de triagem. Ja a
chance de resultados reativos antes da norma, utilizando-se 0 método NCPanaftosa, foi
19,70 (IC 95%,8,55- 45,37) vezes a chance de ocorréncia apo6s a horma com o0 uso do
método PrioCHECK como triagem. Ja, a partir da comparacdo entre inquéritos
soroepidemiologicos, foi possivel observar que antes da implantacdo da IN50/2008 a
chance de ocorréncia de resultados reativos em bovinos que receberam uma dose de
vacina foi 2,22 (IC 95%, 1,22-4,06) vezes a chance da ocorréncia em bovinos ndo
vacinados. J4, a chance de ocorréncia de resultados reativos em bovinos que receberam
duas ou trés vacinas foi 5,94 (IC 95%, 3,25-10,87) vezes a de bovinos ndo vacinados.
Nas estimativas modeladas para os inquéritos soroepidemioldgicos realizados apos a
implantacdo da norma, independentemente do método de triagem utilizado, ndo houve
associacdo significativa entre diferentes doses de vacinas e a ocorréncia de animais
reativos. Os resultados obtidos sugerem que ha uma associac¢do do controle oficial com
a melhoria da producdo de vacinas no que diz respeito a purificacdo do antigeno, assim
como, indicam que a melhoria na pureza estd associada a diminuicdo na chance de
ocorréncia de bovinos reativos em inquéritos soroepidemioldgicos, ou seja, reducdo nos
falso-positivos a campo.

Palavras chave: febre aftosa, vacina, inquérito soroepidemioldgico, DIVA,
especificidade.



ABSTRACT

Foot and mouth disease (FMD) is a highly contagious disease caused by an Aphtovirus.
Non-structural proteins (NSP) of this virus are directly related to viral replication and
are common to all serotypes. Therefore, are more suitable for antibodies-based
serological diagnosis. Diagnostic methods capable of differentiating infected from
vaccinated animals (DIVA) are important surveillance tools; however, strategies should
be in step with the development of vaccines. Since January 2009, the Brazilian
government has been conducting an official control to evaluate NSP purity in vaccines
production through the Normative Instruction No. 50 from 2008. This paper evaluates
the situation of the vaccines produced in Brazil regarding NSP purification based on
the results of the official control carried out by MAPA, as well as the adequacy of the
surveillance system based on seroepidemiological surveys. Logistic regression with
random effects, interactions and control for potential confounders were the chosen
models. For the data obtained from the control of vaccines carried out in the official
laboratory, the model estimated that the chance of occurrence of seroreactive results
before the application of the official control using the 3ABC NCPanaftosa ELISA as
screening method was 2.86 (95% ClI, 1.92-4.14) times the chance of occurrence in the
vaccine tests made after the standard, using the same method. The chance of
seroreactive results before the official control, using the NCPanaftosa method as
screening, was 19.70 (95% ClI, 8.55 to 45.37) times the chance of occurrence after the
official control with the use of the PrioCHECK method. Comparing the
seroepidemiological surveys results, the model indicated that, before the official control
of vaccine purity, the chance of occurrence of reactive results in cattle receiving a
single dose of vaccine was 2.22 (95% Cl, 1.22 -4.06) times the chance of occurrence in
unvaccinated animals. Furthermore, the chance of occurrence of reactive results in
animals receiving two or three vaccines was 5.94 (95% CI, 3.25-10.87) times that of
unvaccinated animals. Despite that, there was no significant difference in the estimates
of the odds ratio between different doses of vaccines regardless of the screening method
used for the seroepidemiological surveys performed after the official control of vaccines
purity,. The present study suggests that there is an association of the implementation of
Normative Instruction No. 50 from 2008 with the improvement of the NSP purity of
vaccines, as well as indicates that this improvement is associated with a decrease in
chance of occurrence of reactive animals in seroepidemiological surveys, i.e., reduction
of false-positives in field monitoring.

Key words: Foot-and-mouth disease, FMD, vaccine, seroepidemiological surveys,
DIVA strategies, specificity.
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1. INTRODUCAO

A febre aftosa € uma doenca causada por um virus RNA fita simples, ndo
envelopado, do género Aphtovirus da Familia Picornaviridae. Diferentemente das
proteinas estruturais deste virus, as chamadas proteinas ndo estruturais (PNE), como a
3A, 3B, 2C, 3D e 3ABC, estdo relacionadas diretamente a replicacdo viral e sdo comuns
a todos os sorotipos do virus. Por este motivo, sdo as mais adequadas ao diagndstico
soroldgico para pesquisa de anticorpos contra o virus da febre aftosa (GRUBMAN;
BAXT, 2004; CLAVIO, et al., 2004; OIE, 2017a). A doenca tem um custo anual
estimado, em paises com areas endémicas, que varia entre 6,5 e 21 bilhdes de ddlares.
J4, os prejuizos econdmicos estimados pela ocorréncia de casos em areas livres podem
ultrapassar 1,5 bilhdes de délares por ano (KNIGHT-JONES; RUSHTON, 2013),
levando os paises a estabelecerem estratégias para prevencdo e comprovacao de
auséncia de transmissdo do virus (BRASIL, 2008a). Dentre as estratégias do Programa
Nacional de Erradicacdo da Febre Aftosa (PNEFA) estdo o fortalecimento das estruturas
dos servicos veterinarios oficiais, modernizacdo dos sistemas de informacdo
epidemioldgica, fortalecimento das estruturas de diagndstico laboratorial, controle de
movimentacdo de animais, monitoramento da condicdo sanitdria dos rebanhos
suscetiveis e controle da producdo, da comercializacdo e aplicacdo da vacina contra a
doenca (BRASIL, 2007a). Métodos de diagnosticos capazes de diferenciar animais
infectados de vacinados séo importantes ferramentas nos monitoramentos, entretanto, as
estratégias devem estar em compasso com o desenvolvimento das vacinas. Ressalta-se
gue nem todas as vacinas de virus inativados disponiveis apresentam pureza suficiente
que permita o uso de metodos diagnosticos capazes de diferenciar animais infectados de
animais vacinados, ou DIVA do inglés differentiating infected from vaccinated animals
(PARIDA, 2009; UTTENTHAL, et al., 2010).

Os objetivos gerais deste trabalho foram avaliar a situagdo das vacinas
produzidas no Brasil quanto a pureza para PNE, a partir dos resultados do controle
oficial realizado pelo MAPA, e adequacdo ao sistema de vigilancia de febre aftosa
baseado em inquéritos soroepidemioldgicos utilizando métodos de diagndstico capazes

de diferenciar animais infectados de animais vacinados.
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A partir da avaliagdo dos resultados dos testes de vacina realizados pelo
Laboratdrio Nacional Agropecuario no Rio Grande do Sul (LANAGRO-RS) antes e
apos a vigéncia da Instrucdo Normativa n° 50/2008, € possivel avaliar os efeitos deste
controle governamental na producdo dos produtos bioldgicos. Além disso, possibilita
expor um panorama das vacinas disponiveis no Brasil quanto a pureza relacionada as
PNE e, consequentemente, sua aplicabilidade na resposta a focos em areas livres com
ou sem vacinacdo (METWALLY, et al., 2016; OIE, 2017a; OIE, 2017b). Desta forma,
este trabalho tem como objetivo especifico comparar os dados de ocorréncia de animais
reativos antes e ap6s a implementacdo do controle oficial de pureza a partir dos
resultados dos testes de vacina entre os anos de 2008 e 2015.

