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Anticorpos antialfavirus detectados em equinos durante diferentes
epizootias de encefalite equina, Paraiba, 2009
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Resumo

Algumas doengas neuroinvasivas em equinos tém um carater antropozoondético, e seu diagnoéstico € hoje um dos grandes problemas
encontrados pelas autoridades publicas para que se possa implementar uma politica de prevencao, vigilancia e controle no Brasil.
Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo para alfavirus em amostras de
soro de 182 equinos investigados durante diferentes epizootias ocorridas na Paraiba, em 2009, bem como comparar os resultados
obtidos no teste de inibigdo por hemaglutinagédo para o virus da Encefalite Equina do Leste (EEL) com os de soroneutralizagdo em
microplacas para este mesmo virus. Foi realizada coleta de sangue em 182 equideos, distribuidos em 15 municipios da regido
oeste da Paraiba, onde existia relato da doenga e/ou morte de equinos. Observou-se uma prevaléncia clinica para Encefalite
Equina do Leste de 12,8%, prevaléncia real (PRNT) de 63,7% e prevaléncia aparente (IH) de 54,3%. Quando comparados os
resultados obtidos no teste de inibicdo de hemaglutinagdo com os de soroneutralizagéo, observou-se uma sensibilidade de 77,6%
e especificidade de 86,4% no primeiro teste. Os valores preditivos positivos e negativos foram de 90,9% e 68,7%, respectivamente.
O estudo revelou um grande nimero de animais sorologicamente reagentes e sem manifestagao clinica aparente. Os resultados
do teste de inibicdo de hemaglutinacéo associados as informagdes clinicas, epidemiolégicas e ao diagndstico virolégico (deteccéo
de genoma viral) foram capazes de confirmar as epizootias na area e demonstram que esta técnica pode ser recomendada como
de triagem em inquéritos sorologicos desta natureza pelas elevadas sensibilidade e especificidade do teste.
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Abstract

Neuroinvasive diseases diagnosis in horses is a major issue in defining surveillance policies in Brazil. In order to determine the
prevalence of hemagglutination inhibition antibodies to alphaviruses and compare the results obtained from this technique for EEE
virus to those obtained from plaque reduction neutralization test, blood sample was taken from 182 horses during the investigation
of epizootics occurred in 15 municipalities of Paraiba state, in 2009, where there were reports of death or iliness in horses. The
clinical prevalence for EEE virus, assessed from sick animals, was 12.8%, while the real (PRNT) and the apparent (IH) prevalences
were 63.7% and 54.3%, respectively. Compared to the PRNT, the IH test has shown a sensibility of 77.6% and a specificity of
86.4%. The positive and negative predictive values were 90.9% and 68.7%. A high number of serologically reactive animals without
apparent symptoms were revealed. These results, associated to clinical and epidemiological data and to virological diagnosis (PCR),
were able to confirm the epizootics in the area for EEE, and demonstrate that the IH test can be used for screening in serological
surveys because of its high sensibility and specificity.

Keywords: epizootic, encephalitogenic, seroneutralization.

Introdugao animais domésticos (equideos e aves), silvestres (aves e
mamiferos) e ocasionalmente em humanos. Os alfavirus
possuem caracteristicas estruturais e morfolégicas em comum,
com consideravel relagdo antigénica, e sdo transmitidos por
artropodes, principalmente mosquitos culicideos (Flores, 2007).

A familia Togaviridae é composta por dois géneros: Alphavirus
e Rubivirus. O género Alphavirus é de interesse para a
arbovirologia e abrange aproximadamente 30 espécies,
algumas das quais tém sido associadas com doengas em
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Devido ao potencial de causar doencga neurolégica, os virus da
Encefalite Equina do Oeste (WEEV), da Encefalite Equina do
Leste (EEEV) e o da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV)
sdo os alfavirus de maior interesse no estudo das arboviroses
no Brasil (Vasconcelos et al., 1991). Dentre estes, o EEEV é o
que apresenta maior viruléncia e patogenicidade (Arrigo et al.,
2010). O EEEV tem algumas espécies de mosquitos dos géneros
Culex, Aedes, Anopheles e Culiseta como vetores potenciais,
equideos e humanos como hospedeiros acidentais, e como
principais reservatérios, as aves silvestres (Figueiredo, 2007).

