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SECAO: VETERINARIA

/ NEFROSE IATROGENICA EM LEITOES

DAVID E.SN. de BARCELLOS', SANDRA M. BOROWSKI, NORMA C. RODRIGUES?, LUIZ C.B. FALLAVENA®,
GERSON MADRUGA*

RESUMO -~ O presente relato apresenta as principais caractetisticas clinicas e patolégicas de um surto de doenga cursando
com alta mortalidade, afetando leitSes submetidos ao regime de desmame precoce, ocorrido no periodo imediatamente posterior
ao desmame. Os sintomas presentes foram de diamréia, com sintomatologia nervosa antecedendo a morte. Na necropsia, as
lesdes mais marcantes foram no intestino (enterite) e rins (se apresentavam pélidos e aumentados de volume). O resultado dos
exames histopatolégicos e o histdrico do uso de injeg¢Ses de um produto aminoglicosideo (suifato de gentamicina) numa
dosagem aproximadamente tr8s vezes superior A recomendada, permitiu o diagnéstico de nefrose iatrogénica. A idade’ precoce
dos animais afetados ¢ a desidratagio provocada pela diarréia seriam fatores predisponentes ao problema.

Palavras-chave: Suino, intoxicagiio, nefrose, gentamicina.
JATROGENIC NEPHROSIS IN PIGLETS

ABSTRACT - In the present report, we describe the main clinical and pathological characteristics of a disease with high
mortality, affecting early-weaned piglets. The symptoms were diarrhoea and nervous symptoms preceding death. At post
mortem examination, the main lesions were observed in the intestinal tract (enteritis) and kidneys {pale and swollen). The
results of histopathological examination and the use of injections of an aminoglycoside product (gentamicin} in a dosage
about three times above recommended levels suggested a diagnosis of iatrogenic nephrosis. The early age of affected animals
and the severe dehydration caused by diarrhoea could be interpreted as predisposing factors.

Key words: Pigs, Intoxication, Nephrosis, Gentamicin.

INTRODUGAO

O uso de antibi6ticos aminoglicosideos na terapeuti-
ca em suinocultura deve ser efetuado com cautela. Se de
um lado as drogas desse grupo apresentam polente agio
teraplutica e atividade bactericida de amplo espectro, de
outro possucm um potencial WOxico muito significativo.
Ess¢ manifesta-se por trés sindromes primrios:
nefrotoxicose, danos ao 8° par de nervos cranianos ¢ blo-
queio neuromuscular (THOMSON, 1990). Entre esses efei-
tos, 0 dano ao parénquima renal € o mais comum e severo

¢ a gentamicina ¢ a que apresenta maior nefrotoxicidade
entre as drogas do grupo (CONZELMAN, 1980).

A gentamicina danifica os tibulos proximais, rever-
sfvel ou irreversivelmente, dependendo de fatores como
dose e duragfio da exposigho. A idade do animal também
exerce influéncia, pois em algumas espécies (cdes e
eqilinos), a sensibilidade € maior nos jovens. Outros fato-
res capazes de aumentar a suscetibilidade A intoxicag3o
incluem a desidratagio (como se verifica nos casos de di-
arréia) e a insuficiéncia cardfaca congestiva (BENITZ, |
1984). 7

-
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Em ratos, efeitos clinicos evidentes podem scr ob-
servados por exposicio a doscs moderadas da droga
(20,0 mg/kg) por sele a dez dias (RIVIERE e COPPOC,
1981). O quadro de intoxicagdo inicia-se com o actimulo
da droga no par€nquima renal, isso sendo facilitado pelo
fato de que 90% da mesma ¢ climinada por filtragio
renal, A partir daf, ocorre dano aos tibulos contorcidos
proximais e, secundariamente, lesdo intersticial, Os lo-
cais de ligacio do antibiStico sdo os fosfolipideos da
membrana celular do epitélio dos tibulos contorcidos
proximais. O mecanismo exato da leso € pouco claro,
aparentemcente envolvendo alteragbes na estabilidade das
membranas dos lisosomas e inibigdo intracelular de
fosfolipfdeos (THOMSON, 1990).

Em uma revisio da bibliografia disponivel sobre
afarmacoteraputica da gentamicina, niio foram ¢ncon-
tradas referéncias relativas A suscetibilidade ou doses
toxicas para sufnos.

O presente relato apresenta as caracteristicas de
caso clinico de nefrose consccutiva A injegio de doses
anormalmente elevadas de um produto aminoglicosideo
(gentamicina), usada para tratar lcitdes com diarréia em
granja no Estado do Rio Grande do Sul.

DESCRICAO DO CASO

O problema ocorreu numa creche de sistema de
criagiio de desmame precoce. (s animais foam recebi-
dos nesse local ap6s o desmame, sendo esse wltimo re-
alizado entre 0ito a dez dias de idade. As creches eram
de piso compacto, com presenga de estrutura scmife-
chada (escamoteador) na drea frontal.

A mortalidade dos leitﬁcs"m\_ria aumentado na épo-
ca fria do ano (julho). Os sintoma$ mais relevantes fo-
_ram de diarr¢ia e, pelo exame de maleriais remetidos ao

laboratdrio nessa ocasido, foi obtido um diagndstico de
colibacilose. A amostra isolada foi sensfvel 3 combina-
¢iio sulfa/rimetoprim. A medicagio dos leitdes no inf-
cio da apresentagio dos sintomas com esse
antibacteriano mostrou-se eficicnte por um periodo curto
de tempo. A partir daf, progressivamenie, notou-s¢ um
recrudescimento da mortalidade, Suspeitou-se da inflo-
éncia do frio em predispor s infecgBes intestinais que
estavam ocorrendo na granja, sendo providenciado re-
for¢o de aquecimento e colocagio de camada espessa
de maravalha na 4rea frontal das baias. Apesar dessas
medidas, o problema continuou s¢ agravando. Passou-
se entio a medicagdo com injegdes de sulfato de
gentamicina (aproximadamente 20,0 mg/kg, por via
subcuténea, por trés dias); a situagio continuou pioran-
do. Na semana da coleta dos malgriais para os exames
laboratoriais, 0 quadro havia atingido particular gravi-
dade. Dos 52 leitdes pertencentes ao Gltimo lote chega-
do as creches, 51 morreram. Qs sinais clfnicos inicia-
vam entre ¢ 2° ou 3° dias ap6s a transferfneia dos lei-

12

6es e consistiam de diarréia aquosa, em alguns casos
com caracterfsticas hemorragicas. Nos dias subsegiicn-
tes ao inicio da diarréia, 0s leites mostravam-se ap4ti-
cos, recusando-se ou apresentando dificuldades cm se
alimentar, sendo freqiiente o aparecimento de vomito.
Na fase terminal, alguns leitdes apresentavam sintomas
de incoordenag¢io motora e, com menor freqiiéncia,
outros sinais nervosos. Nao foi possivel relacionar a
alimentacdo (leite em pé dilufdo) com as diarréias. Numa
consulia ao fabricante do leite em pd em uso, ndo cons-
tava que o produto estivesse causando problemas, pois
foi vendido também para o consumo humano. ‘

- Foram remetidos ao laboralério ¢inco leitdes para
arcalizagio de necropsia e coleta de maleriais para ¢xa-
mes bacteriolégico e histopatolégico.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

As lesdes mais consistentes observadas 4 necropsia
foram de desidratagio, gastrite, enterite catarral ¢ pre-
senga de conteddo liquido nos intestinos delgado e gros-
so. Em alguns casos constatou-s¢ dreas hemorrigicas
no jejuno. Os rins estavam discretamente aumentados
de volume e exibiam a superficie palida .

O exame bacterioldgico do conteddo intestinal
mostrou, em todos os casos, crescimento significativo
de Escherichia (E.) coli enterotoxigénica. O antibiogra-
ma revelou resisténcia 2 gentamicina, danofloxacina,
icido oxolfnico, apramicina e cloranfenicol, e sensibi-
lidade & colistina,

O exame histopatolégico mostrou nos rins, hemor-
ragias focais, 4reas de fibroplasia intersticial, presenca
de cilindros hialinos, dilatagio dos tibulos contorcidos
distais ¢ alteragdes nos tibulos contorcidos proximais,
que variavam de lesGes degenerativas a necréticas. O
epitélio dos tibulos contorcidos proximais mostrava
aspecto granular ¢ intensa eosinofilia. Foram obscrva-
das também lesdes de enterite, gastrite e congestio ce-
rebral.

O quadro descrito parece indicar que o problema
central tenha sido uma infecgo por E. coli, responsa-
vel pelos sinais de diarréia que ocorriam a partir do 2°
dia apés a chegada na granja. O frio prevalente nessa
época do ano, aliado ao estresse do transporte e 4 perda
de anticorpos que foram veiculados passivamente pelo
leite da porca seriam fatores predisponentes. A amostra
bacteriana isolada seria extremamente virulenta, além
das alterages secretdrias comuns i colibacilose nessa
idade, seria provédvel que estivesse ocorrendo um ata-
que as vilosidades intestinais {mecanismo
enteropatogénico). Isso explicaria a grande congestiio e
hemorragia presentes em alguns casos. Altemativamen-
te, as lestes de gastrite € hemorragia intestinal poderi-
am ser explicadas pela uremia, conseqiiente A disfungiio
renal grave (como a presente no caso atual). A amostra

PESQ. AGROP. GAUCHA, v.4,n.1, p. 11-13, 1998
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era resistente & gentamicina, daf a falta de resposta ao
tratamento. A dose de gentamicina usada (20,0 mg/kg)
era aproximadamente trés vezes superior i recomenda-
da para a terap&utica usual de Icitdes (que se situa entre
5,02 8,0 mg/kg) (3). A desidratagio dos mesmos pode-
ria estar contribuindo ao gquadro de intoxicagio.

Pela inexisténcia de dados sobre 0s niveis capazcs
de intoxicar sufnos, a hipétese de intoxicagdo nao pode
ser totalmente comprovada, cmbora as lesdes
histopatoldgicas tenham sido semelhantes as descrilas
na literatura em casos de intoxicagio por gentamicina
em outras espécies (RIVIERE ¢ COPPOC, 1981,
THOMSON, 1990), Cabe também ressaltar as condiges
especiais em gue ocorreu © problema, em leitdes desma-
mados em idade muilo precoce, injegdo da droga em do-
ses aproximadamente 3 vezes superiores a preconizada €
ocorréncia simultanea de desidrata¢io. Estudos de intoxi-
ca¢fio experimental em leitdes poderiam contribuir para
uma melhor compreenso desse tipo de patologia.

CONCLUSOES

No diagndéstico diferencial das causas de mortali- .

dade em leitdes reeém- desmamados deve ser considera-

PESQ. AGROP. GAUCHA, v.4,n.1, p. 11-13, 1998

da a possibilidade da intoxicac¢io por aminoglicoside-
os. Esse tipo de suspeita merece especial consideragfio,
no caso de serem detectadas lesocs renais macroscopi-
cas ¢ microscopicas, associadas a quadro de desidrata-

clio.
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EPIDERMITE EXSUDATIVA EM REPRODUTORAS SUINAS
DAVID E. S. N. de BARCELLOS', SANDRA M. BOROWSKE, ANA LUCIA STEPAN?, NORMA C. RODRIGUES*
RESUMO - No presente relato, sdo descritas as caracteristicas clinicas c patolégicas de caso de epidermite exsudativa em
porcas adultas. A apresentagio da doenga em animais desse idade ¢ muito rara, existindo poucos relatos de condigdes
semelbantes na litcratura. As caracter{sticas lesionais encontradas diferiram significativamente de alguns registros anteriores.
Falavras- chave: Suino, doenga, pele, epidermite exsudativa, Staphylococcus hyicus.