Ja a avaliacdo dos resultados dos inquéritos antes e apds a implantacdo do
controle oficial de vacinas estabelecido pela IN 50/2008, demonstra se o sistema de
controle, baseado no uso de vacinas purificadas somado a métodos de diagndstico
capazes de diferenciar animais vacinados em relacdo aos infectados adotado no Brasil, é
adequado ao fim a que se propde (BARNETT et al., 2015; ROBINSON, et al., 2016;
KNIGHT-JONES et al., 2016; OIE, 2017a; OIE, 2017b). Neste ponto, o objetivo
especifico é comparar os dados de ocorréncia de animais reativos antes e apos a
implementacdo da IN 50/2008, a partir dos resultados dos inquéritos
soroepidemioldgicos realizados entre os anos de 2004 e 2014 no Brasil em zonas livres

de FA com vacinacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Virus da febre aftosa

A febre aftosa € uma doenca causada por um virus RNA fita simples, nédo
envelopado, do género Aphtovirus da Familia Picornaviridae. O virion é de capsideo
icosaédrico formado por cOpias das proteinas estruturais VP1 a VP4 que sdo especificas
para cada um dos sete sorotipos, denominados A, O, C, SAT1, SAT2, SAT3 e Asia 1.
Estas proteinas estruturais sao as responsaveis pela imunidade conferida pelas vacinas
aos animais. Por sua vez, as chamadas proteinas ndo estruturais, como a 3A, 3B, 2C, 3D
e 3ABC, estdo relacionadas diretamente a replicacdo viral e s& comuns a todos os
sorotipos do virus. Por este motivo, sdo as mais adequadas ao diagnostico soroldgico
para pesquisa de anticorpos contra o virus da febre aftosa (GRUBMAN; BAXT, 2004;
CLAVNO, et al., 2004; OIE, 2017a).

2.2 Impactos da febre aftosa e situacao no Brasil

Considerada a doenca mais contagiosa dentre as que acometem mamiferos, a
febre aftosa causa enormes prejuizos econdmicos as criagdes de animais biungulados
(OIE, 2017a). O custo anual estimado com as medidas de controle e perdas econdmicas
em paises onde a doenca é endémica varia entre 6,5 e 21 bilhGes de doblares. J& os
prejuizos econémicos estimados pela ocorréncia de casos em areas livres podem
ultrapassar 1,5 bilhdes de délares por ano (KNIGHT-JONES; RUSHTON, 2013).
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No Brasil, as estratégias de controle e erradicacdo foram marcadas por éxitos e
retrocessos ao longo dos anos. Mais notadamente, a retirada da vacinacdo no final dos
anos 90 dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul na busca pela classificacdo
com zonas livre sem vacinacao e a conseguinte identificacdo de foco no RS, trouxeram,
além de grandes prejuizos econdmicos e sociais, dificuldades nos processos de tomada
de decisdo para a erradicacdo da doenga. Outro evento de grande impacto negativo nos
ultimos anos foram os focos nos estados do Parana e Mato Grosso do Sul entre 2005 e
2006. J4, a classificagdo pela OIE de Santa Catarina como zona livre sem vacinacao, em
2007, e o0 avango do reconhecimento das zonas livres com vacinagdo para os estados do
norte e nordeste, destacam-se entre os éxitos das acdes do PNEFA. Neste mesmo ano, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a Portaria n°
116, da Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA), que aprova o Plano Estratégico para
0 decénio de 2017 a 2026 do Programa Nacional de Erradicagdo e Prevencédo da Febre
Aftosa (PNEFA) e que tem como a principal meta alterar a classificacdo do Brasil junto

a OIE para livre de aftosa sem vacinacdo a partir do ano de 2023 (BRASIL, 2017).

2.3 Inquéritos soroepidemiolégicos

Dentre as estratégias do PNEFA estdo o fortalecimento das estruturas dos
servicos veterindrios oficiais, modernizacdo dos sistemas de informacdo
epidemioldgica, fortalecimento das estruturas de diagndstico laboratorial, controle de
movimentacdo de animais, controle dos procedimentos de comercializacdo e aplicacdo
da vacina e monitoramento da condig&o sanitaria dos rebanhos susceptiveis (BRASIL,
2007a; BRASIL, 2017)

Da mesma forma, o pais que pretende ser reconhecido como livre de aftosa com
ou sem vacinagdo e manter este reconhecimento deve realizar inquéritos
soroepidemiologicos dos rebanhos periodicamente de forma a gerar evidéncias de que
ndo ha transmissdo viral em seu territorio. O mesmo se aplica aqueles paises que
buscam recuperar o reconhecimento de livre de aftosa ap6s a ocorréncia de um foco da
doencga (OIE, 2017b).

De forma geral, no Brasil os inquéritos ou monitoramentos conduzidos pelo
PNEFA em zonas livres com ou sem vacinagdo consistem em trés etapas basicas:

delineamento, execucao, analise e conclusao.



15

No delineamento, sdo definidos 0os municipios e as propriedades nos quais serdo
coletadas amostras de soro sanguineo utilizando-se critérios baseados no risco da
transmisséo da febre aftosa, como a sele¢do de municipios com maior movimentagéo de
animais. Adicionalmente, procura-se concentrar a coleta em animais que se encontram
na faixa etaria mais suscetivel ao virus, qual seja, de seis a doze meses de idade. A
partir do atendimento destas premissas, sdo geradas listas das propriedades e a
amostragem € estabelecida de forma a permitir identificar pelo menos uma propriedade
onde ha transmissdo viral, com 95% de confianca, caso a prevaléncia entre rebanhos
seja de 1%. J&, o numero de animais na faixa etaria de seis a doze meses a serem
amostrados dentro de uma propriedade é estabelecido de forma a identificar, com 95%
de confianca, pelo menos um animal infectado, dada uma prevaléncia esperada de 10%
de animais soropositivos dentro de um rebanho hipoteticamente infectado. Este
delineamento gera uma tabela que estabelece o nimero de animais de seis a doze meses
a serem coletados de acordo com o nimero total de animais nesta faixa etaria existentes
em cada propriedade amostrada (OIE, 2017b; BRASIL, 2005; BRASIL, 2007b;
BRASIL, 2011; BRASIL, 2016).

Na etapa de execucdo, as amostras de soro sanguineo coletadas sdo
encaminhadas aos laboratorios oficiais para analise. Estas amostras sdo avaliadas quanto
a presenca de anticorpos contra as PNE do virus da febre aftosa através de um sistema
de métodos de ensaio em sequéncia: i) um método de triagem tipo ELISA para pesquisa
de anticorpos contra a proteina 3ABC do virus da febre aftosa que pode ser o
NCPanaftosa ELISA, fabricado pelo Centro Panamericano de Febre Aftosa, ou o
PrioCHECK FMDV NS ELISA, produzido pela Prionics/Thermo Fisher Scientific; ii) o
método confirmatério o EITB - Enzyme-linked immunoelectrotransfer blot —
NCPanaftosa — Prova confirmatoria, também, fabricado pelo Centro Panamericano de
Febre Aftosa (SORENSEN, et al., 1998; BERGMANN et al., 2000; BRASIL, 2005;
BRASIL, 2007b; BRASIL, 2008b; BRASIL, 2011; BRASIL, 2016; OIE, 2017).

Os métodos para deteccdo de PNE disponiveis, todavia, necessitam de medidas
complementares para garantir a auséncia de infeccdo em animais (UTTENTHAL, et al.,
2010; OIE, 2017b) Assim, propriedades com pelo menos um animal com resultado
soropositivo no sistema 3ABC/EITB sdo classificadas como possivelmente infectadas e
uma investigacdo epidemioldgica complementar € iniciada. Esta investigacdo inclui a
realizacdo de colheitas de soro subsequentes, novos exames clinicos e colheitas de

amostras de liquido esofagico-faringeo (LEF) para pesquisa viral, de forma a descartar
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possiveis portadores assintomaticos da doenca nas propriedades classificadas como
possivelmente infectadas (KITCHING, 2002; BRASIL, 2005; BRASIL 2008b,
BRASIL, 2011; BRASIL, 2016).