Esse virus tem sido isolado e anticorpos detectados em varios
paises das Américas, desde o Canada até a Argentina (Lopes
e Saccheta, 1974; Monath et al., 1985; Kotait et al., 1992;
Iversson et al., 1993; Vasconcelos et al., 1998; Silva et al.,
1999; Heinemann et al., 2006; Cunha et al., 2009; Casseb,
2010 e Pauvolid-Corréa et al., 2011). No Brasil, dentre os virus
causadores de encefalite em equinos o EEEV é o Ginico que tem
sido esporadicamente isolado de animais com sintomatologia
nervosa (Nilsson e Sugay, 1962; Kotait et al., 1992; Figueiredo,
2007).

Estudos realizados no Brasil demonstram a presenca de
anticorpos ou isolamento viral em equideos dos EEEV, WEEYV,
VEEV e WNV. Entretanto, somente no caso do VEEYV eles atuam
como amplificadores do virus (Kotait et al., 1992; Figueiredo,
2007; Cunha et al., 2009; Casseb, 2010 e Pauvolid-Corréa et
al., 2011 ). Brault et al. (1999) e Arrigo et al. (2010), em estudos
realizados sobre o EEEV demonstram a existéncia de quatro
linhagens genéticas distintas deste virus, diferentes em sua
patogenicidade, distribuicdo geografica e perfil epidemioldgico.

O método de diagnéstico mais empregado na investigagédo
de eventos epidémicos € a pesquisa de anticorpos mediante
técnica soroldgica, como inibicdo de hemaglutinagéo (IH),
teste de neutralizagao por redugéo de placas (PRNT), teste de
soroneutralizagdo em microplacas (SN) ou teste imunoenzimatico
(ELISA) (Cunha et al., 2009).

Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia de
anticorpos inibidores da hemaglutinagédo para alfavirus em
equinos durante diferentes epizootias ocorridas na Paraiba,
entre maio e junho de 2009, e avaliar o desempenho do teste
de inibicdo da hemaglutinagdo para detecgéo de anticorpos anti-
EEEV em relagéo ao teste de soroneutralizagdo em microplacas.

Materiais e métodos

Em julho de 2009, foi realizado um estudo transversal, utilizando-
se as amostras de sangue de 100% da populagéo de equinos de
57 fazendas com ocorréncia de epizootias causadas pelo EEEV,
confirmadas por meio de RT-PCR ou com relatos de doenga ou
morte de animais com sintomas compativeis com Encefalites
Equinas, sem historico anterior de surtos dessa natureza na
area. O material foi coletado em 15 municipios da regido oeste da
Paraiba (Belém do Brejo do Cruz, Brejo do Cruz, Cajazeirinhas,
Condado, Coremas, Patos, Paulista, Pianco, Pogo José de
Moura, Sdo Bentinho, Sdo Bento, Sao Francisco, Sao Jodo do
Rio do Peixe, Sao José do Brejo do Cruz, Vista Serrana).

Os animais foram identificados por meio de ficha individual,
contendo: municipio, nome do proprietario, nome e/ou nimero
do animal, local de realizagdo do inquérito, espécie (equino,
asinino, muar), idade (< de 1 ano,de 1 a<5 anos, >5anos e
NI (n&o informado), sexo, utilidade (trabalho, esporte, passeio,

81

reproducao, outra e ndo informado), histérico vacinal contra EE
e resultados laboratoriais.

Para evitar interferéncia de uma possivel imunidade materna, foi
coletado sangue de somente 13 animais com idade < 6 meses
e observada a demonstragéo de titulos de anticorpos nesses
animais. Para efeito do estudo, foi considerado animal positivo
aquele reagente ao teste de soroneutralizagdo em microplacas
(padrao-ouro). Durante a coleta de sangue, os animais com
clinica neuroldégica compativel com EE foram classificados
como doentes, considerando-se o vinculo epidemiolégico com
a deteccdo de genoma viral em amostras de cérebro de equinos
da area, além da interagdo temporal e espacial e o resultado
sorolégico positivo para EE no teste padrao-ouro dos animais
considerados doentes,

As amostras de sangue foram coletadas da veia jugular,
centrifugadas, conservadas em duplicata em nitrogénio liquido e
encaminhadas para o Instituto Evandro Chagas, em Belém/PA,
e para o Instituto Biolégico, em Sao Paulo/SP, para a realizagéo
dos testes de IH e SN, respectivamente.