CLINICAL CHARACTERISTICS OF EXSUDATIVE EPIDERMITIS IN SOWS

ABSTRACT - In the present report, we describe the clinical and pathological characteristics of exsudative epidermitis in
sows. Reports of this disease in adult pigs are rare; there are very few publications of similar cases. The lesions observed in

the affected animals were substantially different from previous reports.

Key words: Skin diseases of pigs, exsudative epidermitis, Staphylococcus hyicus.

INTRODUGCAO

Uma forma de dermatite seborréica generalizada
de leitdes de maternidade € conhecida como Epidermite
Exsudativa ou Eczema Umido. Ocorre com maior fre-
qii¢ncia cm animais com 2 a4 semanas de idade, numa
forma clinica que se caracteriza por lesdes cutdneas ge-
neralizadas e com menor freqiiéncia, por lesdes renais,
No Brasil, a primeira descrigio foi de WENTZ ¢
MEINCKE (1975). Posteriormente, BARCELLOS et
al. (1975} isolaram o agente (Staphylococcus Ryicus) ¢
reproduziram pela primeira vez a doenga no nosso meio.
O agente ¢ um coco Gram positivo que faz parte da
flora normal da pele dos sufnos, e sfo considerados como
fatores importantes ao desencadeamento do quadro cli-
nico-a presenga de ambiente contaminado com a bacté-
ria ¢ uma solugdo de continvidade na pele do leitdo
(PENNY,1981). '

Além dessa forma generalizada em leitées
lactentes, um outro tipo de apresentagdo menos fre-
qiicnte € uma infecgdo que ocorre nas primeiras se-
manas que se seguem ao desmame. As lesdes presen-
tes sdo crostosas e circularcs, localizadas predo-
minaniemente na cabeca ¢ flancos. Um fator
predisponente importante nessa forma de apresen-
tagdo sdo os ferimentos conseqiientes as brigas en-
tre os leitdes, na fase de adaptagdo i creche. As ca-
racteristicas detalhadas de um surto desse tipo no
nosso meio foram descritas por BARCELLOS et al.
(1989).

Um terceiro tipo de apresentagdo da epidermite
exsudativa € a infecglio em animais adullos. Registros
desse Lipo de infecgfio sfio muito raros, TAYLOR (1993)
afirma que nessa idade a docnga varia em severidade,
ocorrendo como lesdes localizadas na parte externa dos
membros posteriores ou no flanco. As lesdes presentes
s30 4rcas de epidermite exsudativa amarronzadas, em
alguns ¢asos com presenga de uloe"raqﬁes Numa outra
descrig¢do desse tipo de infecgio (PENNY 1981), as le-
sdcs presentes foram caracterizadas por crostas escuras
iniciando na parte postcno: do pescogo, disseminado
para cima na diregfio da coluna vertebral €, cm casos
severos, cobrindo todo o corpo .

O presente relato apresenta as caracterfsticas de
caso clinico de epidermite exsudativa afctando porcas
adultas no Rio Grande do Sul.

 DESCRICAO DO CASO

] problemh foi apresentado em granja de porte
industrial de 4rca criatéria do Rio Grande do Sul, afe-
tal')do trés matrizes. Nas instalages, foi observado que
o piso.das celas parideiras cra compacto de concrelo ¢
as condigdes higiénicas do mesmo néo eram boas, com
muita umidade ¢ ‘acimulo de detntos em determmados
lOCﬂlS Os primeiros ‘dois casos foram observados 8i-
multancamcme c¢m duas fémeas dc 3% ¢ 4* gestagies, ¢ 0
(&1ceiro caso numa fémea de 7* gestagio. N

Clinicamente, 0 achado foi a presenca de crostas
mais evidentes na irea inguinal. Essas se espalhavam

1. Méd. Vet., M.Sc. - Prof, da Faculdade de Veterindria da UFRGS e FFFCMPA, Av, Bento Gongalves 9090, 95140-000 Porio Alegre —~ RS/BRASIL.,
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bilateralmente, desde o nivel do dltime par de tetos
inguinais até o 4° par de tetos peitorais no caso mais
grave; nos outros dois, at€ o 2° par de tetos. As lesdes
tendiam a ser confluentes, na forma de uma crosta dni-
ca com grande extensdo e a-presenga de algumas cros-
tas secunddrias pequenas em dreas periféricas, Figura
1. A base dos mamilos se encontrava recoberta por cros-
tas, mas as pontas se apresentavam livres, Figora 2. O
aspecto era seco e duro e a coloragfio marrom-escura.
Nio foi verificado prurido ou quaisquer outras mani-
festacSes de doenca sistémica. A lactagio parecia ser
normal, com o0s leitdes mostrando bom estado. Nio fo-
ram registrados casos da doenga nos leitdes, com exce-

¢do de uma leitegada, onde trés leitdes com 15 dias de’

idade, de um lote de dez, apresentavam lesdes cutineas
tipicas de epidermite exsudativa.

FIGURA 1 - Lesoes confluentes, em forma de cros-
) tas

FIGURA 2 - Lesoes crostosas na base dos mamilos

Foram coletados fragmentos de crostas para exa-
me bacteriolégico conforme técnicas de isolamento e
classificagdo descritas por COWAN (1975). O antibio-
grama foi realizado com o uso da técnica de difusdo em
disco conforme STOKES e WATERWQTH (1972), com
as seguintes discos e concentragSes: penicilina, 10 UT;
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furazolidona, 300mg; gentamicina, 10 mg; acido
oxolinico, 30 mg; tetraciclina, 30 mg; cloranfenicol, 30
mg.

Foi realizada hidpsia na periferia das dreas afeta-
das, sendo o material fixado em formol a 10%, proces-
sado segundo técnicas rotineiras e corado pela
Hematoxilina-Eosina (PENNY,1981) e examinado ac
microscdpio dptico .

RESULTADOS E DISCUSSAO

A semeadura por impressao da parte inferior das
crostas em placa de agar-sangue (com sangue
desfibrinado de ovino) demonstrou crescimento puro
de coldnias esbranquigadas, nio hemoliticas. Os testes
bioquimicos das mesmas permitiu a classificagdo como
Staphylococcus hyicus. Os antibiogramas de cinco cul-
tivos bacterianos isolados de diferentes coletas mostra-
ram que todas as cepas eram sensiveis 4 penicilina,
gentamicina e furazolidona. )

As lesdes observadas no exame histopatoldgico
foram de erosdes, pustulas, espongiose, acantose e pre-
senga de células inflamatérias na derme.

As fémeas afetadas foram tratadas com produto a
base de penicilina na dose de 20.000 Ul/kg durante 5
dias. A partir do 6° dia apds o inicio do tratamento ini-
ciou o desprendimento das lesdes, com cura completa
num periodo médio de 15 dias.

Com base nos achados clinicos, bacterioldgicos e
histopatoldgicos e a resposta & medicagdo usada, foi
concluido o diagnostico de epidermite exsudativa.

No diagnéstico diferencial dessa patologia, as le-
sOes que mais se assemelham a esse quadro seriam aque-
las causadas por queimadura com cal ou as dermatites
cdusticas provocadas por desinfetantes. Ndo havia evi-
déncia desse tipo de associagiio no presente caso. O
ambiente vimido e contaminado, bem como a presenga
simuitinea de casos clinicos em leitdes de uma leitegada,
sugere a-presenca, na granja, de cepas toxigénicas do
Staphylococcus hyicus, causador da doenga. E possivel
que a porta de entrada para a infecgfio das fémeas tenha
sido ferimentos produzidos pelo leitdo durante a esti-
mulagio para a mamada, pois esse tipo de ferimento
tende a ser mais fregiiente exatamente na drea dos tetos
posteriores, que em geral apresentam uma produgdo
menos abundante de leite do que os tetos anteriores.

As lesdes encontradas diferiram em localizagdo
daquelas diagnosticadas nos poucos registros enconira-
dos na literatura (PENNY,1981; TAYLOR,1993 ).

CONCLUSOES
No grupo de doengas a serem consideradas para o
diagnéstico diferencial de lesdes cutineas crostosas lo-

calizadas na 4rea inguinal em porcas adultas, deve ser
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EPIDERMITE EXSUDATIVA EM REPRODUTORAS SUINAS -

considerada a possibilidade de infecgio por Staphylo-
coccus hyicus (epidermite exsudativa),
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SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DE AMOSTRAS DE Pasteurella multocida
ISOLADAS DE SUINOS COM PLEURITE

ANA L. STEPAN?, DAVID E. S. N. de BARCELLOS?, SANDRA M. BOROWSKI?

RESUMO - Sio apresentados os resultados de sensibilidade “in vitro” a 8 antimicrobianos testados de 98 amostras de
Pasteurella multocida, isoladas de pulmdes de suinos com pleurite, abatidos em 4 frigorificos do Estado do Rio Grande do
Sul. O objetivo € o de auxiliar na escolha de principios ativos a screm usados no controle dessas enfermidades respiratérias.
Os menores indicés de resisténcia ocorreram frente ao dcido oxolinico (2,1%) ¢ ciprofloxacina (4,2%}), sendo que os maiores
percentuais de resisténcia foram observados frente a sulfazotrim (84,7%) e gentamicina (81,7%). Todas as cepas foram
sensfveis pelo menos a dois entre os antimicrobianos testados. E discutida a importincia terapButica dos resultados obtidos.

Palavras-chave: Pasteurella multocida, controle, antimicrobiano, suino.

ANTIMICROBIAL SENSITIVITY OF Pasteurella multocida
STRAINS ISOLATED FROM PLEURITIS IN PIGS

ABSTRACT - We present the results of sensitivity tests of 98 strains of Pasieurella multocida against 8 antimicrobials. The
bacteria derived from pig lungs with pleuritic lestons, collected in 4 slaughterhouses in the State of Rio Grande do Sul, Brazil.
The objective of the present report was to assist in the choice of antimicrobial products to control respiratory diseases in pigs.
The lowest resistance rates were observed with oxolinic acid (2.1%) and ciprofloxacyn {4.2%), and the highest resistance
rates with sulfazotrin (84.7%) and genlmﬁycin (81.7%). All strains werce sensitive at least against two drugs. We discuss the
therapeutic relevance of the present results.

Key words: Pasteurella multocida, control, antimicrobials, pig.

INTRODUCAO

A Pasteurella multocida (Pm) é o agente etiolégico
de uma série de doengas em varias espécies animais de
interesse econdmico. Nos sufnos € um habitante nor-
mal da cavidade nasal ¢ um dos agentes clioldgicos da
Rinite Atrdfica, em associagiio com a Bordetella
bronchiseptica (DE JONG et al., 1984). A Pm também
pode produzir pleurite fibrinosa e broncopneumonia
purulenta (FARRINGTON, 1986). Nos dltimos anos,
muitos autores tém reportado isolamentos dessa bacté-
ria de pulmdes de suinos em varios pafses (PLJOAN et
al.,1984; FALK etal., 1991). A doenga afeta principal-
mente animais nas fases de crescimento e engorda e além
dos prejuizos causados pelas condenagGes, interfere na
produtividade, pois reduz o ganho de peso € piora a
conversio alimentar. Segundo TAKOV et al. (1984) para
cada 1% de comprometimento do parénquima pulmo-
nar do sufno observado ao abate, perde-se 1 a 2 dias
para atingir o peso final,

No controle das doengas respiratérias dos suinos,
além das medidas profilaticas que envolvem corregdes
ambientais € de manejo, a terapia antimicrobiana tem

se apresentado como uma medida complementar essen-
cial. No entanto, para a sua realizagfio, ¢ preciso que se
determine o espectro de sensibilidade do agente frente
aos diferentes antibidticos e quimioterdpicos disponi-
veis no mercado. Como existem defici@ncias de acesso
i assisténcia laboratorial na maioria das 4reas de cria-
¢do do pafs, esse recurso muitas vezes & inexistente,
Nesses casos, 0 conhecimento da atividade de diferen-
tes antimicrobianos contra amostras isoladas de surtos
ocorridos na regido onde s¢ pretende realizar o trata-
mento, pode servir como um indicador, auxiliando na
selecdo.

