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Resumo: O diagnostico rapido e preciso de surtos de febre aftosa € crucial para conter a rapi-
da transmissdo de seu agente causador, o virus da febre aftosa (FMDV), que representa uma
ameaca significativa ao gado do pais. Este estudo teve como objetivo realizar uma analise
comparativa de varios métodos de RT-qPCR para a deteccao do FMDV. Os métodos avaliados
para a regiao 3D demonstraram sensibilidade e especificidade semelhantes. No entanto, fo-
ram observadas diferencas notaveis em amostras com baixa concentracdo de RNA. Embora
esses métodos possam ser utilizados de forma intercambiavel com resultados consistentes
ao lidar com um grande numero de amostras enviadas ao laboratério para identificar um
surto, variacfes sutis podem assumir importancia ao trabalhar com uma quantidade limita-
da de amostras contendo baixas copias de RNA do FMDV.
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Abstract: The prompt and accurate diagnosis of foot-and-mouth disease outbreaks is crucial
to curb the swift transmission of its causative agent, the foot-and-mouth disease virus (FMDV),
which poses a substantial threat to the nation’s livestock. This study aimed to perform a
comparative analysis of various RT-qgPCR methods for the detection of FMDV. The methods
evaluated for the 3D region demonstrated similar sensitivity and specificity. Nevertheless,
noticeable distinctions emerged in samples with low RNA concentration. While these methods
can be interchangeably utilized with consistent outcomes when handling a large number
of samples sent to the laboratory to pinpoint an outbreak, minor variations may assume
significance when working with a limited quantity of samples containing low FMDV RNA copies.
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1. Introducao

Surtos de febre aftosa exigem um diagndstico rapido e preciso para prevenir a rapida
propagacao do seu agente etioldgico, o virus da febre aftosa (FMDV), que pode causar danos
profundos ao gado do pais . O FMDV pertence ao género Aphthovirus, familia Picornaviridae,
e € um virus de RNA de fita simples positiva @. Os sinais clinicos da doenca incluem febre,
inquietacao, salivacao, dificuldade em mastigar e engolir alimentos, tremores, diminuicao da
producao de leite, lesbes nos pés e claudicacao. No entanto, a caracteristica mais marcante da
doenca sdo as vesiculas que podem aparecer na boca, nas tetas e nos dedos dos animais ™.

A disseminacao global do FMDV entre os rebanhos € uma preocupacao significativa de-
vido ao aumento do comércio global e ao transito de animais nos ultimos anos. A vigilancia
€ necessaria, pois o virus pode ser transmitido pelo contato direto entre animais ou através
de produtos de origem animal. Por exemplo, o surto de 2005 no Brasil provavelmente foi
causado pelo transito ilegal de animais ©), enquanto o surto de 2001 no Reino Unido ocorreu
devido a alimentacao de porcos com restos de comida contaminados “.

O primeiro passo para um bom diagnostico é uma deteccdo adequada e rapida no cam-
po, com a coleta de amostras para envio ao laboratdério. A detec¢do rapida e confiavel do
FMDV é crucial no combate a doenca. Os métodos utilizados devem ser sensiveis o suficiente
para detectar pequenas quantidades do virus e especificos o suficiente para evitar diagnosti-
cos incorretos, que podem levar a atrasos e perdas substanciais. O impacto de um diagnos-
tico positivo de FMDV no gado de um pais pode durar meses ou até anos até que um status
livre de virus e livre de vacina¢ao seja alcancado ©.

Os principais métodos para detectar o FMDV incluem técnicas soroldgicas, isolamento
viral e técnicas moleculares. Os métodos moleculares desempenham um papel vital no diag-
nostico laboratorial, principalmente na deteccao de RNA viral. Amostras usadas para testes
tipicamente incluem swabs nasais, orais ou lesados, tecido epitelial, fluido vesicular ou fluido
oral ®©. Aregidao 3D é o principal alvo para oligonucleotideos em métodos moleculares, embo-
ra regides como IRES e 5" UTR também sejam utilizadas 7. Essas trés regides sao altamente
conservadas entre os sorotipos, teoricamente permitindo a deteccao de todos eles, embora
existam falhas na detec¢do de isolados especificos de algumas regides, o que torna impor-
tante o uso de mais de um PCR. VP1 é outro alvo para RT-PCR, usado principalmente para
diferencia¢do de sorotipos 9,