2.4 Controle de focos em zonas livres com ou sem vacinacao

Além de ser utilizada na prevencéo, a vacinacdo pode ser empregada no controle
e erradicacdo de doencas em determinadas areas. Paises classificados como livre de
febre aftosa com ou sem vacinagdo, quando necessitam controlar um foco, recorrem a
vacinacdo emergencial dos animais suscetiveis nas areas que circundam os rebanhos
afetados, assim como a restricdo da movimentacdo de animais. Para a continuidade
destas acOes de controle, o Codigo de Animais terrestres da OIE prevé duas alternativas.
Na primeira delas, os paises optam por abater todos os animais vacinados na area que
circunda o foco, porém, esta acdo pode ser de dificil operacionalizacdo, além de levantar
guestionamentos éticos e sociais. Ao optar pela segunda alternativa, qual seja, manter
vivos 0s animais vacinados emergencialmente, os paises devem realizar o
monitoramento destes animais através de inquéritos soroepidemiologicos para a
deteccdo de anticorpos contra as proteinas ndo estruturais do virus da febre aftosa.
Portanto, apds a aplicacdo de vacinas em animais para o controle de focos é importante
detectar infeccdo ativa em animais vacinados a fim de evitar a disseminacdo do virus,
como também, para comprovar a auséncia de infec¢do na populacdo remanescente apos
o controle do foco (OIE, 2017b; BARNETT, et al., 2015; PATON, 2014;
UTTENTHAL, et al.,, 2010). Por este motivo, faz-se necessario o emprego de
estratégias que utilizam métodos soroldgicos capazes de detectar a infeccdo em animais
previamente vacinados (UTTENTHAL, et al., 2010; METWALLY, et al., 2016).

2.5 Pureza das vacinas

Métodos de diagnostico capazes de diferenciar animais infectados de vacinados
sdo importantes ferramentas nos monitoramentos, entretanto, as estratégias devem estar
em compasso com o desenvolvimento das vacinas. Atualmente, nem todas as vacinas de
virus inativados disponiveis apresentam pureza suficiente que permita o uso de métodos
diagnosticos DIVA (PARIDA, 2009; UTTENTHAL, et al., 2010).
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A utilizacdo de vacinas com deficiéncias quanto a purificacdo das PNE pode
gerar resultados falsos positivos nestes ensaios, dado que o animal ndo esta infectado
com o virus, prejudicando as analises e conclusfes dos estudos soroepidemioldgicos.
Isto ocorre, pois nestes casos a vacina nao eficientemente purificada pode conter
residuos de proteinas ndo estruturais provenientes dos cultivos celulares de virus e
induzir a producdo de anticorpos contra estas proteinas (DOEL, 2003; OIE, 2017a). Por
este motivo, fabricantes que afirmam que sua vacina é purificada em relacdo as PNE
devem demonstrar através de testes em animais que esta ndo induz a producdo de
anticorpos contra estas proteinas (METWALLY, et al., 2016).

A vacina contra a febre aftosa é, em geral, fabricada a partir de virus vivo
cultivado em linhagem de células BHK (Baby Hamster Kidney) posteriormente
inativado quimicamente, parcialmente purificado e formulado com um adjuvante
(PARIDA, 2009).

Alguns fabricantes utilizam a precipitacdo com polietilenogicol e a ultrafiltragéo
para a purificacdo adequada do antigeno vacinal. Em empresas fabricantes mais
avancadas, o concentrado bruto de antigenos inativados é submetido a cromatografia
para obtencdo de antigenos altamente purificados, que sdo posteriormente armazenados
em nitrogénio liquido até a formulacdo da vacina (DOEL, 2003).

2.6 Controle oficial de vacinas

As vacinas fabricadas e comercializadas no Brasil sdo todas produzidas a partir
de cepas do virus da aftosa fornecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). As vacinas sdo registradas e todas as etapas de producéo,
comercializagdo, distribuicdo, transporte e utilizacdo sdo controladas por este ministério
(BRASIL, 2007a).

De acordo com o que determina a Instru¢cdo Normativa n° 50/2008, a vacina
deve ter todas as suas partidas testadas em laboratorio oficial e aprovadas pelo MAPA
antes de serem comercializadas. Alternativamente, podem ser aceitos 0s testes
realizados pelo controle de qualidade das empresas. Dentre os testes aos quais Sao
submetidas as vacinas estdo (BRASIL, 2008a):

a) Pesquisa de virus residual ativo no produto acabado.
b) Avaliagdo da tolerdncia dos bovinos quanto a vacinacgdo, através do qual se

observa reacGes indesejaveis que possam ser atribuidas as vacinas.
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c) Estabilidade térmica para avaliar a qualidade da emulséo.

d) Teste de esterilidade.

e) Avaliacdo da poténcia utilizando ELISA CFL, que avaliar a expectativa de
protecao da vacina.

f) Teste da purificacdo da vacina quanto as Proteinas Néo Estruturais (PNE) do

virus.

Até a entrada em vigor da IN 50/2008, cujos efeitos deram-se a partir de janeiro
de 2009, ndo havia o controle oficial de pureza das vacinas utilizadas no Brasil quanto
as PNE, ja que ndo era exigido pela Portaria MAPA n° 713, de 1° de novembro de 1995,
norma que regulamentava nacionalmente a producdo de vacinas anteriormente
(BRASIL, 1995). Este controle consiste na vacinacdo seriada de bovinos sensiveis e
posterior avaliacdo quanto a capacidade da vacina de induzir a producdo de anticorpos
contra as PNE do virus da febre aftosa. Todos os procedimentos desde a sele¢do dos
bovinos sensiveis até o teste das vacinas sdo realizados nos Laboratorios Nacionais
Agropecuérios (LANAGRO).

Para o controle de vacinas, sdo selecionados bovinos machos, que ndo tenham
sido vacinados contra a febre aftosa, com idade entre 18 a 24 meses de idade,
provenientes de fazendas controladas pelo MAPA. Estes bovinos sdo previamente
testados através de método ELISA para pesquisa de anticorpos contra a proteina ndo
estrutural 3ABC do virus. Aqueles que apresentam resultado inconclusivo ou positivo
(reativo) em ELISA 3ABC ndo entram no teste de vacina, os demais séo considerados
bovinos sensiveis e aptos (BRASIL, 2008a).

Para cada partida de vacina, dezoito bovinos sensiveis sdo submetidos ao teste
oficial que ao “zero dia”, como ¢ chamado o dia em que o experimento inicia, tem seu
soro colhido e recebem a primeira dose da vacina que esta sendo testada. No 28° dia
apos a primeira vacinacao (28 DPV), os bovinos tém novamente seu soro colhido e séo
revacinados. Finalmente, passados 28 dias desta revacinacdo (28 DPR) os bovinos tém
sua Ultima aliquota de soro colhida (BRASIL, 2008a; METWALLY, et al., 2016; OIE,
2017a).

O esquema de vacinac0es e colheita de soro esta representado na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema de vacinacdes e colheita de soro dos testes de vacinas (BRASIL,
2008a).