A sensibilidade “in vitro” da Pasteurella multocida
tem sido detcrminada em diversos paiscs, os resultados
sugerem uma ampla variagio regional, mas com padriles
coincidentes para alguns princfpios atives. Por exem-
plo, trabalhando com 80 amostras de Pm isoladas de
pulmdes com pneumonia de sufnos na Tailindia, AHN
e KIM (1994) observaram que todas foram sensiveis A
ciprofloxacina e a maioria foi resistente 4 sulfametoxina.
AWAD-MASALMEH et al. (1994), analisando 160
amostras de Pm isoladas de pulm&es pneuménicos de
sufnos na Auslria, obscrvaram baixa resisténcia ao
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cloranfenicol, tetraciclina e sulfametoxazol + tri-

metoprim. Nio foram encontrados na literatura consul-

tada registros sobre padrdes de sensibilidade “in vitro”
de amostras de Pasieurella multocida isoladas em nos-
SO meio.

No presente trabalho, foi avaliada pela técnica da di-
fusdo em disco a sensibilidade “in vitro” de amostras de
Pm, isoladas de pulmocs com lesdes de pleurite, amostrados
em frigorificos no Rio Grande do Sul, frente a vérios prin-
cipios ativos de antibidticos € quimioterdpicos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 98 amostras de Pm isoladas a
partir de 230 pulmdes coletados em 4 frigorificos loca-
lizados em 3 diferentes zonas criatérias do Rio Grande
do Sul (Alto Uruguai, Serra e Vale do Taquari).

O isolamento da bactéria foi efetuado conforme
PIIOAN et al. (1984). Uma pequena porgio de aproxi-
" madamente 1 ¢m® de pulmdo com lesiio tipica foi
flambada com 4lcool, cortada ¢ ap6s foi feita uma im-
pressdo em meio de gar com 5% de sangue ovino, ¢m
meio de Rutier, { RUTTER et al., 1984) e em 4gar Mac
Conkey ¢ incubadas por 18 horas a 37 °C. Também 0,5
ml de suspensdes desses fragmentos de pulmio em meio
BHI foram inoculadas em camundongos de 21 dias de
idade por via intraperitoneal. Foram analisadas as cold-
nias obtidas nos cultivos diretos em placa ¢ a partir da
semeadura do figado dos camundongos mortos em meio
contendo sangue ovino a 5%, As coldnias suspeitas, isto

¢, circulares, com 1 a 2 mm de didmetro , sem hemdlise, .

sem crescimento em dgar Mac Conkey, e que 4 colora-
¢do de Gram se aprescntaram como cocobacilos Gram
negativos foram submetidas a provas bioquimicas, con-
forme descrito em COWAN (1975)

O antibiograma foi realizado em agar Mueller-
Hinton com o uso da técnica de Kirby-Bauer, modifica-
da por STOKES ¢ WATWERWOTH (1972). Os seguin-
tes discos foram usados, nas concentragdes indicadas:

gentamicina, 10 mg; canamicina, 30 mg; suifazotrim,
25 mg; 4cido oxolinico, 30 mg; tetraciclina, 30 mg;
cloranfenicol, 30 mg, ciprofloxacina, 5mg;
danofloxacina, Smg.

A selegdo dos discos foi baseada no cnténo da
disponibilidade comercial em nosso meio dos principi-
o0s ativos, como produtos em forma compativel para o
controle das infecgGes respirat6rias causadas pela Pm.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados do teste de sensibilidade das amos-
tras de Pm frente aos 8 principios ativos testados séo
apresentados na Tabela 1 ¢ Figura 1. Nenhuma das ce-
pas se mostrou resistentc a 100% dos antimicrobianos
testados. Apenas uma cepa (1,03%) foi sensfvel a todos
os antimicrobianos. Todas as cepas (100%) foram sen-
siveis a no minimo duas drogas. Nos antibiogramas re-
alizados, observou-se alta resisténcia das cepas frente 2

* canamicina (72,45%), gentamicina (81,63%) ¢ sulfazo-

trim (84,69%). Frente ao 4cido oxolinico, ciprofloxaci-
na, cloranfenicol, tetraciclina ¢ danofloxacina foram
observadas taxas de resisténcia inferiores a 30,0%. Os
resultados diferiram parcialmente dos obtidos por
CORBOZ ¢t al. (1992), que obtiveram os melhores re-
sultados em termos de sensibilidade para o cloranfenicol
¢ gentamicina.

E importante salientar que fatores adicionais 4 sen-
sibilidade no laboratério irdo determinar o sucesso ou
falha da antibioticoterapia. LARSEN ¢ SOGARD
(1981} citam como exemplo a solubilidade, absorgéio,
toxicidade, distribui¢fo ¢ excregiio dos antimicrobianos .
no corpo do animal.

A explicagdo para o alto grau de resisténcia a de-
terminadas drogas (como sulfazotrim, gentamicina e
canamicina} ndo pode ser obtida pela anélisc dos dados
obtidos. Entretanto, pode-s¢ especular que haja relagao
com 0 uso freqiiente destas drogas na prevengiio efou
tratamento das darréias em nosso meio.

TABELA 1 — Niimero e percentagem de cepas de Pasteurella multocida resistentes e sensiveis aos

antimicrobianos testados
TIPOS DE. . N° AMOSTRAS N° AMOSTRAS N° AMOSTRAS
AN'I'IMICR(_)BIANOS TESTADAS RESISTENTES (%) SENSfVE[S (%)
AC. OXOLINICO ‘ 97 . 02 (02,06) 95 (97,94)
CIPROFLOXACINA 96 04 (04,17) 92 (95.83)
CLORANFENICOL 98 15 (15,31) 83 (84,69)
TETRACICLINA 97 28 (28,87) 69 (71,13)
DANOFLOXACINA 97 . - 29(29.90) . 68 (70,10)
CANAMICINA ) 98 71 (72,45) 27 (21,55)
GENTAMICINA N T . 98 _ 80 (81,63)‘ 18 {18,37)
SULFAZOTRIN - 98 83 (84,69) 15 (15,31)
20 PESQ. AGROP. GAUCHA, v.4, n.1, p. 19-22, 1998
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SULFAZOTRIN 15,31
GENTAMICINA 18,37
CANAMICINA
DANOFLOXACINA
TETRACICLINA
CLORANFENICOL
CIPROFLOXACINA
AciDo oxoLINIcO :
RS ‘Mw .4
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% DE AMOSTRAS SENSIVEIS

FIGURA 1 — Percentagem de amostras de Pasteurella multocida sensiveis aos antimicrobianos testados

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho podem
servir como uma amostragem da resisiéncia da Pm nas
cepas estudadas, uma vez que as amplas variagGes en-
contradas ndo permitem a sua gencralizagfio, Dessa for-
ma, seria recomendével a coleta de materiais e anilise
da resisténcia a partir das baclérias isoladas de cada sur-
to, para permitir uma decisfio correta sobre qual a me-
lhor estratégia de tratamento a ser adotada,
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INFLUENCIA DO USO DE ASPERSOES COM DESINFETANTE SOBRE A OCORRENCIA
DE TOSSE E ESPIRROS EM SUINOS DE TERMINAGCAO

DAVID E.S.N. de BARCELLOS', SANDRA M. BOROWSKE, VERA WALD!

RESUMO - A criagiio de sufnos confinados gera um aumento na ocorréncia de doengas respiratorias, principalmente pelo
aumento da exposi¢iio dos animais a agentes patogénicos e pela deterioragiio das condigbes ambientais. Entre as medidas
preventivas para o problema, tem sido descrito como eficiente o uso de aspersio com desinfetantes, visando a precipitacio da
poeira ¢ a inativagiio da flora microbiana em suspensiio no ar. No presente trabalbo, foram realizados 7 experimentos com
lotes de suinos na fase de terminagiio com o uso da aspersio de diferentes diluigdes do desinfetante Digluconato de Clorhexidina
em dois regimes de aplicagiio (a cada 24 ou cada 48 h). Para estimar a eficiéncia dos tratamentos, foram medidos dois indices
clinicos (freqiiéncia de tosse ¢ de espirros). Através da andlise estatfstica dos resultados, realizado pele andlise da vanineia,
se concluiu que: a) com relaglio A contagem de espirros, as aspersdes a cada 24 h causaram em 6 dos 7 experimentos uma
redugdo significativa dos sinais clinicos. J§ com a aplicagio a cada 48 b, o tratamento foi eficiente apenas com o produto mais
concentrado pois, com excegdo de um teste na diluigdo de 1:500, a redugiio 56 apareceu com o uso das menores diluigdes,
1:250. b} com relagfio & contagem de tosses, o uso de uma diluigio muito alta (1:1800} néo funcionou nem com intervalo de
24 ou de 48 h. Com excegio de um experimento (diluigio 1:250 a cada 24 h), lodas as outras diluigdes nos 2 esquemas de
aplicagfio foram eficientes. Com base nesses dados, pode ser concluido que para o controle da sintomatologia de espirros,
poderiam ser usadas diluigdes até 1:500 a cada 24 ou 48 h. Para o controle da sintomatologia de tosses os melhores resultados
poderiam ser esperados com o uso da diluigdo de 1:500 a cada 24 ou 1:250 a cada 48 h.

Palavras-chave: Suino, doenga respiratdria, controle, aspersdo, desinfetante.

INFLUENCE OF SPRAYING WITH DISINFECTANTS ON SOME CLINICAL INDEXES
IN PIG PRODUCTION

ABSTRACT - The use of intensive pig production systems tends to increase prevalence and severity of respiratory discases,
directly correlated with increased exposure to infectious agents and worsening of environmental conditions. Among suggested
control measures, the usc of aerosols of disinfectanls was shown to be effective. Its use objectives dust precipitation and
bacterial flora inactivation. In the present work, 7 experiments were carried out using finishing pigs subjected to spraying
with different dilution of a disinfectant (Clorhexidine), at 24 or 48 hour intervals. To assess the efficiency of the irealments,
two clinical indexes were measured: sneeze and cough counts. Through statistical analysis, the main conclusions drawn from
the results were: a) regarding cough counts, aspersion at 24 hour intervals resulted in a significant reduction in symptoms in
6 out of 7 groups. In the 48 hour groups, only the concentrated solution was efficient. In this case, excepting one treatment
with 1:500 dilution, a decrease in symptoms was only observed at the lowest dilution, 1:250. b) Regarding snceze counts, the
use of the highest dilution (1:1800) didn’t work al 24 or 48 hour intervals. Excepting one group (1:250 at 24 hour interval), all
dilution in the 2 regimes of use (24 or 48 h) were efficient to reduce symptoms. Based in these data, it is concluded that
symptoms of sneeze could be reduced using dilutions up to 1:500 every 24 or 48 hours. To cough control, the best results
could be expected using a 1:500 dilution every 24 hours or 1:250 every 48 hours.

Key words: respiratory diseases, control, disinfectant sprays, pigs.

INFRODUCAO

A criagfio de sufnos em sistcmas intensivos impli-
ca, em muitas ocasides, numa superpopulagio das ins-
talages € em movimentago restrita do ar, gerando con-
digdes favordveis 4 difusio de agentes patogénicos. Ao
serem criados animais nessas condigdes, as perdas pro-
dutivas por mortalidade ou redugo na taxa de cresci-
mento sfio considerdveis, (DERBISHIRE,1971).