O teste de IH foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Clark & Casals (1958) e adaptado para microplacas
conforme descrito por Shope (1963). Os soros foram testados
para detecgao de anticorpos inibidores da hemaglutinagédo em
um painel contendo os seguintes alfavirus: virus da Encefalite
Equina do Leste (EEEV), virus da Encefalite Equina do Oeste
(WEEV), virus Mayaro (MAYV) e o virus Mucambo (MUCV),
que é uma variante do virus da Encefalite Equina Venezuelana
VEEV. Foi considerado como ponto de corte (cutoff) a diluigdo
de 1:20, conforme padronizado pelo Instituto Evandro Chagas,
laboratério de referéncia nacional para arboviroses. As respostas
de anticorpos antialfavirus detectados nos equinos foram
classificadas em reagdo monotipica (RM), representadas por
aquelas amostras com titulo de anticorpos 21:20 para apenas
um alfavirus, e reacdo cruzada (RC), referente as amostras com
titulo de anticorpos 21:20 para mais de um alfavirus (Rodrigues
etal.,, 2010).

No teste de SN, os soros foram examinados contra o EEEV
segundo técnica descrita por Cunha et al., 2009 e foram
considerados reagentes os soros com titulo de anticorpos a
partir de 1:10. As amostras reagentes para o EEEV foram
testadas ainda para o WEEYV, objetivando a busca de possiveis
reagdes cruzadas e os trés animais reagentes ao teste para o
WEEYV foram descartados das analises.

O histérico vacinal dos animais contra as EE foi observado no
momento da coleta onde foi confirmado que todos os animais
que tinham histérico de vacinagao contra as EE, haviam sido
vacinados até sete dias antes da coleta de soro, e tinham
recebido somente uma dose de vacina. Estes animais foram
considerados “nao vacinados”, tendo em vista ndo possuirem
ainda memoria imunoldgica, pois o antigeno vacinal demora em
média 7 a 10 dias para ser modificado e preparado pelas células
apresentadoras de antigenos para que sejam reconhecidas
pelos linfocitos (Flores, 2007).

Para o calculo da prevaléncia clinica, foram considerados
os animais doentes com sinais clinicos compativeis com
EEE no momento do estudo. Para o calculo da prevaléncia
aparente, foram considerados os animais reagentes ao teste
de IH (triagem), e para o calculo da prevaléncia real, foram
considerados os animais reagentes ao teste de SN (Cunha et
al., 2009).
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Para analise dos resultados observados no IH em comparagéao
ao SN, foi utilizada uma tabela de contingéncia (2x2), a partir
da qual foram determinados a sensibilidade, a especificidade,
os valores preditivos positivo e negativo, e os Likelihood ratios
positivo e negativo (Sergeant, 2009).

Os dados obtidos foram confrontados pelo teste do Qui-quadrado
(X?) admitindo-se nivel de significancia (a) de 5% para rejeigao
da hipétese de nulidade (p< a). Para analise de concordancia
entre os testes diagndsticos, foi utilizado o indice kappa,
interpretado de acordo com Landis e Koch (1977). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o software EpiTools
(Sergeant, 2009).

Resultados e discussao

Dos 182 animais testados, 22 apresentavam clinica compativel
com EE na ocasido da coleta de sangue, o que determinou
uma prevaléncia clinica de 12,8%. Do total, 116 animais foram
positivos para o EEEV pelo teste de SN, demonstrando uma
prevaléncia real de 63,7%, e 99 foram positivos pelo teste de |H,
com uma prevaléncia aparente de 54,3% As altas prevaléncias
de anticorpos observadas demonstram a capacidade do EEEV
de causar epizootias de elevada magnitude, tanto pelo numero
de casos como pela grande area de abrangéncia, com elevado
numero de animais infectados, porém assintomaticos (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de amostras positivas e negativas para o
EEEV, segundo o tipo de teste, Paraiba, 2009

Teste
Soroneutralizagédo
Positivo Negativo  Total
Teste Positivo 90 9 99
Inibicdo Hemaglutinagédo Negativo 26 57 83
Total 116 66 182

Estudo realizado por Santos et al. (2010) na mesma area
registrou um surto envolvendo 74 equinos, com duragédo de
73 dias e letalidade de 48,6%. Os resultados deste estudo
corroboram com as informagdes apresentadas pelos autores
acima, demonstrando uma intensa circulagao do virus na area.