Soro Soro

Soro
> ZERO DIA > 28 DPV N\ 500

12 vacinagdo 22 vacinagio

Os soros colhidos sdo submetidos ao mesmo sistema de métodos soroldgicos
utilizado nos inquéritos soroepidemioldgicos de rebanhos de areas com vacinacao
(BRASIL, 2007a). Este sistema tem como triagem o ELISA 3ABC (NCPanaftosa
ELISA ou Prionics — PrioCHECK FMDV NS ELISA) e como método confirmatério o
EITB (Enzyme-linked immunoelectrotransfer blot — Panaftosa — Prova confirmatoria).
Os bovinos cujos soros coletados no “zero dia” sdo reativos ou indeterminados no
sistema ELISA 3ABC/EITB séao excluidos do teste de vacinas.

Ao final do teste, as partidas de vacina que induzem reacdo imunolégica nos
bovinos contra as proteinas ndo estruturais, ou seja, apresentam resultado reativo no
sistema ELISA 3ABC/EITB para um ou mais bovinos na coleta DPR ou DPV sdo
consideradas reprovadas (BRASIL, 2008a; METWALLY, et al., 2016; OIE, 2017a).

Em 21 de janeiro de 2018, foi publicada pelo MAPA a Instrucdo Normativa n°
11, que substitui a IN 50/2008. Dentre as principais mudancas estdo a reducdo do
volume da dose da vacina que passa a ser de dois mililitros e a alteracdo do periodo
entre a vacinacdo e a coleta do soro que aumenta de 28 para 56 dias, na avaliacdo da
poténcia da vacina. Para o controle de pureza da vacina em relacdo as PNE ndo houve

alteracdes em relacdo a IN 50/2008.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos dados

Os dados foram obtidos junto ao Departamento de Saide Animal e Departamento de
Fiscalizacdo de Insumos Pecuérios, ambos da Secretaria de Defesa Agropecuéria do
MAPA.

Para a realizacdo das analises estatisticas do estudo foram utilizados os softwares
SAS Studio (versdo 3.7 — SAS release 9.04) e Microsoft Office 365 (versdo 1711). Os

Caodigos do SAS e resultados detalhados dos modelos estdo no Apéndice A.

3.2 Dados dos testes de controle de vacinas

A primeira hipdtese testada foi a de que a aplicacio da IN 50/2008,
particularmente a introducdo do controle de pureza para PNE das vacinas de Febre
Aftosa, pode estar associada a uma diminuic¢do da capacidade das vacinas de induzir a
producédo de anticorpos contra as proteinas ndo estruturais do virus da febre aftosa nos
bovinos, resultando em chances menores de encontrar animais reagentes aos testes apos
a implantacdo da IN. O banco de dados utilizado foi elaborado entre 2008 e 2015 pela
equipe do Laboratério de Diagndstico de Doenca dos Animais do LANAGRO-RS com
as informag0es obtidas de testes referentes a 1016 partidas de vacina, totalizando 17.939
animais. As informacdes nele contidas foram validadas frente aos relatorios de ensaios
emitidos oficialmente pelo laboratério. Foram utilizados somente os dados referentes a
partidas de vacinas destinadas ao mercado nacional e, portanto, foram a excluidos os

testes realizados com partidas pilotos ou vacinas para exportagéo.

3.3 Andlise estatistica do controle de vacinas

Foi utilizado o modelo de regresséo logistica a partir dos resultados dos testes do
controle de vacina realizados no LANAGRO-RS para avaliar o efeito da IN sobre os
resultados reativos no sistema 3ABC/EITB, utilizando os dados dos experimentos
realizados antes e depois da entrada efetiva em vigor da referida Instrugdo Normativa,

que ocorreu em janeiro de 20009.
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Tendo em vista que o método de triagem PrioCHECK passou a ser utilizado
somente no ano de 2012 e, portanto, depois da implantacdo da norma, fez-se necessario,
a fim de incluir no modelo os efeitos do método de triagem utilizado no sistema de
diagnostico ELISA 3ABC/EITB, agregar os preditores em 3 grupos diferentes. O
primeiro grupo refere-se aos testes de vacina realizados antes da implantacdo da norma
utilizando-se o método de triagem NCPanaftosa. O segundo, referente aos testes
realizados depois da implantacdo a norma com o uso também do método NCPanaftosa.
O ultimo grupo refere-se aos testes realizados depois da implantacdo da norma, porém
com a utilizacdo do método de triagem PrioCHECK. Além disso, o modelo incluiu,
para fins de ajuste de possivel confundidor, o efeito aleatdrio da marca comercial da
vacina, considerando a esperada correlacdo entre observacfes de uma mesma marca de
vacina. O nivel de significancia para manutencdo das variaveis no modelo foi de 5%. A
probabilidade modelada foi a de ocorréncia de bovinos reativos no sistema de
diagnéstico ELISA 3ABC/EITB em relacéo ao total de bovinos testados para o controle

de vacinas. O modelo utilizado pode ser representado pela seguinte equacéo:

w(x) \
In (1——7'[(36)) = Bo + B1x1 + by

Onde:

Bo = intercepto;

Bi ... f= coeficiente para variavel independente;

X1i,.. X = valor da variavel independente;

bi= variancia do efeito aleatorio;

1 = Grupo antes ou depois da IN50 agregado ao método de triagem utilizado no
sistema de diagndstico;

2 = variavel de ajuste “marca comercial da vacina”,

Ja, o célculo da especificidade do sistema de métodos diagnosticos foi feito
através da estimativa pontual da proporcéo de bovinos negativos no teste em relacéo ao
namero de bovinos verdadeiramente negativos e o intervalo de confianca estimado

através do metodo exato binomial (Clopper-Pearson) a um nivel de confianca de 95%.
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3.4 Dados dos inquéritos soroepidemioldgicos

A segunda hipdtese testada foi a que postula que a aplicacdo da IN 50/2008 no
controle de pureza das vacinas estd associada a reducdo dos resultados falso-positivos
nos inquéritos soroepidemioldgicos, ou seja, bovinos reativos no sistema de diagnostico
para PNE, porém ndo infectados com o virus da febre aftosa. Para isto foram avaliados
os resultados obtidos nos inquéritos soroepidemioldgicos antes e a ap6s a implantagédo
do controle oficial de pureza das vacinas, realizados entre 0 ano de 2004 e 2014. Para
fins de inclusdo no presente estudo, os dados foram validados frente aos relatorios
oficiais emitidos pelo DSA para cada inquérito. Incluiu-se somente resultados de
unidades da federacdo pertencentes a zonas classificadas como livre de febre aftosa com
vacinacdo desde o primeiro inquérito incluido neste estudo iniciado em 2004,
totalizando, desta forma, 13 estados.

3.5 Analise estatistica dos inquéritos soroepidemioldgicos

Para este fim, utilizou-se também o modelo de regressao logistica ajustado, neste
caso, pelos potenciais confundidores: idade dos bovinos e unidade da federacdo na
qual foram coletadas as amostras.

Assim como no modelo utilizado para avaliar o controle de vacinas descrito no
item 3.3, para inclusdo dos efeitos relativos ao método de triagem utilizado no sistema
de diagnostico ELISA 3ABC/EITB, dado que o método de triagem PrioCHECK néo foi
utilizado em nenhum dos inquéritos soroepidemioldgicos realizados antes da
implantacdo da IN 50/2008, fez-se necessario agregar os preditores em 3 grupos
diferentes, quais sejam, antes da IN com o método de triagem NCPanaftosa, depois da
IN com 0 método NCPanaftosa e depois da IN com o méetodo PrioCHECK.

Adicionalmente, neste modelo, também foi testada a interag&o entre os referidos
grupos e a quantidade de doses de vacina recebidas pelos animais, categorizadas em:
animal ndo vacinado; uma dose de vacina recebida e; duas ou trés doses de vacina
recebidas.

A variavel continua utilizada no ajuste do modelo idade foi testada quanto a
linearidade em relacdo ao logito (log odds), através do teste proposto por Collet (1994).