Quando existe uma densidade animal excessiva
numa instalagfio ou no caso de movimentagéo insufici-
ente de ar, criam-s¢ condigdes favordveis para a trans-
missdo de agentes patogénicos entre animais doentes e
sadios. E geralmente aceito que 0s microorganismos se
movimentam através do ar, no nicleo de particulas if-
quidas (na forma de aeross6is) ou na poeira,
(DONALDSON, 1978). Nas granjas de sufnos, esse tipo
de transmissdo assume importincia em determinadas

1. Méd. Vet., M.Sc. — Prof. da Faculdade de Veterindria da UFRGS ¢ FFFCMPA, Av. Beato Gongalves 9090, 95140-000 Porto Alegre — RS/BRASIL.
2. Méd. Vet., M.5c.- FEPAGRO/Centro de Pesquisa Veterindria Desldério Finamor, Estrada do Conde 6000, Caixa Posta} 47, 92990-000 Eldorado do Sul RS/

BRASIL e FFFCMFA
Recebido para publicagio em 25/11/1997.
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infecgBes respiratdrias como, por exemplo, a pneumo-
nia micopldsmica, pasteurelose pulmonar e pleuropneu-
monia causada por Actinobacillus pleuropneumoniae.
Nas infecgGes com origem aerdgena, a dose
infectante na maioria dos casos determinard a ocorrén-
cia ou n3o da doenga € a sua gravidade. Dessa forma, as
perdas determinadas, pelas mesmas, podem ser
minimizadas, se for mantida baixa a exposi¢do dos ani-
mais a0s patdgenos presentes no ar, Entre as medidas
que podem ser usadas, séo citadas as seguintes: subdi-
visdo das instalagBes ¢m salas menores, 0 isolamento
dos animais doentes, a correcio da ventilagio e o uso
dc métodos que visam a precipitagio da poeira € a inati-
vagdo da flora microbiana em suspenséo no ar. Para
conseguir esse dltimo intento, pode-se usar aspersfes
com 4gua com a adi¢do de produtos com agio desinfe-
tante ou antimicrobiana. As vantagens obtidas sfo:

a) Redugio na concentracgio de poeira das ins-
talagdes:

Segundo AENGST (1984), 0s elementos integran-
les da poeira cm granjas de suinos sdo a dgua (13,1%) e
maltéria seca (86,9%). Na mesma, enconira-se cinzas
(14,6%), proteina bruta (23,9%), gorduras (4,3%) e fi-
bra (3,4%). Medindo gravimetricamente o nfvel de po-
¢ira nas instalagdes, encontrou niveis didrios médios
2,61g/ m?., RYHR- ANDERSSON (1990) estudou o efei-
to da aspersiio com dgua como meio de reduzir a con-
centragdo de poeira em instalagbes ocupadas com lei-
tocs na fase de crescimento, O volume testado foi de
0,3 litros/m?, usando 6, 9 € 36 aplicagdes didrias. As

diminui¢des nos nfveis de poeira foram respectivamen-

te 15, 48 e 73%. Observou-se uma queda na ocorréncia
dc pleurite nos grupos de animais alojados nas instala-
¢Oes tratadas.

b) Reducio na concentragio de microorganis-
mos nas instalagoes:

THIEMANN e WILLINGER (1977) testaram o
uso de aspersdes com desinfetantes iodados em instala-
¢Oes de engorda ocupadas em relagdo ao conteido quan-
titativo € qualitativo da flora bacteriana presente nas
mesmas. As concentragBes utilizadas foram 0,6%, 1%,
2%, 3% e 6% e o niimero de bactérias, por volume de
ar, presente, nas instalagdes, antes da aplicagiio do pro-
duto variava entre 200 a 300 UFC/] (Unidades forma-
doras de coldnia/ litro), consistindo principalmente de
Micrococcus sp., Bacillus sp., Flavobacterium sp.,
Pseudomonas sp., Escherichig (E.) coli e fungos. Nio
foram registrados efeitos significativos com o uso das
concentragdes 0,6 ¢ 1%, mas as solugdes a 2 e 3% causa-
ram uma redugdo de até 71% nos titdlos bacterianos, A
solugiio a 6% se aprescntou irritante aos animais. Ocorreu
também uma significativa mudanga na composigfio da flora
microbiana, com o desaparccimento da E, ¢oli e fungos,
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Num trabalho similar, BERNER e JACKEL (1976)
testaram o uso de aspersio profilitica com desinfetante
a base de fen6is e cres6is em relagiio A flora microbiana
de maternidades. O processo foi considerado til, ape-
nas nas reas com baixa presencga de matéria orgénica
(fezes). Um outro tipo de possibilidade foi testada, atra-
vés da aspersdo com diferentes produtos antimicrobia-
nos (oxitetraciclina, neomicina ¢ sulfatiazot), dissolvi-
dos a 1% em solugiio de glicerina e 4gua em 8 a 10
aplicacbes com 40 a 60 minutos de duragio
(GLADENKO et al., 1976). O tratamento implicou
numa penetragao direta dos principios ativos em areas
pulmonares inflamadas, sendo particularmente ¢fetivo

na presenga de doenga pulmonar crinica.

0 objetivo do presente trabaiho foi o de avaliar o
efeito do uso de aspersdes com um desinfetante com
amplo espectro bactericida ¢ fungicida ¢ de baixa
toxicidade para animais e seres humanos, sobre a ocor-
réncia de tosse e espirros em animais na fase de termi-
nagio

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em granja de porte
industrial de ciclo completo, situada naregifio das Mis-
s6es, RS. Havia na mesma diagndéstico clinico e labora-
torial de Rinite Atr6fica Progressiva, Pneumonia
Enzo6tica, Pleuropneumonia e Pasteurelose Pulmonar.
Os prédios possufam 22 boxes a cada lado de um corre-
dor central, com telhado de telbas de barro. O piso era
do tipo misto {(sdlido na frente com ripado de concreto
no tergo posterior). Em cada box foram alojados 10 ani-
mais (das ragas Landrace, Large White, Duroc ou seus
cruzamentos). No inicio do teste os leitdes tinham apro-
ximadamente 75/90 dias de idade (25 a 35 kg) e foram
examinados até a salda para o abate aos 165-180 dias
de idade (95 a 105 kg). Foram realizados 7 tesies, cada
um coniando com 2 grupos testemunhos € 2 grupos
como tratamentos (usando aspersdes com 80 mi/m? de
Digluconato de Clorhexidina*, um com aspersio didria
€ o0 outro com a aplicagio a cada dois dias). As dilui-
¢0es usadas nos tratamentos foram as seguintes: Trata-
mento 1- 1;1800: 2- 1:500; 3- 1:500; 4- 1:400; 5- 1:300;
6- 1:250; 7- 1:250. Em cada um dos tratamentos foram
usados 2 x 12 boxes (controles) ¢ 2 x 10 boxes (asper-
sdes). Em cada box foram alojados 10 leitdes, de forma
que para cada um dos 7 experimentos foram utilizados
440 leitdes (num total geral de 3080 leitdes). A 4rea
média disponfvel era de 0,8 m? por leitdo. Cada galpio
media 81 x 10 m, sendo pois a drea total do galpio de
810 m?, Cada box media 4,5 x 4,5 m? (4rea interna total
de 20,25 m?).

A pulverizagio foi realizada em cada box, usando-

*Sterilan-RDM
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se 0,08 1x 20,25 m? = 1,62 litros em cada box por apli-
cagdo. O volume de produto utilizado foi de 80 ml por
m? de piso (considerando a metragem interna total do
piso das instalagdes). A aspersdo foi realizada na altura
dos animais, a aproximadamente 50 cm de altura. Du-
rante 0s experimentos, o5 animais receberam ragio sem
adigio de produtos antimicrobianos. Para avaliagio dos
resultados dos testes foram medidos diariamente 0s es-
cores de tosses ¢ de espirros, de acordo com 08 cnitérios
sugeridos por DOUGLAS e RIPLEY (1984). Foram
contadas tosses e espirros trés vezes ao dia, cxpressan-
do os resultados como média de 10sses ou espirros por

lote de 100 animais por trés minutos. Os animais foram
examinados, no minimo, 4 vezes por seinana durante o
experimento. A andlisc estatfstica dos dados foi reali-
zada com o uso da an4lise da variancia, através do teste
F. Quando registradas diferencas entre os tratamentos,
a comparagio das médias foi realizada com o uso do
testc Bonlerroni.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na andlise clinica ¢ na avali-
agio estatfstica conslam da Tabela 1.

TABELA 1 — Resultado douso da aspérsﬁo com Digluconato de Clorhexidina em diferentes dilui¢des sobre
a ocorréncia de tosse e espirros em animais na fase de terminacio

Experimento| Diluigio do Resultados para espirros Resultados para tosses

Ne desinfetante | 24/24 h 48/48 h Controle 24/24 h 48/48 h Controle]
1 1:1800 6,03* 5,68 4,23 1,63 146 1,87

2 1:500 2,32 2,96 3,97 0,95 1,54 2,24

3 1:500 2,01+ 1,8 2,96 161" 1,43 3,59

4 1:400 0,56 0,72 1,02 4,18 3,97 4,9

5 1:300 1,83 1,92 2,61 291 3,75 7,52

6 1:250 3,25 2,18 3,95 1,71 1,03 2,15

7 1:250 2,65 2,55 6,05 0,83 0,81° 1,55

ab
(24724 e 48/48 h).

Pela andlise da tabela se pode obscrvar:

a) com relagdo A contagem de espirros, as asper-
sdes a cada 24 h causaram cm 6 dos 7 experimentos
uma redugéo significativa dos sintomas. J4 com a apli-
caglo a cada 48 h, aparentemente a pulverizag3o foi
eficiente apenas com o produto mais concentrado (pois
com excegdo de um teste na diluigho de 1:500, a redu-
¢io sO apareceu com o uso das menores diluigdes,
1:250).

b) com relagio A contagem de tosses, 0 uso da di-
luigao 1:1800 nio funcionou nem com intervalo de 24
ou de 48 h, Com excegio de um experimento (diluigdo
1:250 a cada 24 h), as demais diluigtes (1:250, 1:300,
1:400 e 1:500) se mostraram cficientes nos 2 esquemas
de aplicaciio.

De forma geral, os fndices encontrados néo diferi-
ram muito daqueles descritos por DOUGLAS e
RIPLEY, (1984). Nesse trabalho, valores de tosse ¢ de
espirros abaixo de 1% por minuto para um lote de 100
animais foram considerados como ‘normais”, entre 1 a
3% de “média gravidade” ¢ acima de 3% considerados
“graves”. Os nossos resultados foram expressos numa
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diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos ¢ os controles;
diferenca estatisticamente significativa entre 0s tratamentos entre si;
diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos ¢ 0s controles € entre os tratamentos entre si

base de 3 minutos, sendo necesséria uma corrcgdo para
a comparagio dos dados. De acordo com esses critéri-
0s, 0§ tratamentos que resultaram numa redugdo esta-
tisticamente significativa dos sintomas em an4lise ten-
deram a deslocar os quadros clinicos da faixa de “mé-
dia gravidade™ para a faixa considerada como “normal”.

A maneira como teria agido a aspersdo e o desin-
fetante no sentido de determinar a redugfio dos sinto-
mas, ndo pode ser definida com os dados atuais. Pode-
se especular que a queda nos niveis de poeira do ambi-
ente e de patdégenos no ar tenha resultado numa redugéo
da agressio respirat6ria, com reflexo nos sintomas,

CONCLUSOES

Os testes demonstraram a utilidade das asperses
em reduzir a freqiigncia de tosse ¢ espirros, indicando a
conveniéncia do uso desse tipo de metodologia como
um método de apoio no controle das doengas respiraté-
rias dos sufnos. ’

Com base nos dados obtidos, pode ser conclui-
do que para o controle da sintomatologia de espirros,
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poderia ser usada uma diluigdo a partir de 1:500 a
cada 24 h ou 1:250 a cada 24 h. Para o controle da
sintomatologia de tosses os melhores resultados sio
atingidos com o uso da diluigio de 1:500 a cada 24
ou 1:250 a cada 48 k.
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OCORRENCIA DE ANTICORPOS CONTRA TOXOPLASMA GONDII EM OVINOS NO MUNICIPIO DE
LIVRAMENTO, RS: PREVALENCIA E IMPLICACOES EPIDEMIOLOGICAS

JOAQ RICARDO MARTINS!, ROGER HANCOCK?, BARTOLOMEU LIMA CORREA!, VICTOR HERMES CERESER!