O desenvolvimento e avaliagdo completos de métodos diagndsticos sdo essenciais, par-
ticularmente para uma doenca importante como a febre aftosa. A validacdo de técnicas é
crucial, incluindo o teste de fatores como extracdo de RNA, efeito de matriz, incerteza de
medicao e precisdao . Os oligonucleotideos podem exigir atualizacdes regulares para ga-
rantir a deteccao precisa de diferentes cepas do virus, pois o genoma de RNA do FMDV exibe
caracteristicas evolutivas Unicas?. Regides endémicas experimentam a circulacao de varios
sorotipos e topoétipos do virus da febre aftosa (FMDV), levando a consequéncias locais signi-
ficativas. Além disso, introdu¢des em novas areas sao uma fonte de grande preocupacdo. De
fato, os uUltimos anos testemunharam varios surtos de FMDV decorrentes de topétipos que
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cruzaram fronteiras, ocorrendo em diversas regides do globo. Em ambos os cenarios, o diag-
nostico rapido e preciso, incluindo a determinacdo do sorotipo e topdtipo responsaveis por
esses surtos, € vital para implementar as medidas mais eficientes e adequadas para conter a
disseminac¢do da doenca (3. Testes interlaboratoriais sdo comuns em paises com estruturas
de diagnostico descentralizadas e entre paises que realizam testes de proficiéncia regulares
para avaliar seus ensaios 19,

O objetivo deste estudo foi realizar uma analise comparativa de diferentes métodos RT-
gPCR para detectar FMDV. Os métodos foram comparados com base na eficiéncia de ampli-
ficacdo, limite de deteccdo, repetibilidade e sensibilidade diagnostica.

2. Material e Métodos

2.1 RT-qPCR

As técnicas testadas e as concentragdes de reagentes estdo listadas na Tabela 1. Todos
os testes foram realizados utilizando o master mix QuantiNova Probe RT-PCR (Qiagen,
Alemanha). O experimento inteiro foi realizado no termociclador CFX96 (BioRad, Estados
Unidos). O RT-gPCR FMDV.3D.183 foi modificado para quimica Tagman, utilizando a sonda
descrita na Tabela 1. Optamos por essa modificacdo em uma tentativa de adaptar um méto-
do de quimica gPCR comumente usado. O RT-qgPCR FMDV.3D.99 ¥ também foi modificado
pela incorpora¢do de novos oligos para garantir a deteccao de cepas virais com desalinha-
mento em comparagao com as sequéncias do GenBank. Todos os RT-gPCRs foram compara-
dos ao FMDV.3D.107, uma técnica sugerida pela Organizacao Mundial de Saude Animal.

Tabela 1 Oligonucleotideos e protocolos de PCR usados neste estudo.

RT-qPCR Oligonucleotideos Sequéncias PCR Mix Referéncias

FMDV.3D.107 FMDV.3D.107.F ACTGGGTTTTACAAACCTGTGA 12.5 pL QuantiNo- @)
va RT-qPCR (Qiagen,

FMDV.3D.107.R GCGAGTCCTGCCACGGA Germany), Primers 0.4

MM, Probe 0.2 uM, 3 pL
amostra, water g.s. 25 pL
(1) 95°C 5 minutos,
FAM-TCCTT TGCAC GC-

FMDV.3D.107.S (45) 95°C 10 segundos,
CGT GGGAC-BHQ1
60 °C 60 segundos

FMDV.3D.99 FMDV.3D.99.F1 ACTGGGTTTTACAAACCTGTGATG 12.5 pL QuantiNo- (24)
va RT-gPCR (Qiagen,

UM, Sonda 0.2 pM, 3 pL
FMDV.3D.99.R1 CCACGGAGATCAACTTCTCCT

amostra, dgua q.s. 25 pL
FMDV.3D.99.R2 TGCCACAGAGATCAACTTCTCC (1)95°C 5 minutos,

(45) 95°C 10 segundos,
FMDV.3D.99.R3 CCACGGAAATCAACTTCTCCTG 60 °C 60 segundos

FAM-TCTCCTTTGCAC-
GCCGTGG-BHQ1

FMDV.3D.99.S
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FMDV.3D.130 FMDV.3D.130.F GGACCATACAGGAGAAGTTGA 12.5 pL QuantiNo- (25)
va RT-gPCR (Qiagen,

Germany), Primers 0.4
uM, Sonda 0.2 uM, 3 pL
FAM-CTCCGTGGCAG- amostra, agua q.s. 25 pL