O nivel de significancia para manutencdo das variaveis independentes, assim como, da
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interacdo no modelo foi de 5%. A probabilidade modelada foi a de ocorréncia de
bovinos reativos no sistema de diagndstico ELISA 3ABC/EITB. O modelo pode ser

representado pela seguinte equacéo:

In <1i(—;ch)> = Bo + B1x1 + Baxy + Bax1x; + Baxs + Psxs

Bo = intercepto;

Bi ... f= coeficientes para cada variavel independente ou interacao;

X1i,.. Xk = valor da variavel independente;

1 = Grupo antes ou depois da IN50 agregado ao método de triagem utilizado no
sistema de diagndstico;

2 = numero de doses de vacinas;

3= interacdo 1*2;

4 = variavel de ajuste “idade dos animais”;

5 = variavel de ajuste “UF dos animais”.
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4. RESULTADOS

4.1 Controle de Vacinas

A Tabela 1 apresenta os dados do controle oficial de vacinas do ano de 2008, ou
seja, antes da vigéncia da IN 50/2008 e do periodo entre 2009 e 2015, isto €, depois da
IN 50/2008.

Tabela 1 - Dados dos testes de controle de pureza de vacinas realizados pelo MAPA
entre os anos 2008 e 2015 agrupados em relacdo a situacdo frente a implantacdo da IN
50/2008 e ao método utilizado.

Antes da IN 50/2008 Depois da IN 50/2008
Método de triagem NCPanaftosa NCPanaftosa PrioCHECK
Total de bovinos 2.150 9.119 6.670
Bovinos reativos (%) 126 (5,9) 72 (0,8) 7(0,1)
Partidas testadas 120 523 373
Partidas ndo conformes 34 37 7
Bovinos Zero dia 2.159 9.367 6.685
Reativos em Zero dia 6 46 3

Pode-se observar uma propor¢do maior de bovinos reativos antes da implantacao
do controle oficial de pureza em relacdo ao periodo ap6s a implantagdo da norma. Este
resultado reflete-se na quantidade de partidas de vacina ndo conformes em relacdo ao
total de partidas testadas.

Quando utilizado o método de triagem NCPanaftosa no sistema de diagndstico,
observa-se um relativo aumento no nimero de bovinos reativos em zero dia quando
comparado ao uso do método PrioCHECK como sistema de triagem, isto é, bovinos
(ndo vacinados, provenientes de propriedades constantemente monitoradas pelo Servico
Veterinario Oficial e que foram previamente testados) apresentam resultado reativo no
sistema 3ABC/EITB mesmo antes de receber a primeira dose de vacina. Estes dados
mostram uma especificidade de 99,55% (IC 95%, 99,41-99,66) para o sistema de
diagnostico utilizando o método ELISA 3ABC NCPanaftosa como triagem, estimada
através do método exato binomial (Clopper-Pearson) a um nivel de confianca de 95%.
Ja o sistema utilizando o método ELISA PrioCHECK como triagem apresentou
especificidade de 99,96% (1C 95%, 99,87-99,99).

Por sua vez, a Tabela 2 apresenta os resultados obtidos a partir do modelo de

regressdo logistica para estimar a associagdo de multiplos efeitos em relacdo a
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ocorréncia de resultados reativos no sistema ELISA 3ABC/EITB em soros de bovinos

coletados durante os testes de vacina.

Tabela 2 - Resultados da regressao logistica com efeito aleatorio utilizando os dados do
controle de vacinas contra a febre aftosa pelo MAPA de 2008 a 2015.

Modelo n RC*(IC95%)  p(wald)  AUC®

Univariavel <0,0001 0,7503
depois da IN 50 15.789 1
antes da IN 50 2.150 12,38 (9,31-16,46)

Ajustado® <0,0001 0,8725
depois IN50/ teste NCPanaftosa  9.119 1

antes IN50/teste NCPanaftosa 2 150 2,86 (1,92-4,14)

depois IN 50/teste PrioCHECK  6.670 1
antes IN 50/teste NCPanaftosa 2150 19,70 (8,55-45,37)

depois IN 50/teste PrioCHECK  g.670 1
depois IN 50/teste NCPanaftosa 9119 6,89 (3,11-15,29)

2 Razdo de chances; ° Area sob a curva ROC; ¢ Modelo ajustado pela marca comercial da
vacina como efeito aleatério.

O primeiro modelo descrito na Tabela 2 compara somente os resultados obtidos
antes e depois da implantacdo do controle oficial de vacinas. A partir deste modelo
observou-se que a chance de ocorréncia de resultados reativos em amostras dos testes de
vacinas realizados antes da implantacdo da IN 50/2008 foi de 12,38 (IC 95%, 9,31-
16,46) vezes a chance de ocorréncia nos testes apds a implantacao da norma.

Em seguida, a fim de ajustar do modelo de regressdo, foram estimadas as
medidas de associagdo apds a inclusdo dos efeitos relativos a marca comercial da vacina
e do método de diagndstico utilizado como triagem, tendo em vista que o método
confirmatorio utilizado foi o mesmo em todos os casos. Observa-se a partir das
estimativas do modelo que a chance de ocorréncia de resultados reativos antes da
implantacdo da norma utilizando o método de triagem ELISA 3ABC NCPanaftosa foi
2,86 (1C95%, 1,92-4,14) vezes a chance de ocorréncia nos testes de vacina feitos apos a
norma, utilizando-se 0 mesmo meétodo de triagem. J& a chance de resultados reativos
antes da norma utilizando-se o0 método NCPanaftosa foi 19,70 (IC 95%, 8,55- 45,37)
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vezes a chance de ocorréncia ap6s a norma com o0 uso do método PrioCHECK como
triagem.

Por sua vez, quando comparados os resultados ap0s a vigéncia da norma, a razao
de chances entre o uso do metodo NCPanaftosa e método PrioCHECK foi de 6,89 (IC
95%, 3,11-15,29).

4.2 Inquéritos soroepidemiol6gicos

A tabela 3 apresenta as estatisticas descritivas dos inquéritos realizados antes e
apos a IN 50/2008.

Tabela 3 - Estatistica descritiva dos inquéritos soroepidemioldgicos realizados pelo
MAPA entre os anos 2004 a 2014 agrupados em relacdo a situacdo frente a implantacao
da IN 50/2008.

Antes da IN 50 Depois da IN 50

NO total de bovinos 69.223 83.691

N° de bovinos reativos (%) 1.756 (2,5) 344 (0,4)
N&o vacinados (%) 2.401 (3,5) 9.323 (11,1)
Uma dose (%) 35.316 (51,0) 42.111 (50,3)
Duas ou trés doses (%) 31.506 (45,5) 32.257 (38,5)
Média idade (meses) 9,2 9,8

Desvio padrao idade 2,2 1,8

Mediana idade (meses) 10 10

Idade minima (meses) 0 0

Idade méaxima (meses) 24 21

UF 13 13

Nela pode-se observar uma proporcdo de bovinos reativos em primeira coleta
maior nas amostras dos inquéritos realizados antes da vigéncia da norma (2,5%) em
relacdo aos realizados ap06s a implantacdo da mesma (0,4%).