RESUMO - Realizou-se um levantamento sorolégico visando a detecgiio de anticorpos contra Toxoplasma gondii em cinco
rebanhos ovinos no municipio de Livramento, RS, utilizando-se o teste de aglutinagio em ldtex. Foram detectados anticorpos
que variaram em um percentual entre 21 e 61% das amostras examinadas. A presenga de gatos foi confirmada em todas as
propriedades. Nio houve registro de abortos pelos proprietérios nos iltimos anos, embora houvesse relato de natimortos em
todas as propriedades. As possfveis causas para este fato s@io discutidas, bem como alguns aspectos da epidemiologia da
enfermidade. :

Palgvras-chave: ovino, toxoplasmose, anticorpo.

OCCURENCE OF ANTIBODIES TO TOXOPLASMA GONDII IN FLOCKS OF SHEEP IN THE DISTRICT OF
LIVRAMENTO, RS:PREVALENCE AND EPIDEMIOLOGICAL IMPLICATION

ABSTRACT - A survey aiming to detect antibodics to Toxoplasma gondii in five flocks of sheep in the district of Livramen-
16, State of Rio Grande do Sul, was performed using the Latex Agglutination Test. Antibodies were detected ranging from 21
to 61% in the examined samples. Presence of cats was confirmed in all the propertics. Cases of abortion were not obseived
although stillbirths were notified in all the farms. Possible causes of these observations are discussed as well as some aspects

of the illness.

Key words: sheep, toxoplasmosis, antibody.

INTRODUCAO

A toxoplasmose ¢ uma infecgio causada pelo
Toxoplasma gondii, um protozodrio cosmopolita que
ocorrc cm mamfferos na fase intermedidria e tem nos
felideos, especialmente no gato doméstico, o scu hos-
pedeiro definitivo. E uma zoonose, sendo responsavel
por até um tergo das causas de aborto em ovelhas na
Gra-Bretanha (VIDA II, 1984). No Estado do Rio Gran-
de do Sul, sua importincia ¢m abortos de ovinos ainda
ndo foi determinada, nfio havendo relatos de surtos da
enfermidade em ovinos, embora SILVA et al. (1980),
SILVA et al. (1981) e ZONTA et al. (1987/8) tenham
relatado a presenga de anticorpos contra Toxeplasma
em 4 municipios do Rio Grande do Sul e FILHA et al.

(1992) tenham isolado o parasita a partir de misculos.

diafragméticos de ovinos abatidos em matadouros de
S#o Paulo e procedentes do Rio Grande do Sul. Na Gra-
Bretanhba, a epidemiologia da toxoplasmose pode ser
melhor compreendida, pois o manejo dos ovinos envol-
ve um relacionamento estreito com as habitagfes, esto-
ques de feno e forragens, os quais podem ser facilmente
contaminados por 00Cistos oriundos de gatos domésti-
cos. A tnica fonte accitivel de infecgio para os herbi-

voros sA0 08 00cistos infectantes eliminados pelos feli-
nos. Entretanto, 0 modo de aquisigfo da infecgio € o
perfodo em que as ovelhas se infectam, sdo fatores
epidemiol6gicos que podem determinar esquemas es-
pectficos de controle para contornar cada situagdo em
particular (FAULL ¢t al., 1986).

A presente investigagfo consistiu na realizag#o de
um levantamento sorolégico realizado em cinco pro-
priedades a fim de identificar ovelhas portadoras de
anticorpos contra T. gondii, e de um inquérito epidemi-
olégico nas mesmas propriedades para se determinar,
ou nio, evidéncias de perdas reprodutivas que pudes-
sem levar 3 suspeita da enfermidade nos rebanhos exa-
minados. Neste caso, a presenga de falores
epidemioldgicos associados a surios de toxoplasmose,
em outras localidades, foi também investigada.

MATERIAIS E METODOS

Propriedades: as cinco propriedades sdo produ-
toras de 14 e carne, com os rebanhos estabelecidos ba
varios anos no municfpio de Livramento, RS. Detalhes
dos mimeros de ovinos em cada rebanho sdo apresenta-
dos na Tabela 1. A substitui¢gio do rebanho ¢m repro-

1. Méd, Vet., M.Sc. - FEPAGRO/Centro de Pesquisa Veterindria Desidério Finamor, Estrada do Conde 6000, Caixa Postal 47, $2990-000 Eldorado do Sul —

RS/BRASIL.

2. M&d. Vet. - Ovesscas Development Administration, Eland House, Stac Place, London, SW 1E SDH, Grs-Brelapha.
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dugdo € realizada com ovinos nascidos nas mesmas pro-
priedades, com excegio dos carneiros, os quais sio ad-
quiridos ocastonalmente de outros criadores locais. Nas

propriedades A e B, os ovinos I;ertenciam A raga
Corriedale, na C, Corriedale ¢ Ideal, enquanto que na
DeE, Ideal.

TABELA 1 — Resultados do inquérito sorolégice para pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma gondii em

ovinos ne municipio de Livramento, RS

PROPRIEDADE OVINOS AMOSTRAS POSITIVAS GATOS
(TOTAL)  COLETADAS (%) (%) )
A 32 21 13 (61,9%) 2
B 132 29 9 (31%) 7+
C 1100 32 7 (21,8%) 3
D 820 34 9 (26,4%) 30
E 300 28 6 (21,4%) 7%
TOTAL 2384 144 44 -

¥ Proprietado admite a presenca de gatos mas ndo soube quantifics-los. '

Selecio das ovelhas e amostragem dos animais:
as ovelhas foram selecionadas por acaso, utilizando-se
atabeta de THRUSFIELD (1986). O nimero de amos-
tras foi suficiente para assegurar que, pelo menos, uma
amostra positiva fosse detectada se a soroprevaléncia fos-
se igual ou maior que 10%, com uma confianga de 95%.

Colheita das amostras e exame laboratorial: os
soros foram coletados em tubos “vacutainer”, S ml, de-
vidamente identificados, onde apds a separacio do cos-
gulo, foram transportados ao laboratério e armazena-
dos a -20 °C at¢ a realizagfio dos testes, O método de
diagnéstico empregado foi o teste de aglutinagdo em
latex, seguindo-se as instrugdies do laboratSrio fabricante
(EIKEN Chemical Co., Ltda, Japan). Utilizou-se
microplacas Nunc, 96 orificios, fundo em U (Flow lab.,
USA) para a execugio dos testes. Foram considerados
positivos os soros com Wiulos igual ou acima de 1:64
(TREES et al., 1989),

Inquérito epidemiolégico: inquiriu-se os propri-
etdrios sobre a ocorréncia de casos de abortos em anos
recentes. No ano de 1990, nas propriedades C ¢ D, fo-
ram coletados dados detalhados de perdas reprodutivas
durante o perfodo de parigio como parte de uma outra
investigago. Os proprietdrios também foram indaga-
dos sobre a presenga de gatos nas propriedades, forne-
cimento de alimentagio concenirada ou feno com suple-
mentaco alimentar em algum perfodo do ano e se os ovi-
nos cram esiabulados para atender algum tipo de mancjo,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados soroldgicos: animais soropositivos
foram detectados nos cinco rebanhos (Tabela 1), indi-
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cando uma soroprevaléncia superior a 10%. A percen-
tagem de positividade em cada grupo selecionado ao
acaso, variou entre 21 € 61%.

Resultados epidemioldgicos: em nenhuma das
propriedades foi reportado aborto pelo proprietario, ao
contrério de registro de natimortos, situagio relatada em
todas as propriedades. A presenca de gatos foi constan-
te (Tabela 1) sugerindo as possfveis fontes de infecgio.
O manejo aplicado-¢ tipicamente extensivo, sendo que
nenhum proprietirio relatou suplementar os ovinos com
concentrado ou feno em qualquer época do ano. O peri-
odo de convivio doméstico com os ovinos limitou-se a
perfodos de everminag@es, tosquia, desmame, castra-
¢do ¢ vacinagdes, onde o tempo de permanéncia proxi-
mo a residéncia nunca € superior a 24 horas,

O teste de aglutinagio pelo ldtex, 6 descrito como
uma prova confifvel quando aplicado sobre soros de
ovinos infectados por cocistos (TREES et al., 1989).

Os resultados mostraram gue nos cinco rebanhos
examinados, mais de 10% das ovelhas haviam sido ex-
postas ao I. gondii. Este achado concorda com o en-
contrado por outros trabalbos no RS (ZONTA et al,,
1987/88; SILVA et al., 1981; LARSON et al., 1979),
embora prevaléncias mais baixas tenham sido detecta-
das em algumas dreas (SILVA et al., 1980; SILVA et al.,
1984) . Os resultados também sio similares a dados de
levantamentos em outros pafses. Inquéritos sorolégicos
realizados na Escécia, Inglaterra, Nova Zeldndia e Aus-
trilia, evidenciaram uma soroprevaléncia entre 10 e 30%
(BLEWETT ¢ WATSON, 1984). Embora ndo tenha sido
possivel calcular a preval€ncia exata dos rebanhos ovi-

* ToS nesta investigacdo, a alta percentagem de soros po-
sitivos observados sugere que anticorpos podem estar

presentes nos rebanhos com prevaléncias superiores a
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10%. O exame sorolégico de ovinos € 1itil em excluir a
toxoplasmose como causa de aborto, tendo em vista que
os anticorpos apresentam sempre um pico antes de ocor-
rer o aborto (DUBEY et al., 1987). Nenhum dos reba-
nhos teve histérico de surtos isolados de abortos.
BLEWETT ¢ WATSON (1984) sugeriram que um tfpi-
co surto isolado de toxoplasmose clinica causando abor-
to, mal-formagdo fetal e morte neonatal, afetando ove-
lhas de todos os grupos de idade, estd associado a uma
exposiglo descontinua das ovelhas ao organismo. Este
fato ocorre quando alimentos contaminados com fezes
de gatos s8o fornecidos s ovelhas entre o ter¢o inicial e
final da gestagdo ou quando camas de ovinos
estabulados, igualmente contaminadas com oocistos sdo
pulverizadas sobre pastagens utilizadas por ovelhas pre-
nhes suscetlveis (FAULL et al,, 1986). Os resultados
do inquérito epidemioldgico mostraram que, nestas pro-
priedades, nenhuma destas condigbes estava presente.
E possfvel que os rebanhos estivessem sujeitos a uma
continua exposi¢io a baixo nimero de organismos em
conseqiiéncia da defecagfo de gatos sobre as pastagens
€ nos potreiros e mangueiras usados pelos ovinos. Isto
resultaria em toxoplasmose clfnica ¢ afetaria somente
as borregas suscetiveis ou qualquer ovino adquirido ¢
nfio exposto anteriormente 2 infecgio . Em razfio de que
somente uma pequena proporgio precisa necessariamen-
te adquirir a infecg@o durante a gestagfio, o niimero de
casos clfnicos é pequenc e poderia néo ser detectado
nestas propriedades onde a criagdc € extensiva. Alter-
nativamente, uma infecgdo com um pequeno némero
de oocistos (entre o perfodo de nascimento ¢ o
reprodutivo) imunizaria as borregas. Para explorar esta
possibilidade, trabalho adicional € necessédrio a fim de
se estabelecer a prevaléncia da infecgio em diferentes
grupos de idade dentro dos rebanhos. Se a hipétese for
verdadeira, a soroprevaiéncia aumentaria com a idade
dos animais expostos dentro dos rebanhos. Neste caso,
a possibilidade da ocorréncia de surtos de toxoplasmose
clinica nestes rebanhos € pequena. Por outro lado, nas
cinco propriedades examinadas, para melhor compre-
ender a epidemiologia da infecgdo, seria interessante
observar a prevaléncia de anticorpos em outras espéci-
es animais presentes nas propriedades, embora os ovi-
nos revelem mais anticorpos do que outras espécies.
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HIPEROSTOSE CONGENITA EM LEITOES NO RIO GRANDE DO SUL

LUIZ CESAR B. FALLAVENA!Z, DAVID E. S. N. de BARCELLOS?, NORMA C. RODRIGUES!?, SANDRA M,
BOROWSKI! ’

RESUMO - O presente relato registra a ocorréncia de hiperostose congénita em leitdes, no Rio Grande do Sul. Séo apresen-
tados dados relativos 2 histdria clinica e s lesGes macroscdpicas e microscépicas em dois animais recém-nascidos recebidos

no Laboratério de Patologia Suina do Centro de Pesquisa Veterindria Desidério Finamor, em Eldorado do Sul.