GACTCGCAGT-BHQ1 (1) 95°C 5 minutos,
(45) 95°C 10 segundos,

60 °C 60 segundos

FMDV.3D.130.S

12.5 pL QuantiNo- (26)
FMDV.3D.183.R TGCGAGTCCTGCCACGGA va RT-qPCR (Qiagen,
Germany), Primers 0.6
uUM, Sonda 0.3 uM, 3 pL
amostra, dgua g.s. 25 pL
(1) 95°C 5 minutos,
(45) 95°C 10 segundos,
60 °C 60 segundos

FMDV.IRES.145 FMDV.IRES.145.F TAA CAW GGA CCC RCS GGG CC 12.5 pL QuantiNo- (27)
va RT-gPCR (Qiagen,

Germany), Primers 0.4
uM, Sonda 0.2 uM, 3 pL
FAM - CAT GTG TGC AAY amostra, dgua q.s. 25 pL

CCCAGCACR G - BHQ (1) 95°C 5 minutos,
(45) 95°C 10 segundos,

60 °C 60 segundos

FMDV.IRES.145.S

12.5 pL QuantiNo- 17)

FMDV.3D.88.R TCAACTTCTCCTGKATGGTCCCA va RT-qPCR (Qiagen,
Germany), Primers 0.4

UM, Sonda 0.2 uM, 3 pL
amostra, agua g.s. 25 pL
(1) 95°C 5 minutos,
(45) 95°C 10 segundos,
60 °C 60 segundos

2.2 Extracao de RNA

O RNA de todas as amostras testadas neste estudo foi extraido usando Trizol
(Thermofisher, Estados Unidos). 200 pl de suspensao viral ou 50 mg de tecido foram adicio-
nados a 1 ml de Trizol. Posteriormente, 200 pL de cloroférmio foi adicionado a solu¢do. Apos
a homogeneizacao, a centrifugacao foi realizada a 12.000 g por 15 minutos. O sobrenadante
foi coletado e misturado com 500 pL de isopropanol. Em seguida, foi centrifugado a 12.000 g
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 1.000 pL de etanol foi adicionado. A centri-
fugacdo foi realizada a 7.500 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspendido em 100 pL de dgua destilada.

2.3 Sensibilidade

A sensibilidade e especificidade das técnicas foram comparadas usando diferentes gru-
pos de amostras. As amostras positivas utilizadas neste experimento foram divididas em trés
tipos: um plasmideo, quatro isolados (amostras de campo que foram cultivadas em células)
e dezesseis amostras clinicas de surtos de febre aftosa. O plasmideo utilizado continha um
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inserto com sequéncias alvo para todos os PCR em pTwist Amp High Copy (Molecular Brazil,
Brasil). Amostras de isolados foram obtidas de surtos de febre aftosa na América Latina e
Asia (Tabela 2) e multiplicadas em células BHK21. As suspensdes celulares foram congeladas
e, apos o descongelamento, a centrifugacao foi realizada a 3.000 g por dez minutos. O sobre-
nadante foi coletado e submetido a extragao de RNA.

Amostras de surtos (tecidos coletados/amostras com diagnostico confirmado por isola-
mento viral) foram fornecidas pelo Lanagro/PA. Todas foram coletadas durante o surto de
2005 no Mato Grosso do Sul. O epitélio com lesdes caracteristicas na lingua e nas patas foi
coletado e submetido ao isolamento viral. Tecidos com isolamento positivo para FMDV foram
congelados a-70°C até serem usados para a extracdo de RNA neste trabalho e posteriormen-
te submetidos a extracao de RNA.

2.4 Especificidade

As amostras negativas utilizadas no teste de especificidade foram divididas em dois gru-
pos. O primeiro grupo consistiu em vinte e quatro amostras com suspeita de doenca vesicu-
lar que foram enviadas ao laboratério e testadas sorologicamente, por isolamento viral e por
RT-gPCR, como é rotina para o laboratério oficial do Ministério da Agricultura e Pecuaria do
Brasil. Essas amostras apresentaram resultado positivo em testes de diagndstico diferencial
para estomatite vesicular, estomatite papulosa bovina, pseudocowpox e vacinia. O segundo
grupo de amostras negativas compreendeu 30 fragmentos de epitélio bovino sem lesfes
caracteristicas de doenca vesicular.