Tambeém, observa-se que a maioria das amostras coletadas, tanto nos inquéritos
realizados antes quanto depois da IN 50/2008, foram provenientes de bovinos que
receberam apenas uma dose de vacina. Porém, ha uma propor¢do maior de bovinos que
receberam duas ou trés vacinas nos inquéritos conduzidos antes do controle oficial de

pureza, quando comparado aos inquéritos realizados depois do controle de pureza de
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vacinas. Quanto a idade dos bovinos pode-se notar uma aproximacgado entre as medias e

medianas tanto antes quanto apos a implantagdo da norma.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para as medidas de associagédo

estimadas por regressao logistica entre diferentes efeitos e a ocorréncia de resultados

reativos para a presenca de anticorpos contra as PNE do virus da febre aftosa, em

amostras de soros de bovinos coletadas a campo durante o0s

soroepidemioldgicos.

inquéritos

Tabela 4 - Resultados da regressdo logistica utilizando os dados dos inquéritos
soroepidemioldgicos realizados pelo MAPA de 2004 a 2014 — Modelo univariavel e

modelo com interacdo e ajustado.

Modelo n RC*(IC95%)  p(wald) AUC’
Univariavel <0,0001 0,6944
depois da IN 50 83.691 1
antes da IN 50 69.223 6,31 (5,62-7,08)
Com interagao e ajustado® <0,0001% 0,7857
Antes IN 50/teste NCPanaftosa
Né&o vacinado 2.401 1
Uma dose 35.316 2,22 (1,22-4,06)
Duas ou trés doses 31.506 5,94 (3,25-10,87)
Depois IN 50/teste NCPanaftosa
Né&o vacinado 3.726 1
Uma dose 21583 0,69 (0,42-1,14)
Duas ou trés doses 13.131 0,96 (0,57-1,63)
Depois IN 50/teste PrioCHECK
Né&o vacinado 5.597 1
Uma dose 20.528 0,76 (0,50-1,16)
Duas ou trés doses 19.126 0,81 (0,53-1,24)

® Razdo de chances; ° Area sob a curva ROC; ¢ Modelo ajustado pela UF e idade dos
bovinos. ¢ significancia para interacdo entre o nimero de doses de vacinas recebidas
pelo animal versus grupo implantacdo da norma/método de triagem.

A primeira linha da Tabela 4 refere-se ao modelo que inclui somente o efeito

“implantacdo da IN 50/2008” em relacdo ao desfecho. Neste modelo, observa-se que a

chance de ocorréncia de bovinos reativos nos monitoramentos soro epidemiologicos
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antes da implantacéo da IN 50/2008 foi de 6,31 (IC 95%, 5,62-7,08) vezes a chance da
ocorréncia apds a implantacéo.

O modelo com interacdo e ajustado exposto na Tabela 4 inclui como variaveis de
ajuste a idade dos bovinos e a Unidade da Federacdo onde foram coletadas as amostras.
O teste proposto por Collett (1994), indicou ndo haver linearidade entre a idade e o
logito (log-odds) da variavel dependente. Por este motivo, optou-se por classificar a
idade em 7 categorias: “até 6” meses; “7”, “8”, “9”, “10” ¢ “11” meses; e “12 ou mais”
meses.

Além disso, este modelo estima as razdes de chances na presenca da interacdo
entre 0 numero de doses de vacina aplicadas nos bovinos e 0s grupos que agregam a
implantacdo da norma e o método de triagem utilizado. Desta forma pode-se avaliar se a
aplicacdo do controle de vacinas estabelecido pela IN 50/2008, agrupado com o0 método
de triagem utilizado, modificou o efeito da aplicacdo de doses sucessivas de vacina na
ocorréncia de bovinos reativos a campo.

A partir deste modelo, é possivel inferir que, antes da implantacdo da IN
50/2008, a chance de ocorréncia de resultados reativos em bovinos que receberam uma
dose de vacina foi 2,22 (IC 95%, 1,22-4,06) vezes a chance da ocorréncia em bovinos
ndo vacinados. J4, a chance de ocorréncia de resultados reativos em bovinos que
receberam duas ou trés vacinas foi 5,94 (IC 95%, 3,25-10,87) vezes a de bovinos nao
vacinados. Nos resultados obtidos para os inquéritos soroepidemiol6gicos realizados
apos a implantacdo da norma, independentemente do kit de triagem utilizado, ndo houve
diferenga significativa para as estimativas da razdo de chances entre diferentes doses de
vacinas, visto que os intervalos de confianca obtidos incluem o valor 1,00.

A Figura 2 ilustra as diferentes probabilidades preditas pelo modelo ajustado,
utilizando a estimativa por maxima verossimilhancga, para cada grupo definido pela
combinagdo implantacdo da norma/método de triagem utilizado em relagdo ao nimero

de doses de vacina aplicadas no animal.
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Figura 2 - Grafico da média da probabilidade predita para a ocorréncia de bovinos
reativos conforme o aumento no nimero de doses de vacina aplicadas (“0”, “1” e “2 ou
3”). A linha de cor azul ilustra as probabilidades antes da implantacdo da IN 50/2008
utilizando o meétodo de triagem NCPanaftosa, a linha vermelha representa as
probabilidades depois da implantacdo da norma utilizando o método NCPanatosa e a
linha verde, depois da implantacéo utilizando o método de triagem PrioCHECK.

Modelo com Interagao
0.04

0.03

0.0z
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A partir deste grafico, pode-se observar que no grupo dos bovinos cujas coletas
de amostras deram-se antes da implantacdo da IN 50/2008 a probabilidade aumenta
conforme a quantidade de doses de vacinas aplicadas nos bovinos. Ja os grupos de
bovinos, cujas coletas se deram ap6s a norma, apresentam probabilidades semelhantes e
que permanecem praticamente inalteradas mesmo com a aplica¢do de uma ou trés doses
de vacina.

Sob outra perspectiva, avaliando-se os resultados deste mesmo modelo de
regressdo, porém neste momento, avaliando a associacdo do grupo definido pela
combinagdo controle oficial/método de triagem dentro da populagdo de animais
segregada pelo numero de doses de vacina recebida, observa-se os resultados expostos

na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados da regressdo logistica utilizando os dados dos inqueéritos
soroepidemiologicos realizados pelo MAPA de 2004 a 2014 — Modelo com interagdo e
ajustado demonstrando a razdo de chances para os diferentes grupos IN50/método de
triagem dentre a populacéo de animais separada pelo numero de doses recebidas.

Modelo n RC*(IC95%) p(wald) AUC®
Com interacdo e ajustado® <0,0001¢ 0,7857
Bovinos néo vacinados

depois IN50/ teste NCPanaftosa 3.726 1

antes IN50/teste NCPanaftosa 2401  1,21(0,572-2,57)

depois IN 50/teste PrioCHECK 5.597 1

antes IN 50/teste NCPanaftosa 2401  1,17(0,56-2,24)

depois IN 50/teste PrioCHECK 5597 1

depois IN 50/teste NCPanaftosa 3.726  0,92(0,52-1,64)

Bovinos com uma dose

depois IN50/ teste NCPanaftosa 21.583 1
antes IN50/teste NCPanaftosa 35.316  3,90(3,07-4,96)
depois IN 50/teste PrioCHECK 20.528 1

antes IN 50/teste NCPanaftosa 35.316  3,27(2,57-4,16)

depois IN 50/teste PrioCHECK 20.528 1
depois IN 50/teste NCPanaftosa ~ 21.583  0,84(0,62-1,14)

Bovinos com duas ou trés doses

depois IN50/ teste NCPanaftosa 13.131 1
antes IN50/teste NCPanaftosa 31.506  7,48(5,67-9,85)
depois IN 50/teste PrioCHECK 19.126 1

antes IN 50/teste NCPanaftosa 31.506  8,18(6,48-10,33)

depois IN 50/teste PrioCHECK 19.126 1
depois IN 50/teste NCPanaftosa ~ 13.131  1,09(0,77-1,55)
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Desta forma, observa-se que, dentre o0s bovinos ndo vacinados, ndo ha
associacdo da vigéncia do controle oficial de pureza com a ocorréncia de animais
reativos, independentemente do método de triagem utilizado dado que os intervalos de
confianca de todas as razdes de chance estimada para este grupo incluem o valor 1.