Palavras-chave: Doenga animal; suinos; hiperostose congénita; distirbio genético.

CONGENITAL HYPEROSTOSIS IN PIGLETS IN THE STATE OF RIO GRANDE DO SUL
ABSTRACT - The occurrence of congenital hyperostosis in piglets in the State of Rio Grande do Sul, Brazil, is described.
The clinical history and macroscopic and microscopic changes in two newbom pigs submitted to the Laboratory of Swine

Pathology of the Centro de Pesquisa Veterindria Desidério Finamor are presented.

Key words: Congenital diseases in pigs; Congenital hyperostosis.

]NTRODU(;AO O presenie relato objetiva o registro da ocorréncia
dessa anormalidade em leitdes no Rio Grande do Sul.
A hiperostose congénita ou “pernas engrossadas” '

(“thick legs”) € uma anormalidade anatémica caracteri- DESCRICAO DO CASO
zada por aumento no diimetro dos membros
locomotores anteriores envolvendo especialmente a re- O problema ocorreu em granja suinicola de porte

gido rddio-ulnar, a qual pode atingir 0 dobro dasvaes-  industrial com aproximadamente 1.300 matrizes situa-
pessura normal (KAYE, 1962). A pele na regifio afeta-  da na regifio criatdria do Alto Uruguai, RS. Em um pe-
da apreserita-s¢ lustrosa e hiperémica, havendo edema  riodo de 18 meses, dez leitegadas apresentaram entre
no tecido subcutineo. A necropsia, observa-se um au-  um e irés leitSes afetados, a maioria dos casos evoluin-
mento pronunciado na espessura dos tecidos moles  do para a morte em dois a scis dias ap6s 0 nascimento.
periosteais, principalmente na superficie cranial dos  Entretanto, s cusiis de um manejo extremamente in-
membros anteriores. A génese e a evolugao das lesdes - tensivo, foi possivel criar dois animais até a idade de
parecem resultar de um defeito inicial no local de inser-  abate. Os animais eram oriundos de cruzamentos alca-
¢%o do peri6steo A epffise 6ssca, ocorrendo uma separa- l0rios que eram realizados hd vérios anos, entre
¢do que resultaria no aparecimento de trabéculas  reprodutores das ragas Duroc, Landrace ¢ Large White,
supranumerdrias de osso imaturo (DOIZE ¢ nio havendo controle de filiagio ou de genealogia.
MARTINEAU, 1984). Dois leitdes recém-nascidos foram recebidos no
A afecgdio € de origem genética, estando implica-  laboratério; um havia morrido 24 horas apés o partoe o
do um genc autossdmico recessivo, o qual atuaria como  outro, 36 horas ap6s o nascimento. A excegiio da anor-
letal quando no estado homozigético (MORILL, 1947, malidade nos membros locomotores anleriores, nfio
DOIZE ¢ MARTINEAU, 1984). Na grande maioriados  aprescntavam outras alteragdes. '

]

€asos, a alteragio leva A morle em poucos dias apds o Em ambos os animais, a regifo radio-ulnar apre-
nascimento, presumivelmente por inani¢io ouinsufici-  sentava-se bilateralmenle aumentada em didmetro, exi-
&ncia cardfaca (DOIZE e MARTINEAU, 1984). bia consisténcia firme ¢ a pele, na drea afetada, estava

De acordo com DOIZE e MARTINEAU (1984), hiperémica ¢ aderida ao tecido subcutineo. Os mem-
pesquisadores curopeus conscguiram criar uma fémea  bros locomotores foram seccionados longitudinalmen-
afetada da doenga até a fase adulta. Entretanto, embora  tc por meio de scrra para 0ss0s; a Seguir, as secgdes
as lesoes tivessem regredido, esse animal era estéril e foram fixadas em solugfo de formalina a 10% por um
apresentava aderlnceias uterinas e mal-formagdes ova-  perfodo de 15 dias, descalcificadas em solugio de
rianas. formol-4cido férmico, processadas segundo as técnicas
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histoldgicas rotineiras, coradas pela técnica de
hemaioxilina ¢ cosina (LUNA, 1968) e examinadas ao
microscdpio Optico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O exame de necropsia ndo evidenciou alteragdes
significativas, 4 excegfio daquelas presentes nos mem-
bros locomotores anteriores. -

Macroscopicamente, apds a secglo longitudinal,
0s membros locomotores revelaram a presenga de um
tecido de coloragio brancacenta aparentemente
avascularizado e de aspecto semelhante ao do tecido
conjuntivo fibroso, disposto de forma a contornar os
0ss0s da regifio afetada. A alteragfio era mais pronunci-
ada na face anterior dos membros, atingindo desde a
epifise proximal do rddio até a distal do metacarpo e
invadindo os misculos adjacentes.

Histologicamente, externamente A camada cortical
normal, haviam numerosas trabéculas de osso imaturo
neoformado ¢ adicional, orientadas radialmente a partir
do peridsteo, o qual continha numerosos osteoblastos
de aspecto degenerado e estava circundado por uma
espessa camada de fibroblastos que infiltrava os teci-
dos muscular e subcutineo adjacentes.Secgdes longitu-
dinais mostraram que as alteragtes ndo se ¢stendiam
proximalmenie além das placas cpifisdrias dos ossos
afetados, estando o anel pericondral espesso e exibindo
forma triangular devido ao acimulo de trabéculas 6sse-
as delgadas de origem periosteal. As secgdes transver-
sais obtidas através da diafise do rddio e da ulna ndo
mostraram alteragdes na cavidade medular ou no cortex
original.
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Os sinais clinicos observados, assim como as alte-
ragbes macroscépicas ¢ microscopicas, sdo compativeis
com as descritas por KAYE (1962) e por DOIZE e
MARTINEAU (1984), permitindo diagnosticar a anor-
malidade descrita no presente relato como hiperostose
congénita. Como na granja de origem dos leitdes os cru-
zamentos eram realizados sem nenhum controle de
filiagio ou de genealogia, a hipétese de etiologia gené-
tica da doenga parece provavel. No relato presente, a
causa da morte dos leitdes afetados da anormalidade
pareceu dever-se & inanigfio, j4 que os animais eram fracos
¢ apresentavam dificuldade em mamar normalmente.

CONCLUSOES

As alteragdes macroscipicas ¢ microscopicas, as-
sociadas a0 histérico da propriedade, permitiram o di-
agndéstico de hiperostose congénita ¢m dois leitdes pro-
venicnles de granja no Rio Grande do Sul.
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PAPILOMATOSE CUTANEA EM SUINOS NO RIO GRANDE DO SUL

LUIZ CESAR B. FALLAVENA'?, NORMA CENTENO RODRIGUES 2, DAVID E.S.N, de BARCELLOS?

RESUMO - O presente relato regisira a ccorréncia de quatro casos de neoplasia cutdnea com caracteristicas de papiloma em
suinos. Sio descritos os achados macroscdpicos ¢ histopatolégicos.

Palavras-chave: Neoplasia suina; Papilomatose cutinea

CUTANEQUS PAPILLOMATOSIS IN PIGS

ABSTRACT - The occurrence of neoplastic changes diagnosed as cutaneous papillomas in four pigs is described. The

macroscopic and histological lesions are presented.

Key words: Swine neoplasia; Cutancous papillomatosis

INTRODUCAO

A ocorréncia de neoplasias em sufnos € rara.
COTCHIN (1962), analisando dados de inspegio em
frigorificos nos Estados Unidos da América, relativos &
aproximadamente 57 milhdcs de carcagas, encontrou
uma prevaléncia de 0,00035%. Uma possivel explica-
¢80 para essa baixa ocorréncia € o abate dos animais ¢m
idade precoce (inferior a seis meses) ¢ o descarte de
matrizes ¢ reprodutores antes que estes atinjam a senili-
dade (CIRIO et al.,1991). De acordo com MOULTON
(1978), os linfossarcomas ¢ os nefroblastomas sfo as
ncoplasias mais comuns nessa espécie animal,
correspondendo aproximadamente a 40% dos diagnds-
ticos.

No Brasil, CIRIO et al.(1991) analisaram a ocor-
réncia de neoplasias em sufnos, no Estado do Paran4,
encontrando 11 casos entre os anos de 1973 e 1988.
Desses, 0s mais frequentes foram os melanomas, seguidos
pelos fibromas e pelos carcinomas espino-celulares.

Nio foram encontrados, na literatura consultada,
relatos sobre a ocorréncia de neoplasias em sufnos, no
Estado do Rio Grande do Sul.

DESCRICAO DO CASO

Os primeiros casos de tumores foram identifica-
dos em dois animais de uma granja de porte industrial
com 1.300 matrizes, situada na regido das Missdes, Rio
Grande do Sul. Desses casos, o primeiro foi observado
em um leitio de 25 dias de idade e o segundo em uma
fémea de terceira gestagdo. Os dois registros foram fei-
tos com intervalo de trés meses ¢ 0s animais ndo possu-
fam parentesco aparente.

Posteriormente, na mesma granja, dois novos ca-
sos foram registrados. O primeiro ocorreu oito meses
apds o Gllimo caso ¢ envolveu uma fémea de segunda
cria; o segundo, em uma fémea de quarta cria, apareccu
nove meses depois. ‘

Fragmenltos dos tumores dos dois primeiros ani-
mais foram retirados para a realizagiio de exame
histopatolégico. Os materiais foram fixados em solu-
¢io de formalina a 10%, processados pelas técnicas ro-
tineiras da inclusio em parafina, seccionados a cinco
micrémetros, corados pela técnica de hematoxilina e
cosina (LUNA, 1968) ¢ examinados ao microscdpio
dplico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Macroscopicamente, o primeiro tumor, presente no
leitdo, media em tormo de 10cm de comprimento por
3,0 cm de largura e por 0,6 cm de altura, apresentava
uma coloragfio vermelbo-acastanhada, superficie irre-
gular ¢ rugosa ¢ localizava-se cntre a base da orelha
esquerda ¢ parte da face. O segundo situava-se acima
da narina esquerda da porca ¢ media cercade 8,0X 1,5
X 0,4 cm, exibia coloragéo rosada e sua superficie era
rugosa ¢ irregular.

Qa dois casos posteriores se apresentaram na re-
gifo superior da cabega, proximo as orelhas, com ca-
racteristicas semelhantes s observadas na da primeira
porca.