Considerando os 22 animais com clinica neuroldgica compativel
com a EEE, 86,3% (19/22) foram reagentes ao teste de IH e
95,5% (21/22) ao teste de SN. Estudo realizado por Pereira
et al. (1964) em Itaporanga/SP, com animais na fase aguda
da doenca, agonizantes, convalescentes e contactantes,
demonstrou presenga de elevadas taxas de anticorpos contra
o EEEV nos soros pesquisados, tanto no teste de IH como no
teste de SN, corroborando os achados de Romano-Lieber e
Iversson (2000), que classificam o teste de neutralizagdo como
a técnica soroldgica de maior especificidade para pesquisa de
anticorpos antiarbovirus.

Do total de animais testados neste estudo para o IH, 56,0%
(102/182) foram reagentes para alfavirus, e destes, 97,0%
(99/102) apresentaram anticorpos contra o EEEV, sendo que
38,4% (38/99) foram classificados como RM para o EEEV e
61,6% (61/99) foram RC para alfavirus. No caso de WEEYV,
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57,8% (59/102) foram reagentes, sendo que 98,3% (58/59)
foram considerados classificados como RC e uma reacgéo foi
monotipica (Rodrigues et al., 2010).

No presente trabalho, com relagdo a positividade para os
anticorpos do MUCV e MAYYV, a frequéncia observada foi de
16,7% (17/102) e 10,8% (11/102), respectivamente, sendo que
o MUCV apresentou duas RM, sugerindo a circulagéo deste
agente viral na area.

Heinemann et al. (2006), em Uruara/PA e Casseb (2010) no
Para, utilizando as técnicas de soroneutralizagéo e de IH,
respectivamente, encontraram prevaléncias de anticorpos em
equinos de 27,3% e 30,1% para o EEEV e 6,8% e 22,8% para
o WEEYV, respectivamente. Além disso, Casseb (2010) detectou
prevaléncia de 5,3% para o MAYV e MUCYV. Fernandez et al.
(2000), em estudo realizado no Parana, encontraram 13,6%
de prevaléncia de anticorpos contra o MUCV, enquanto nao foi
detectada presencga de anticorpos contra o MAYV por Pauvolid-
Corréa (2008) em Nhecolandia/MS, sugerindo a auséncia do
virus ou de vetores competentes na area estudada, ou ainda a
baixa atratividade destes por sangue de equinos.

Considerando os dados de prevaléncia de anticorpos para EEEV
disponiveis na literatura cujo teste diagndstico utilizado foi o de
SN, Monath et al. (1985), observaram 11,0% de prevaléncia de
anticorpos neutralizantes em equinos na Argentina. Fernandez
et al. (2000), no Parana, entre 1996 e 1999, encontraram
prevaléncia de 54,5%. Heinemann et al. (2006) detectaram
anticorpos neutralizantes de 27% em Uruara/PA; e Iversson et
al. (1993) e Pauvolid-Corréa et al. (2010) encontraram anticorpos
neutralizantes para o EEEV de 6,7% e 47,7%, respectivamente,
no Pantanal Mato-grossense. Cunha et al. (2009), em Sao Paulo,
entre 2004 e 2005, detectaram anticorpos para o EEEV em 16%
de suas amostras.

Os resultados deste estudo, juntamente com as prevaléncias
observadas por diversos autores em varias regides do Pais,
demonstram que a circulagdo do EEEV nao somente difere em
cada regido e aparentemente esta relacionada com a presenca
do virus, mas também com as caracteristicas ecolégicas do
vetor reservatoério e dos hospedeiros. Estes achados enfatizam
a importancia dos equideos ndo vacinados como animais
sentinelas para monitorar a circulagéo destes arbovirus.