J& no grupo de bovinos que receberam uma dose de vacina, a chance de
ocorréncia de um animal reativo antes da norma utilizando o método de triagem
NCPanaftosa foi 3,90 (IC 95%, 3,07-4,96) vezes a chance de ocorréncia depois da
norma utilizando o mesmo método de triagem e de 3,27 (IC 95%, 2,57-4,16) vezes a
chance de ocorréncia de animais reativos quando utilizado o método PrioCHECK.
Neste mesmo grupo de animais, considerando somente os resultados obtidos apds a
implanta¢do da norma, ndo houve diferenca significativa na razdo de chance estimada
para uso dos diferentes métodos de triagem (0,84 com IC 95% de 0,62-1,14).

Por fim, no grupo de bovinos que receberam duas ou trés doses de vacina, a
chance de ocorréncia de um animal reativo antes da norma utilizando o método de
triagem NCPanaftosa foi 7,48 (IC 95%, 5,67-9,85) vezes a chance de ocorréncia depois
da norma utilizando 0 mesmo método de triagem e de 8,18 (IC 95%, 6,48-10,33) vezes
a chance de ocorréncia de animais reativos quando utilizado o método PrioCHECK. Da
mesma forma, ao considerar somente 0s resultados obtidos ap6s a implantacdo da
norma, ndo houve diferenca significativa na razdo de chance estimada para uso dos
diferentes métodos de triagem (1,09 com IC 95% de 0,77-1,55).



32

5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir do modelo referente ao teste de vacinas
corroboram a hipotese de que a implementagdo do controle de pureza das vacinas esta
associada a diminuicdo da capacidade das vacinas de induzir a producédo de anticorpos
contra as proteinas ndo estruturais do virus da febre aftosa nos bovinos. O ajuste do
modelo pelos confundidores alterou consideravelmente a estimativa da RC e aumentou
a rea sob a curva ROC do modelo, melhorando seu poder de discriminagao.

Neste modelo, as chances de ocorréncia de bovinos reativos sdo mais elevadas
antes da implantacdo do controle oficial da pureza de vacinas do que depois da
implantacéo.

Por sua vez, a consideravel diferenca nas estimativas da razdo de chances,
qguando se modifica 0 método de triagem, pode indicar uma influéncia distinta dos
métodos ELISA na especificidade do sistema diagnéstico ELISA 3ABC/EITB utilizado.
Diversos autores realizaram estudos para avaliar a sensibilidade e especificidades dos
diferentes métodos diagnosticos disponiveis (BROCCHI, et al., 2006; PATON, et
al.,2006; BRAGA, et al., 2007). Uma forma de avaliar esta diferenca de especificidade
do sistema quando se altera 0 método de triagem, a partir dos dados obtidos neste
estudo, € avaliar a proporcdo de resultados reativos em bovinos no dia zero do teste de
vacinas, que mostram que a especificidade do sistema de diagnostico utilizando o
método ELISA 3ABC NCPanaftosa como triagem foi de 99,55% (IC 95%, 99,41-99,66)
e o sistema utilizando o método ELISA PrioCHECK como triagem apresentou
especificidade de 99,96% (IC 95%, 99,87-99,99). Apesar de n&o avaliar a combinagéo
de testes ELISA 3ABC/EITB e partindo-se da premissa de que a especificidade do
método confirmatdrio EITB é constante, pode-se afirmar que os resultados do estudo de
Brocchi et al. (2006), diferem daqueles encontrados neste trabalho ja que estimou
especificidades muito similares entre os métodos ELISA 3ABC NCPanaftosa e
PrioCHECK em 675 bovinos ndo vacinados (97,3 e 97,2% respectivamente). Os
resultados do presente trabalho diferem também do estudo realizado por Bergmann et
al. (2000) e Braga et al. (2007) que relatam especificidade de 100% do sistema ELISA
3ABC NCPanaftosa/EITB em 250 e 105 bovinos, respectivamente, todos nédo

vacinados. Por outro lado, aproximam-se do encontrado por Paton et al. (2006), em
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bovinos primo vacinados, no qual relatam uma especificidade de 99,98% em um
sistema que combina ELISA 3ABC PrioCHECK com EITB como confirmatorio, porém
este inclui um reteste das amostras positivas, ou seja, submete para confirmacdo em
EITB somente 0s soros positivos duas vezes em sequéncia no ELISA. O presente estudo
limita-se a avaliar a especificidade dos kits tendo em vista que foram utilizados somente
amostras de bovinos ndo infectados com o virus da febre aftosa.

Na avaliagdo dos dados obtidos a partir dos inquéritos soroepidemioldgicos,
pode-se observar uma proporc¢do de 2,54%, de bovinos reativos em relacdo aos bovinos
testados na primeira coleta antes da aplicacdo da Instrucdo Normativa 50/2008. Isto
significa uma proporcdo quase seis vezes maior do que a proporgdo encontrada nos
inquéritos realizados apos a implantacdo da norma (0,41%). Estes resultados diferem do
encontrado por Smitsaart et al. (2015) em inquéritos soroepidemioldgicos realizados na
Argentina entre 2006 e 2011, cuja porcentagem média de bovinos reativos no sistema
ELISA 3ABC/EITB foi de 0,05%.

No que diz respeito ao modelo ajustado de regressao logistica, pode-se observar
gue nos inquéritos realizados antes do controle de pureza da vacina de aftosa ha
influéncia do nimero de doses de vacina aplicada nos bovinos na probabilidade predita
pelo modelo para ocorréncia de bovinos reativos no sistema de métodos diagndsticos.
Por outro lado, naqueles inquéritos realizados apés a implantacdo da IN 50/2008 ndo ha
diferenca significativa independentemente do nimero de doses aplicadas em relacdo ao
animal que ndo foi vacinado. Este resultado vai ao encontro do proposto por Metwally
et al. (2016) no guia de monitoramento da vacinacdo contra a febre aftosa da FAO.
Além disso, quando avaliados os resultados obtidos em inquéritos realizados apos a
vigéncia da norma, diferentemente do observado nos dados do controle oficial de pureza
de vacinas, ndo houve diferenca significativa entre o nimero de doses ainda que
utilizando-se métodos de triagem distintos.

Estes resultados sdo reforcados quando avaliada a interacdo para o grupo
bovinos ndo vacinados ja que, neste caso, ndo h& associagdo entre a implantacdo do
controle oficial e a reducdo de animais reativos. Por outro lado, esta associagdo €

significativa quando avaliados os grupos de animais vacinados.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que ha uma associacdo da
implantacdo da Instrucdo Normativa n° 50 de 2008 com a melhoria da producdo de
vacinas contra a febre aftosa no que diz respeito a purificagdo do antigeno e a
consequente remocao das proteinas ndo estruturais derivadas da replicacéo viral.

Além disso, as estimativas dos modelos estudados neste trabalho sugerem que
esta melhoria na pureza esté associada a diminuicéo na chance de ocorréncia de bovinos
reativos na primeira coleta de inquéritos soroepidemiolégicos, ou seja, redugdo nos
falso-positivos a campo, dado que a infec¢do pelo virus da febre aftosa foi descartada
para os bovinos avaliados neste estudo.