Microscopicamente, as neoplasias exibiram carac-
teristicas de papilomas, traduzidas por projegdes de
epiderme hiperplisica suportadas por delgados
pedinculos dérmicos; a maioria das c€lulas hiperplasicas
pertenciam ao estrato espinhoso ¢ exibiam degenera-
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¢30 baloniforme. As alteragdes macroscopicas e 0s acha-
dos histopatol6gicos observados s3o semelhantes 2 des-
crigfio realizada por YAGER e SCOTT (1993).

A ocorréncia de papilomas em suinos € infreqiiente.
HERES (1978) diagnosticou, histologicamente, oito
casos de papilomas entre 27 tumores de suinos na
Roménia,

Conforme YAGER e SCOTT (1993), os papilomas
cutiineos sio neoplasias benignas que apresentam
etiologia ¢ patogenia complexas. Para esses autores, 08
papilomavirus estio associados com a produgio de
papilomas em todas as espécies, exceto nos gatos. En-
tretanto; na literatura consultada, nio se encontrou re-
feréncia especifica 4 etiologia dessas ncoplasias em su-
fnos. PARISH (1961) refere-se 4 uma forma especifica
de papiloma genital em suinos, semelhante ao condiloma
acuminatum humano. Desse, foi isolado um agente
filtravel através de uma membrana de 300 micrémetros,
capaz de reproduzir a doenga quando inoculado expe-
rimentalmente. No presente caso, nio foram observadas
lesdes na drea genital em nenhum dos animais da granja.

CONCLUSOES

Papilomatose cutinea foi diagnosticada em quatro
sufnos no RGS. Os achados macroscépicos e microsco-

34

picos foram caracterfsticos da doenga, a qual ocorreu
na regifio da cabega tanto em animais jovens como em
adultos. Co
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ANTICORPOS CONTRA O ViRUS DA LEUCOSE BOVINA EM ANIMAIS DA RAGA LEITEIRA
IMPORTADOS DO URUGUAIL

ALEXANDRE de CARVALHO BRAGA!, JULIO CESAR de ALMEIDA ROSA?, LILIANE GUIMARAES OLIVEIRA?,
PAULO ESTANISLAO RECKZIEGEL!, JOAQ CARLOS FREITAS TEIXEIRA?, CLAUDIA SANTOS LISBOA*

RESUMO — O Virus da Leucose Bovina (VLB) é o agente etioldgico de infecgio persistente em bovinos causando perdas
ccondmicas para a pecufria. Estima-se que na pecufiria leiteira as perdas podem atingir 10% da produgio de leite. Bovinos
infectados pelo VLB sio fontes de disseminagio da enfermidade no rebanho. A identificagiio de animais soropositivos ¢
fundamental para programas de controle e erradicagiio desta doenga. O objetivo do trabalho foi verificar a presenga de
anticorpos contra 0 VLB em bovinos da raga leiteira importados do Uruguai para propriedades do Rio Grande do Sul. Foram
examinadas 692 amostras de soro bovino, utilizando-se a prova de imunodifusio em gel de dgar (IDGA), sendo de 15,60%
o fndice de positividade. Este resultado mosira que apesar do alerta feito pelos pesquisadores, as importagdes continuam
desconsiderando, ne case da Leucose Bovina, o aspecto sanitirio dos animais.

Palavras-chave: anticorpo, virus, leucose, bovino, gado leiteiro.

PRESENCE OF ANTIBODIES AGAINST BOVINE LEUKEMIA VIRUS IN DAIRY CATTLE IMPORTED
FROM URUGUAY

ABSTRACT - The Bovine Leukemia Virus (BLV) is the infectious agent responsible for a persistent infection in cattle
which causes severe losses 1o thé livestock industry. The losses in dairy herds are estimated in 10% of milk yield. Cattle
infected with BLV serve as a source of virus transmission to susceptible cattle, For control or eradication programs it is
important to identify the seropositive animals. The objective of this study was to evaluate the presence of antibodies against
BLYV in dairy cattle imported from Uruguay to farms of the Rio Grande do Sul state. A total of 692 serum samples were tested
through the agar-gel immunodiffusion test. The number of seropositive cattle was 15.60%. The results showed in despite of
the warning given by some researchers, many animals are often imported without care regarding to the bovine leukosis

status.

Key words: antibodies, bovine leukemia virus, dairy cattle.

INTRODUCAO

O Virus da Leucose Bovina (VLB) € o agente
etiolégico responsivel por duas apresentagdes distin-
tas, em bovinos: a Linfocitose Permanente (LP) e a for-
ma multicéntrica enzo6tica de Linfossarcoma de ani-
mais adultos. .

O VLB possui no seu genoma um RNA de fita sim-

ples e est4 classificado na familia Retroviridac
(subfamilia: Oncovirinae) possuindo formato esférico,
particulas envelopadas € scu tamanho € de 80-120 nm.
O virus pode ser isolado de linfécitos de sangue perifé-
rico de bovino infectado (ANDREWES, 1989) ¢ pro-
pagado em células renais de feto ovino (FLK).

A infecgiio pelo VLB estd distribufda mundialmen-
te € a sua presenga na América do Sul, possivelmente
ocorrew com a importagdo de bovinos infectados oriun-
dos dos Estados Unidos e da Europa. O primeiro relato
da doenga em bovinos foi em 1871 em uma literatura

médica alem3 (JOHNSON ¢ KANEENE, 1993). No
Brasil, o linfossarcoma bovino foi descrito pela primei-
ra vez em 1959 (MERKT et al., 1959). Neste mesmo
ano, também foram relatados casos de animais
infectados, importados da Suécia para o Brasil (SAN-
TOS et al., 1959).

A prevaléncia da infecgio varia muito entre os di-
versos pafses, bem como entre as regides de um mesmo
pafs. Em 4reas mais quentes geralmente a prevaléncia é
maior, sendo também mais frequente em rebanhos de
leite JOHNSON ¢ KANEENE, 1993). No Brasil, tra-
balhos realizados mostram que os fndices de animais
sotopositivos também variam entre as regides. No Rio
Grande do Sul, alguns fndices de soropositividade veri-
ficados foram: 32,6% (GOMES et al.,1985); 20,71%
na regifio central do Estado (FLORES et al., 1990),
prevaléncia média de 12% no rebanho leiteiro
(MORAES et al., 1996) ¢ 4% das amostras de soro, re-
cebidas para diagnéstico de rotina, pela Equipe de

1. Méd. Vet., M.Sc. —- FEPAGRO/Ceutro de Pesquisa Veterindria Desidério Finamor, Caixa Postal 47, 92990-000 Eldorado do Sul — RS/BRASIL.

2. Méd. Vet. - FEPAGRO/Centro de Pesquita Veteringria Desidério Finamor

3. Bitl. - FEPAGRO/Centro de Pesquisa Veterinfiria Desidério Finamor
4. M&d. Vet M.Sc. — Elegé Alimentos :
Recebido para publicaglio em 25/11/1997,
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Virologia do Centro de Pesquisa Veterindria Desidério
Finamor (BRAGA, 1997). Outros estudos epidemiols-
gicos mostraram fndices de soropositividade, no estado
de S3o Paulo, de 36,6% (ALENCAR FILHO et al,,
1979} e de 49,2% em bovinos da raga Jersey (JUNIOR
et al., 1995). No Paran4, foi obtido um indice de 20,7%
no rebanho leitciro (KANTEK et al.,, 1983) e 26,69%
no estado de Minas Gerais (MODENA et al., 1984). No
RiodeJ aneiro, foi verificado em 12 rebanhos leiteiros

uma frequéncia média de 49,25% de positividade

(ROMERO et al,, 1981). ,

Quanto aos fndices de soropositividade em animais
importades os dados de alguns trabalhos sio: 70,86%
em bovinos oriundos do Canadd em 1981 e 12,5% em
bovinos do Canadi e Estados Unidos (MODENA et al,,
1983). Em animais de raga leiteira importados do Uru-
guai os fndices foram de 18,3% em 1982 (NAVARRQ
etal, 1982) e 12,1% (sendo 21,63% somente em hovi-
nos daraga Holandesa) em 1992 (FLORES et al., 1992).

O Linfossarcoma causado pelo VLB é a forma
neoplasicamalfgna mais comum em bovinos (FERRER,
1979). Neste tipo de enfermidade os linfécitos B
malignos infiltram-se nos tecidos linféides do corpo,
principalmente nos linfonodos periféricos e bago, pro-
duzindo um linfossarcoma multicéntrico. Os sinais cii-
nicos sio varidveis, deperdendo da localizagio dos tu-
mores no organismo animal. A LP ocorre independente
da forma de linfossarcoma multicéntrico, sendo de ca-
rédier benigno e havendo uma proliferagiio dos linfécitos
B em animais infectados pelo VLB (ANDREWES,
1989). Em torno de 33% dos animais infectados desen-
volvem a LP (JOHNSON e KANEENE, 1993) ¢ a ocor-
réncia de linfossarcoma raramente ultrapassa o ndice
de 5% (FERRER, 1979). Estes dados fortalecem a hipéte-
se de que pode existir uma predisposigio genética dos ani-
mais para desenvolver as formas clinicas da doenga,

A transmissdo do VLB ocorre principalmente de
forma horizontal e a forma vertical é considerada de
baixa frequéncia (04-10%). Utna das principais formas
de transmiss#io horizontal é através do uso de equipa-
mentos ou materiais contaminados com sangue
infectado, tais como, agulhas hipodérmicas ¢ materiais
cirdrgicos lavados ¢ esterilizados de forma inadequada
(ROMERO ctal,, 1984). O uso de vacinas para Piroplas-
mose, preparadas em animais infectados com o VLB,
também sfo fontes de infecgdio, Outra forma de conta-
minagdo € através de insetos (Tabanfdeos). A transtnis-
sao da enfcrmidade utilizando-se material proveniente
de carrapatos que estavam alimentando-se em bovinos
soropositivos foi observada (ROMERO et al., 1984),
porém a forma natural da transmissdo no foi compro-
vada (JOHNSON ¢ KANEENE, 1993).

Os exames laboratoriais mais utilizados para o diag-
ndstico da infecglo pelo VLB s#o:; imunodifusio em
gel de dgar (IDGA) e ELISA. Estas provas soroldgicas
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sdo fundamentais para avaliagGcs epidemiol6gicas, pois
elas s80 mais sensiveis do que a constatagio de tumores
ou de um quadro de linfocitose na detecgdo da infecgio
pelo VLB (JOHNSON ¢ KANEENE, 1993).

A identificagdo dos animais soropositivos em um
rebanho ¢ de fundamenial importincia em programas
de controle e erradicagiio do VLB, pois 0s animais
infectados permanecem portadores por toda a sua vida,
sendo fontes de infecgdo para o plantel (FERRER,
1979). A atitude a ser tomada, para o controle da doen-
¢a dever4 estar relacionada com o fndice de preval@ncia
de animais soropositivos no rebanho. Quando os indi-
ces de prevaléncia da infecgdio pelo VLB forem baixos
deverd ser realizado o descarte dos bovinos
soropositivos e corrigir o manejo evitando as formas de
disseminagio da doenga. Novos testes sorol6gicos de-
verdo ser realizados para monitorar o plantel, assim
como todos 0s animais a serem incorporados no plantel
deverdo ser soronegativos. Nos rebanhos cuja
prevaléncia de animais soropositivos for alta, causando
problemas econdmicos devido ao elevado nimero de
animais a serem descartados, uma possivel solugio po-
deré ser a scparagho dos animais sororeagentes dos de-
mais ¢ fazer vm manejo duplo na propriedade
(JOHNSON ¢ KANEENE, 1993).