2.5 Repetibilidade

Testes de repetibilidade foram realizados para comparar FMDV.3D.107 com as outras
técnicas de RT-qPCR descritas neste trabalho. O objetivo era verificar a resposta das técnicas
contra sete amostras (tecido positivo em isolamento viral e RT-PCR). O RNA dessas amostras
foi extraido conforme descrito acima. Cada uma das sete amostras foi submetida a RT-gPCR
em triplicata durante trés rodadas diferentes, ou seja, em trés momentos diferentes com a
preparacao de novos reagentes. As sete amostras foram submetidas a transcri¢ao reversa e
amplificacdo, sempre em triplicata.

Os valores de Ct foram registrados para comparacao estatistica. A repetibilidade e incer-
teza de medi¢do de cada teste individual foram anotadas e comparadas com o FMDV.3D.107.
Os valores do ciclo limiar (Ct) obtidos em triplicata de cada amostra foram avaliados consi-
derando as variagdes entre as rodadas em uma analise de variancia (ANOVA) para determi-
nar as variacdes de repetibilidade. Outro teste foi realizado para verificar a repetibilidade e
reprodutibilidade dos métodos, que foi um teste interlaboratorial. Um laboratério externo
preparou dezoito amostras contaminadas com FMDV de diferentes sorotipos em varias con-
centracdes e as enviou para analise. O RNA foi extraido conforme descrito anteriormente e
submetido a todas as técnicas.
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3. Resultados

3.1 RT-gPCR

Os RT-gPCRs foram padronizados e comparados com o FMDV.3D.107, que ja estava em
uso no laboratério. A Tabela 2 lista os valores de eficiéncia e limites de detec¢do obtidos
usando diluicBes de dez vezes do plasmideo e isolados de FMDV, incluindo A24 Cruzeiro
(105,5 TCID50/50pL), C3 Indaial (105,5 TCID50/50pL), O1 Campos (105,2 TCID50/50pL) e SAT-
1 (103,9 TCID50/50pL). O FMDV.IRES.145 apresentou a menor eficiéncia, abaixo de 90%, no
teste realizado. A modificacdo das concentracdes de oligo ndao melhorou o limite de detec-
¢do; portanto, foi excluido dos testes subsequentes.

Tabela 2 Eficiéncia de RT-qPCR e sensibilidade analitica

Plasmideo FMDV A FMDV C FMDV O FMDV SAT
RTQPCR Efficiency Ultima MédiaCt** Ultima ~ MédiaCt  Ultima MédiaCt Ultima Médiact  Ultima MédiaCt
diluicdo diluicdo diluicdo diluicdo diluicdo
positiva* positiva* positiva* positiva* positiva*
FMDV.3D.107 96.2% -5x3 39.47 (0.54) -7 x2 40.56 -8 x2 40.59 -5x2 39.67 -6 x2 41.06
(0.3) (0.83) (0.21)
FMDV.3D.88 98.7% -5x3 39.2(0.34) -7 x2 40.1 -7x2 43.48 -6 x3 x35.99 -6 x3 39.75
(0.8) (2.46) (0.30) (0.42)
FMDV.3D.99 99% -5x2 37.91(1,2) -7 x2 39.41 -8x3 38.51 -5x3 37.86 -7x1 37,89
(0.96) (2.23)
FMDV.3D.130 93% -5x3 37.94(0.83) -7 x3 37.88 -8 x3 39,18 -5x3 39.34 -6 x1 38.81
(0.794) (0.34)
FMDV.3D.183 91.2% 7x3 39.78 (0.71) 7x3 36.31 7x3 36.92 -5x1 37.64 6 x1 36.57
(1.03) (0+95)

*Ultima diluicéo positiva e niimero de replicatas positivas.
**+ Ct mediano e desvio padrdo.

3.2 Especificidade

FMDV.3D.88 e FMDV.3D.130 ndo apresentaram nenhuma amplificacdo nao especifica.
FMDV.3D.107 amplificou uma amostra epitelial de uma lingua bovina com um Ct de 43,5.
FMDV.3D.99 apresentou amplificacdo com um Ct de 43,26. FMDV.3D.183 amplificou cinco
amostras com valores de Ct variando de 41 a 44. As curvas observadas ndo exibiram o perfil
tipico das curvas de qPCR, indicando amplificagdo ndo especifica.

3.3 Sensibilidade

Todas as amostras de surtos de febre aftosa foram amplificadas nas técnicas testadas,
exceto FMDV.3D.130. Duas amostras ndao amplificaram e apresentaram valores de Ct aci-
ma de 38 nos outros testes de RT-gPCR. FMDV.3D.88 nado conseguiu amplificar uma dessas
amostras. FMDV.3D.99 consistentemente mostrou resultados de Ct mais baixos para todas
as amostras. Os resultados estao descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 Resultados de Ct para RNA extraido de epitélio de surto de FMDV.