No presente estudo, das amostras reagentes para EEEV pelo
teste de IH, 49,5% (49/99) apresentaram titulagdo =1:320,
e destas, 16,3% (8/49) apresentaram titulagao =1:1280,
considerada elevada se comparada ao cutoff estabelecido (1:20),
ou aos titulos observados por Pauvolid-Corréa et al. (2010),
sugerindo que a diferenca na titulagéo pode ter sido devido a
ocorréncia da epizootia no momento da coleta de soro.

Romano-Lieber e lversson (2000) destacaram que o teste de
IH é reconhecidamente sensivel para detecgéo de anticorpos
antiarbovirus, enquanto o teste de SN é altamente especifico e &
empregado no diagndéstico soroldgico como teste confirmatorio.
Desta forma, quando comparados os resultados obtidos no
IH com aqueles obtidos a partir da SN, encontrou-se uma
sensibilidade de 77,6% (90/116) e especificidade de 86,4%
(57/66). Os valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN)
foram de 90,9% (90/99) e 68,7% (57/83), respectivamente, o que
significa que a maioria dos animais positivos detectados pela
IH foram confirmados pela SN, sugerindo que o teste de IH foi
de grande valor para determinar a presenga de anticorpos do
EEEV na area estudada.



Ponderando a probabilidade de infecgdo em individuos com teste
positivo e teste negativo, o Likelihood ratio positivo encontrado
foi de 5,7 e o Likelihood ratio negativo foi de 0,26, sugerindo que
a probabilidade de um animal infectado ter o resultado positivo
no teste é 22 vezes maior no animal verdadeiramente infectado
do que no néo infectado. Os resultados também demonstraram
que a probabilidade de um individuo testado aleatoriamente ser
reagente no teste de |H foi de 45%, considerando a prevaléncia
clinica de cerca 12,8%, enquanto que a probabilidade de resultar
negativo foi de 4%.

Quando analisada a concordancia entre os testes, obteve-se o
indice de kappa de 0,605 (Landis e Kock, 1977), determinando
a existéncia de uma concordancia substancial entre os testes,
uma vez que dos 99 animais positivos no teste de IH, 90 foram
reagentes também no teste confirmatério, o que sugere que o
teste de triagem é importante para determinar a presenca da
circulagéo de anticorpos virais.

Observou-se, ainda, que a prevaléncia de anticorpos
neutralizantes (SN) foi maior entre os equinos, com 68,5%
(100/146), seguido dos asininos, com 46,7% (7/15), e muares,
com 42,8% (9/21). A utilizagdo de burros e mulas como animais
de carga na Paraiba é comum e permite inferir a possibilidade
de uma maior exposi¢ao destes animais aos mosquitos vetores
infectados. Este fato corrobora com o encontro de Cunha et al.
(2009), em estudo realizado no Vale do Ribeira, em Sao Paulo,
entre 2004 e 2005, que apontaram uma elevada prevaléncia
de anticorpos contra o EEEV em muares, devido a esta espécie
animal ser utilizada com frequéncia na coleta do palmito na zona
de mata da regido.

Do total de machos que participaram do estudo, 65,2% (60/92)
foram reagentes ao teste de SN contra o EEEV. Dentre as
fémeas, 60,4% (49/81) foram reagentes ao teste. Nao houve
associacao significativa entre o sexo do animal e a positividade
no teste (p>0,05).

Considerando os 168 animais com idade conhecida, observou-
se um aumento significativo dos animais
reagentes ao teste de SN com o avanco
da idade (Tabela 2), com associacéo
significativa entre a idade do animal (<1
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animais foram considerados “n&o vacinados”, tendo em vista que
ndo houve tempo habil para produc¢do de anticorpos vacinais
que pudessem interferir nos resultados laboratoriais. A vacina
contra EE utilizada na regido é recomendada a potros a partir
de trés meses de idade (trés doses com intervalos de duas a
quatro semanas entre as aplicagdes), e os titulos protetores séo
detectaveis a partir de 21 dias apds a administragédo da ultima
dose (Vencofarma, 2011).

Pauvolid-Corréa (2008), em inquérito realizado no Pantanal,
observou uma prevaléncia de anticorpos para EEEV de 47,7%
em animais nao vacinados e com mais de sete meses de idade
no momento da coleta do sangue, menor que a prevaléncia
observada neste estudo (65,4%; 89/136), quando comparados
animais da mesma faixa-etaria e mesmo estado vacinal,
sugerindo que a idade (tempo de exposi¢éo) € um fator de risco.