Adicionalmente, quando avaliados os resultados obtidos em inquéritos
realizados ap6s a vigéncia da norma, diferentemente do observado nos dados do
controle oficial de pureza de vacinas, ndo houve diferenca significativa entre doses

ainda que se utilizando métodos de triagem distintos.
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APENDICE A — Cddigos do SAS e resultados detalhados dos modelos

1. Cddigos do SAS

1.1. Banco de dados — Controle Oficial de VVacinas

[**** modelo duas variaveis*/
proc logistic data=WORK.VACINAS descending plots = (roc phat influence leverage);
titlel "Modelo in50_triagem + fabricante™;
class in50_triagem (ref="3") fabricante (ref="12") / param=ref;
model res_vac_pos/res_vac_total=in50_triagem fabricante / aggregate scale=none rsquare rl
lackfit;
run;

/* Modelo com efeito aleatorio*/

proc glimmix data=work.vacinas plots=diff;
class in50_triagem (ref="3") fabricante;
model res_vac_pos/res_vac_total = in50_triagem / dist=bin link=logit oddsratio cl;
random fabricante/type=cs ;
output out=glmmout pred=xbeta pred(ilink)=predprob;
run;

[*Curva ROC*/
proc logistic data=glmmout;
model res_vac_pos/res_vac_total =/ nofit;
roc "GLIMMIX model™ pred=predprob;
run;

[*especificidade***/

data sp_pan;

input Test Response Count;
datalines;

0011870

010

1052

110

proc sort data=sp_pan;

by descending Test descending Response;
run;

proc freq data=sp_pan order=data;
weight Count;

tables Test*Response;

run;

title 'Especificidade NCPanaftosa’;

proc freq data=sp_pan;

where Response=0;

weight Count;

tables Test / binomial(level="0" ac Ir wald exact wilson);
exact binomial,

run;



data sp_prio;

input Test Response Count;
datalines;

006685

010

103

110

proc sort data=sp_prio;

by descending Test descending Response;
run;

proc freq data=sp_prio order=data;
weight Count;

tables Test*Response;

run;

title 'Especificidade PrioCHECK";
proc freq data=sp_prio;

where Response=0;

weight Count;

tables Test / binomial(level="0" ac Ir wald exact wilson);

exact binomial,;
run;

1.2. Banco de dados — Inquéritos Soroepidemioldgicos

[****** tastando a linearidade de idade*/

proc rank data=WORK.MONIT groups=4 ties=low out=WORK.TEMP1;

title1"linearidade - 4 rank IDADE";
ranks IDADE4RK ;
var idade;

run;

*checa a frequencia dentro dos quartis;
proc freq data=WORK.TEMP1,

titlel "linearidade - frequencia 4 rank IDADE";
table reativos_prim_col IDADE4RK;

run;

*obtem o -2logL para a continua;

proc logistic data=WORK.TEMP1 descending;
titlel 'linearidade - IDADE continua’;
class in50_triagem (ref="3") dose3cat (ref="0") uf (ref="6")/ param=ref;
model reativos_prim_col=in50_triagem dose3cat in50_triagem*dose3cat idade4RK uf/;

run;

* obtem -2logl para a categorizada;

proc logistic data=WORK.TEMP1 descending plots=roc;
titlel 'linearidade IDADE4RK categorica’;

40

class in50_triagem (ref="3") dose3cat (ref="0") uf (ref="6") IDADE4RK(REF="0")/ param=ref;

model reativos_prim_col=in50_triagem dose3cat in50_triagem*dose3cat idade4RK uf/;

run;

[***Modelo com IDADE_CAT ***/

/* modelo full com interag8o in50_triagem*dose3cat e odds by in50_triagem*/
proc logistic data=WORK.MONIT descending plots(maxpoints=none)=(roc phat influence leverage);
titlel "Modelo in50_triagem*dose3cat + idade_cat + UF";

class in50_triagem (ref="3") dose3cat (ref="0") uf (ref="4") idade_cat(ref="9")/ param=ref;
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model reativos_prim_col=in50_triagem dose3cat in50_triagem*dose3cat idade_cat uf/ sr rl
lackfit ;
output out=reativos_preditos predicted=predito lower=predito_| upper=predito_u;
oddsratio dose3cat / at (in50_triagem="1""2" "3");
run;

[*Grafico preditos*/

ods graphics / reset imagemap;

proc sgplot data=WORK.REATIVOS_PREDITOS;
vline dose3cat / response=predito group=in50_triagem lineattrs=(thickness=5) stat=Mean;
yaxis grid;

run;

ods graphics / reset;

2. Resultados encontrados

2.1. Banco de dados — Controle Oficial de VVacinas

Deviance and Pearson Goodness-of-Fit Statistics

Criterion Value DF Value/DF Pr > ChiSq
Deviance 70.0393 13 5.3876 <.0001
Pearson 66.7315 13 5.1332 <.0001

Number of unique profiles: 27

Partition for the Hosmer and Lemeshow Test
Group Total Event Nonevent

Observed Expected Observed Expected
1 2112 3 0.75 2109 2111.25
2 1554 0 0.78 1554  1553.22
3 1040 1 091 1039 1039.09
4 1892 2 355 1890 1888.45
5 1009 1 2.35 1008  1006.65
6 1842 10 6.11 1832 1835.89
7 2644 16 10.14 2628 2633.86
8 1754 4 1412 1750 1739.88
9 2605 19 3497 2586 2570.03

10 1593 149 131.32 1444  1461.68
Hosmer and Lemeshow Goodness-of-Fit Test
Chi-Square DF Pr > ChiSq

32.1133 8 <.0001
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2.2. Banco de dados — Inquéritos Soroepidemiol6gicos

Deviance and Pearson Goodness-of-Fit Statistics

Criterion Value DF Value/DF Pr > ChiSq
Deviance 1021.8687 716 1.4272 <.0001
Pearson 1573.7294 716 2.1979 <.0001

Number of unique profiles: 743

Partition for the Hosmer and Lemeshow Test

Group Total reativos_prim_col =1 reativos_prim_col =0
Observed Expected Observed Expected
1 15148 34 22.38 15114 15125.62

2 15290 35 3251 15255 15257.49

3 15351 75 4596 15276 15305.04

4 15281 69 68.12 15212 15212.88

5 15079 73 87.11 15006 14991.89

6 15342 84 116.84 15258 15225.16

7 15252 170 155.91 15082 15096.09

8 15313 255 268.82 15058 15044.18

9 15492 375 428.27 15117 15063.73

10 15366 930 874.07 14436 14491.93
Hosmer and Lemeshow Goodness-of-Fit Test

Chi-Square DF Pr > ChiSq

48.8603 8 <.0001
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2.3 — Consideracgdes sobre os resultados obtidos

Foram obtidas trés medidas estatisticas de ajuste do modelo (Deviance, Pearson
e Hosmer/Lemeshow Test) e em todas elas os resultados demonstraram, numa primeira
analise, deficiéncia quanto ao ajuste do modelo (p<0,05). Neste sentido, Allison (2014)
em seu trabalho, executa simulagdes para diferentes testes de ajuste para modelos com
N=100 e N=500, encontrando grande variacdo nos resultados obtidos quanto a
adequacdo dos testes ao fim proposto. Em sua conclusdo afirma que qualquer teste de
ajuste em modelos com tamanhos de amostras muito grandes, como € o caso do
presente trabalho, pode nédo ser possivel encontrar um valor-p maior do que 0,05.

A partir da andlise grafica do diagnostico do modelo pode-se identificar alguns
pontos extremos, que possam ter grande influéncia nos coeficientes ou no ajuste do
modelo. Ainda, no modelo dos inquéritos soroepidemiologicos, especificamente, é
possivel notar que, apesar da grande concentracdo das amostras em pontos de menor
influencia e alavancagem, dois pontos se destacam em quase todos os graficos
(posteriormente identificados como as observagdes 91999 e 92280). Entretanto, optou-
se neste trabalho por ndo excluir quaisquer observac6es dado que foram todas obtidas
diretamente dos experimentos e inquéritos.