Sample* FMDV.3D.107 FMDV.3D.88 FMDV.3D.99 FMDV.3D.130 FMDV.3D.183

2 32.03 33.04 29.72 31.04 31.06

4 32.79 33.05 30.92 3212 32.11

6 28.30 29.10 27.02 27.96 27.76

8 22.72 23.31 21.13 23.25 2213

10 24.38 2491 22.89 24.51 24.79

12 19.92 20.33 19.23 21.79 18.31

14 38.50 - 38.14 = 37.38

16 40.19 40.64 39.07 39.30 39.64

* Amostras de surtos (tecidos/amostras coletadas com diagnostico confirmado por isolamento viral) foram fornecidas
pela Lanagro/PA.

3.4 Repetibilidade

Os testes de repetibilidade demonstraram que todos os métodos apresentaram va-
lores semelhantes de repetibilidade, erros de medicao e incertezas de medicao (Tabela
4). Testes estatisticos comparando os valores de Ct confirmaram a reprodutibilidade dos
meétodos entre si. Apenas o FMDV.3D.130 apresentou os valores mais altos de incerteza de
medicao. O FMDV.3D.107 é o RT-qPCR recomendado pela OIE, entdo a repetibilidade de
todos os outros métodos foi comparada com ele (Tabela 4). Todos os métodos apresenta-
ram repetibilidade semelhante quando amostras com Ct abaixo de 33 foram utilizadas nos
testes. As técnicas também exibiram eficiéncia semelhante na identificacdo de amostras
negativas e positivas em ensaios interlaboratoriais. Mais uma vez, o FMDV.3D.130 ndo con-
seguiu amplificar amostras com valores de Ct mais altos. O FMDV.3D.99 consistentemente
amplificou todas as amostras positivas com valores de Ct mais baixos em comparacdo com
as outras técnicas (Tabela 5).

Tabela 4 Testes de repetibilidade para os cinco RT-qPCR e comparacao da repetibilidade em
relacdo ao FMDV.3D.107.

FMDV.3D.107 0.72 1.34 0.33 -

FMDV.3D.99 0.43 1.37 0.28 0.57

FMDV.3D.183 0.61 1.42 0.38 0.66
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Tabela 5 Ensaio interlaboratorial para avaliacdo dos RT-qPCRs testados neste estudo.

1 18.79 18.20 16.45 20.21 17.71

3 20.76 21.20 19.27 22.96 20.25

5 36.98 37.50 34.02 39.39 36.53

7 39.47 - 38.87 - 45.08

9 - - 37.43 - -

11 40.52 - 38.90 - -

17 27.06 27.55 25.77 27.27 26.16

4. Discussao

A RT-gPCR em uma etapa € um método recomendado pela OIE para detectar o FMDV.
A técnica oferece vantagens como sensibilidade e um menor risco de contaminacdo, pois
nado requer eletroforese. Velocidade, capacidade de automacao, sensibilidade, portabilidade
e biosseguranca estdo entre os principais atributos do RT-qPCR, ja que ndo ha necessidade
de amplificacao viral (produgdao de material mais infeccioso, o que pode aumentar o risco
de escape laboratorial). Além disso, € um método rapido e pode ser parcial ou totalmente
automatizado, aumentando a velocidade de andlise e 0 nUmero de amostras processadas.
Técnicas moleculares podem ser até mil vezes mais sensiveis do que o isolamento viral 1%,

A implementacao de um RT-qPCR em um laboratério deve ser abordada com cautela.
VariacBes nos resultados podem surgir de fabricantes de reagentes ou equipamentos utili-
zados 9, Portanto, a verificagdo de desempenho e os testes de proficiéncia sao necessarios
para garantir que o método esteja sendo replicado corretamente. Comparag¢des entre PCRs
ja demonstraram que a repetibilidade pode ser baixa entre métodos ou entre laboratorios,
portanto, ha sempre o risco de que a PCR implementada rotineiramente ndo seja eficiente no
diagnostico ou ndo tenha sido adequadamente padronizada de acordo com a publicagdo 9.