Avaliando a possibilidade de os animais com idade inferior a um
ano serem reagentes ao teste de SN devido a imunidade passiva
herdada da mae ou por terem sido vacinados até sete dias antes
da coleta do sangue, pode-se observar que dos 33 animais nesta
faixa-etéria, 17 (51,5%) haviam sido vacinados, e destes, 47,0%
(8/17) foram reagentes ao teste. Percentuais semelhantes foram
observados nos nao vacinados. Nao houve associagdo entre
ser reagente ao teste e uma possivel imunidade passiva dos
animais (RR=1; RA=0; p=1), e tampouco entre ser reagente ao
teste e ser vacinado (RR=1; RA=0; p=1), conforme ja descrito
por Bertone (2000). Isto sugere que os animais ndo adquiriram
imunidade materna ou vacinal, estando suscetiveis aos virus.

Considerando a utilidade dos animais, o maior percentual de
positividade foi observado nos animais de passeio, com 75,0%
(6/8), seguidos dos animais utilizados para a pratica de esportes,
com 68,0% (17/25), e para o trabalho, com 61,5% (48/78)
(Tabela 2). Por outro lado, quando se considera a positividade
por utilidade entre os animais reagentes, pode-se observar que
os animais de trabalho representaram 41,4% (48/116) do total
de animais positivos ao teste de SN, néo existindo associagédo

Tabela 2: Soroprevaléncia em equinos para o virus da Encefalite Equina Leste
(EEEV) detectada pelo teste de soroneutralizagdo (SN) durante um
surto clinico no estado da Paraiba, Brasil

ano em relagdo as demais categorias) € a
positividade no teste (p<0,05). Nao houve

iferenga sigficatva quancose considerou Amostades N s R
a positividade dentro de cada faixa etaria
(p>0,05). Idade
Considerando o estado vacinal dos animais, <1 ano 33 15 (45,5) 12,9
49,5% (90/182) foram vacinados contra
as EE été sete) dias antes da coleta de 1a5anos 67 48 (71.6) 41,4
sangue, com prevaléncias de anticorpos >5 anos 68 45 (66,2) 38,8
neutralizantes para EEE de 62,2% (56/90) NI 14 8 (57,1) 6,9
nos vacinados e de 62,3% (54/86) nos nado s

. ~ L Aptidao
vacinados. Ndo houve associagao entre
a vacina e a positividade ao teste (RR=1; Esporte 25 17(68,0) 14,7
RA=0; p>0,05) e isto se deve ao pouco tempo Passeio 8 6 (75,0) 52
entre a vacinagao e a coleta do sangue. Reprodugao 29 17 (58.,6) 14,7
Ponqerando as informagdes obtidas nas Trabalho 78 48 (61,5) a4
localidades, 47,2% (86/182) dos equinos
estudados nao tinham histérico de vacinagéo Outro 24 13 (54.2) 1.2
contra EE e o restante havia sido vacinado NI 18 15 (83,3) 12,9
até sete dias antes da coleta de soro, tendo 1o¢al 182 116 (63,7)

recebido somente uma dose de vacina. Estes
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entre ser positivo ao teste e a utilidade do animal (p>0,05). A
proporgdo de animais positivos foi maior entre os animais de
trabalho, seguido dos animais utilizados na pratica do esporte
e reproducéo, demonstrando haver diferenga significativa entre
as utilidades dos animais (p<0,05).

Por fim, os resultados observados a partir da comparagéo entre
os testes de IH e SN demonstraram que o primeiro pode ser um
teste indicado para detectar se ocorreu a circulagao viral, ndo
sendo o recomendado para determinar a magnitude da epizootia
e que o teste de SN é de fato o padrao-ouro como sugerido na
literatura (Cunha et al., 2009).

Esses achados, em conjunto com o ja observado por outros
autores, enfatizam a importancia das epizootias causadas por
doencas neuroinvasivas em equinos, e que sua vigilancia deve
ser usada como ferramenta preditora da ocorréncia de casos de
encefalites e/ou meningites virais em humanos, determinando,
desta forma, uma nova vigilancia para estas enfermidades.
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