Todos os métodos testados neste estudo visam a regido 3D do FMDV, que é uma par-
te altamente conservada do genoma. Apesar de sua alta conservacao, essa area genémica
pode apresentar variagdes que podem ser relevantes no processo de diagnodstico!'”. Esse
fato pode ser facilmente confirmado alinhando os oligonucleotideos mencionados nas pu-
blicagdes com as sequéncias disponiveis no GenBank. Apés o alinhamento, o FMDV.3D.99 foi
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modificado incorporando primers que correspondem precisamente as regides polimorficas
identificadas na busca in silico. O FMDV.IRES.145, que visa a regiao IRES, também foi testado,
mas devido a baixa eficiéncia, foi excluido de testes adicionais. Um dos fatores que podem
ter afetado o desempenho desse ultimo método pode ser o fato de que a regido-alvo pode
gerar estruturas secundarias que impedem o acesso efetivo dos primers durante a transcri-
¢do reversa ou amplificacao®.

Os testes de especificidade revelaram a ocorréncia de rea¢des nao especificas nas amos-
tras utilizadas. Essas amplificacbes ocorreram em valores de Ct acima de 40 em amostras
epiteliais de linguas bovinas. Os animais apresentaram sorologia e isolamento viral negati-
vos. As amostras com amplificacdes ndo especificas diferiram entre as técnicas testadas. E
importante observar que qualquer método pode fornecer resultados ndo especificos. Uma
explicagdo plausivel para as amplificagdes ndo especificas observadas nos testes de oligonu-
cleotideos direcionados para 3D é o emparelhamento potencial com regides semelhantes no
genoma do virus da rinotraqueite bovina (BRBV). Testes de especificidade in silico conduzidos
usando o software Blast com todo o banco de dados do GenBank como alvo de alinhamento
demonstraram que os primers e probes do FMDV.3D.107 exibem 94% a 100% de identidade
com certas sequéncias do BRBV. O BRBV pode ser encontrado em amostras de swabs nasais
ou traqueais e foi detectado em até 6,4% das amostras testadas nos Estados Unidos!™., Como
amostras de FMDV sdo frequentemente obtidas dessas regides, seja através do epitélio ou
na coleta de fluido esofagico faringeo, a possibilidade de resultados falso-positivos aumenta,
0 que torna essencial que esses diagndsticos sejam analisados com mais cuidado.

Sensibilidade, ensaios interlaboratoriais e testes de repetibilidade foram essenciais para
demonstrar que os métodos possuem eficiéncia semelhante na deteccao do FMDV. No en-
tanto, ha pequenas diferencgas, principalmente a falha consistente do FMDV.3D.130 em am-
plificar amostras com carga viral mais baixa. Essa falha requer atencao, uma vez que esta-
gios muito precoces ou tardios da infeccao estdo associados a baixa eliminagdo viral e uma
quantidade minima de RNA viral detectavel nas amostras®?. Aintegra¢ao de dados de campo
(clinicos e epidemioldgicos) deve ser combinada com a interpretacao dos resultados.

Os testes realizados neste trabalho demonstram a importancia de utilizar mais de um
método de diagnostico em caso de duvidas ou resultados com Ct muito elevado, que po-
dem ser casos de reagdes ndo especificas. A avaliacao precisa ser constante, verificando se
o método amplifica adequadamente as amostras circulantes no pais e, em seguida, utiliza o
RT-gPCR mais sensivel para triagem. Variantes especificas de uma regiao podem ser impor-
tantes a ponto de exigir oligonucleotideos especificos para virus circulantes®.

No entanto, pode-se argumentar que alta sensibilidade pode ndo ser crucial para de-
tectar um surto de FMDV. De acordo com publica¢des anteriores®?, quando um veterinario
atende a um caso suspeito de doenca vesicular, os sinais clinicos ja estdao avan¢ados. O FMDV
tem a caracteristica de se espalhar rapidamente dentro de um rebanho nao imune, resul-
tando em muitos animais em diferentes estagios de infec¢ao. Nessa perspectiva, um método
mais especifico teria maior importancia.
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5. Conclusao

Este estudo demonstrou a importancia de avaliar métodos de diagndstico antes de
implementa-los em um laboratdério. A realizagdo de uma avaliagdo detalhada do método
permite uma melhor compreensao de suas limitacdes e vantagens, contribuindo para uma
interpretacao precisa. Resultados nao especificos representam um risco que requer uma
avaliacdo cuidadosa. FMDV.3D.107 e FMDV.3D.99 parecem ser os mais recomendados para
o diagnostico do FMDV.
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