O objetivo do trabalho foi determinar a presenga
de animais com anlicorpos contra ¢ VLB importados
do Uruguai para propricdades do Rio Grande do Sul,
analisando a situagiio, apGs os vérios alertas de pesqui-
sadores com relagio aos cuidados a serem tomados com
a Leucose Bovina e a importacdo de animais.

MATERIAL E METODOS

Local

As provas foram cxecutadas no laboratério da Equi-
pe de Virologia do Centro de Pesquisa Veterindria
Desidério Finamor (CPVDF) — Fundagio Estadual de
Pesquisa Agropecuéria (FEPAGRO) — Secrelaria da
Ciéncia ¢ Tecnologia - RS/Brasil.

Animais

Foram analisadas 692 amostras de soro bovino da
taca Holandés PPC com idade variando dos 2,5 aos 3,0
anos. Estes animais eram provenientes de 15 proprie-
dades localizadas em trés regiSes do Uruguai { Trinta y
Tres; Lascano ¢ Florida).

Prova Soroldgica

As amostras de soro foram submetidas 3 prova de
imunodifusio em gel de dgar (IDGA), de acordo com a
técnica descrita por FLORES et al. (1992) ¢ utilizando-
se o antigeno glicoprotéico — gp 51, produzido pela
Equipe de Virologia do CPVDF (MILLER e VAN DER
MAATEN, 1977).

PESQ. AGROP. GAUCHA, v.4, n.1, p. 35-38, 1998



ANTICORPOS CONTRA O VIRUS DA LEUCOSE BOVINA EM ANIMAIS DA RAGA LEITEIRA IMPORTADOS DO URUGUAI

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 692 amostras submetidas ao teste de IDGA
foi detectada a presenga de anticorpos contra o0 VLB
em 108 amostras (15,60%). Somente as amostras de oito

propriedades foram 100% negativas. Porém deve ser
realgado que destas propriedades foram coletadas um
nimero muito pequeno de amostras (4,47% das amos-
tras). Os resultados por propriedade estiio expressos
abaixo, na Tabela 1.

TABELA 1 - Distribuicao dos animais por propriedade e resultado das amostras por IDGA para a presen-

¢a de anticorpos contra o VLB

IDGA
PROPRIEDADE NUMERO (%) POSITIVOS (%) NEGATIVOS (%)
(% SOBRE O TOTAL
DE AMOSTRAS)

A 021 (3,03) 04 (19,04) 017 (80,95)

B 120 (17,34) 16 (13,33) 104 (86,66)

C 015 (2,16) 04 (26,66) 011 (73,33)

D 015 (2,16) 08 (53,33 007 (46,66)

E 005 (0,72) - Q0Ss (100)

F 004 (0,57 - 004 (100)

G 035 (5,05) 18(51,42) 017 (48,57)

H 005 (0,72) - 005 (100)

I 037 (5,34 03 (8,10 034 (91,89)

] 003 (0,43) - 003 (100)

N 005 (0,72) - 005 (100)

R 418 (60,40) 55(13,15) 363 (86,84)

T 003 (0,43) - 003 (100)

v 003 (0,43) - 003 (100)

W 003 (0,43) - 003 (100)
TOTAL (%) 692 (100) 108 (15,60) 584 (84,39)

O atual trabalho vem confirmar os anteriores ja CONCLUSOES

mencionados na introdugdo e mostrar que, no caso
da Leucose Bovina muito pouco tem sido feito pelas
autoridades sanitdrias com relacio a importacio de
animais. A entrada de animais infectados com o VLB
em um rebanho serd responsavel por introduzir ou
aumentar os fndices de prevaléncia da enfermidade
dificultando o processo de controle da doenca. Por
esla razdo, é fundamental adquirir somente animais
soronegalivos ou oriundos de propricdades
comprovadamente livres do VLB. A anidlise
sorolégica para a aquisi¢do de animais deve ser rea-
lizada no minimo duas vezes com intervalo de dois
meses, pois titulos baixos de anticorpos, nio detec-
tados na primeira prova de IDGA poderiio ser evi-
denciados em uma segunda andlise (VAN DER
MAATEN ¢ MILLER, 1979). Caso fosse realizada
uma segunda amostragem com os animais testados
neste trabalho o indice de positividade provavelmente
seria maior.

PESQ: AGROP. GAUCHA,; v.4, n.1, p. 35-38, 1998

Apesar das adverténcias de diversos técnicos o
Brasil nfo possui um programa sanitdrio oficial com
relagdo a Leucose Bovina. A auséncia deste progra-
ma e do sistema de reciprocidadc entre as nag¢des que
compdem o Mercosul impede que as autoridades bra-
sileiras possam exigir restrigdes na importagao de
animais oriundos destes pafses. O estado do Rio Gran-
de do Sul estd iniciando um programa d¢ melhoria
genética do gado Holandés onde pretende importar
3.000 matrizes do Uruguai. Como o governo nio pode
exigir o exame sorolégico para a detecg¢do da infec-
¢d0 pelo VLB cabe aos produtores pedir a elabora-
¢io deste exame, pois eles irdo arcar com o0s custos
da aquisi¢do dos animais, devendo portanto exercer
os seus direitos de adquirir bovinos com excelente
padriio zootécnico sem descuidar do aspecto sanité-
rio. A compra deveri ser feita somente de animais
soronegativos, de preferéncia ap6s a realizagio de
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dois testes sorolégicos com intervalo minimo de 30
dias (JOHNSON ¢ KANEENE, 1993) ou oriundos
de propriedades indene. ‘
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PERSISTENCIA DE REAGOES SOROLOGICAS EM BUFALAS (Bubalus bubalis) VACINADAS COM
Brucella abortus AMOSTRA 19

FERNANDO PADILLA POESTER!, PAULO ESTANISLAO RECKZIEGEL'

RESUMO - Foi estudada a evolugio dos titulos sorolégicos em fémeas bubalinas (Bubalus bubalis) vacinadas com dose
padréo da amostra 19 de Brucella abortus. Apds coletas menseis de sangue por um periodo de dez meses de observagio e
vsando-se trés provas sorolégicas, conclufu-se que as curvas de anticorpos nesta espécic foram similares &s produzidas na
espécie bovina. Os animais permaneceram reagentes até 270 dias apés a vacinagiio e aos 300 dias todos foram negativos.

Palavras-chave: brucelose, bubalino, vacina B19, anticorpo.

PERSISTENT SEROLOGICAL REACTIONS IN BUFFALOQ HEIFERS (Bubalus bubalis} VACCINATED WITH
Brucella abortus STRAIN 19

ABSTRACT - The evolution of serological titers of buffalo heifers (Bubalus bubalis) vaccinated with standard dose of
Brucella aborius strain 19 was studied, Blood samples collected monthly for a period of ten months tested by three serological
tests showed that the antibody curves produced in this species were similar to those of bovines. The animals reacted for 270

days after vaccination and at 300 days all were negatives.

Key words: brucellosis, buffalo, strain 19, antibody.

INTRODUCAO

A vacina contra a brucelose amostra 19 tem sido
usada ao longo de vérias décadas como o imundgeno
preferencial na prevengio da brucelose dos bovinos
(MATYAS e FUIIKURA, 1983). Apesar da boa imuni-
dade conferida, esta vacina apresenta como principal
inconveniente a persisténcia de anticorpos vacinais que
complicam a interpretagiio do diagndstico sorolégico
(ACHA ¢ SZYFRES,1989).

Apesar dos poucos trabalhos publicadoes, alguns
inquéritos sorolégicos indicam que abrucelose estd dis-
seminada em bidfalos da espécie Bubalus bubalis no
Brasil (SANTAROSA etal., 1961; COSTA etal,, 1973;
SANDOVAL et al,, 1979). Segundo a Organizacio
Mundial da Sadde, a brucelose nos bifalos segue um
curso similar ao observado nos bovinos
(ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,
1986). Como consequéncia, o controle € a prevengdo
da enfermidade nos bubalinos, a exemplo do que ocor-
re nos bovinos, deverd basear-s¢ entre outras medidas,
no emprego da vacinagio com a amostra 19 de Brucella
abortus.

As reacdes sorolégicas produzidas por B. abortus
amostra 19 na espécie bovina tém sido bastante docu-
mentadas € mostram que a persisiéncia dos tftulos
soroldgicos pds-vacinais estd diretamente relacionada
com a idade de vacinagio (KING e FRANK,1961;
RODRIGUES ¢ GIORGI, 1973; FERNANDES e

MOOQIEN, 1974; NICOLETTI, 1990). Em ragas
zebufnas vacinadas com a amostra 19, as curvas de
anticorpos p6s-vacinais sdo semeihantes As observadas
nos bovinos (ORNELAS-SANTOS et al.,, 1975). Em
fémeas jovens da espécic Bubalus bubalis vacinadas
com dosc padrioc de B. abortus amostra 19,
DOMINGUES et al. (1992) conclufram que a queda dos
fulos sorolégicos deu-se num perfodo relativamente
maior do que em bovinos.

O presente trabalho teve por objetivo o acompa-
nhamento das curvas soroldgicas em fémeas bubalinas
vacinadas com dose padrio da amostra 19 por um perd-
odo de até 300 dias apds a vacinagio.

MATERIAL E METODOS

Dezenove fémas da espécie Bubalus bubalis com
idade compreendida entre 4 ¢ 10 meses foram vacina-
das por via subcutdnea com dose padriio (6x10'° bacté-
rias) da amostra 19 dc Brucella abortus. Os animais
foram mantidos c¢m sistcma de regime extensivo.

Antes da aplica¢do da vacina ¢ mensalmente por
um perfodo de dez meses, foram colhidas amostras de
sangue por pungdo da vcia jugular.

Ap6s a obtengiio do soro, as amostras foram sub-
metidas s provas sorolégicas do Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT), prova lenta em tubos (SAT) ¢ pro-
va do mercaptoctanol (ME), segundo ALTON et al.
(1988).

1. Méd. Vet., M.Sc. - FEPAGRO/Centro de Pesquisa Veterindria Desidério Finamor, Caixa Postal 47, 92990-000 Eldorado do Sul — RS/BRASIL.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de soro de todos os animais, antes da
aplicacao da vacina, foram negativas a todas as provas
sorolégicas. Os resultados obtidos nas provas
sorolégicas empregadas ao longo do experimento estiio
expostos na Figura 1 e na Tabela 1. ,

Nas curvas sorolégicas delineadas na Figura 1 ob-
serva-se que a prova do ME apresentou uma queda no
nivel de anticorpos bastante acentuada a partir dos 60
dias apds a vacinagio. A semelhanga do que ocorre nos
bovinos, o tratamento das amostras de soro com ME

parece ter eliminado as reagdes sorolégicas produzidas
por anticorpos da classe IgM (ANDERSON,1964). Por
outro lado, a prova do AAT foi a que se manteve positi-
va por mais tempo. Em fungio da sua alta sensibilida-
de, a prova do AAT tem sido empregada com Sucesso
em bovinos como teste de descarte (“screening”) ha-
vendo a necessidade de confirmagdo dos soros posit-
vos em outras provas soroldgicas (MACMILLAN,
1990). No presente experimento, esta prova demons-
trou ser mais sensivel que as demais, ¢ que poderia jus-
tificar seu uso como prova de descarte também para
bubalinos.
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FIGURA 1 - Distribuigio da freqiiéncia de bafalas vacinadas com B19 em diferentes provas soroldgicas

NICOLETTI (1992), comparando diversas pro-
vas sorolégicas em bubalinos, concluiu que a prova
do AAT apresentou boa sensibilidade e que a prova
de aglutinagdo em tubos apresentou a menor sensibi-
lidade para esta espécie.

Pela andlise da Tabela 1, observa-se que até 60 dias
apos a vacinagio, 100% dos animais ainda apresenta-
vam tftulos sorolégicos classificados entre suspeitos e
positivos. A partir dai, os titulos foram decrescendo pro-
gressivamente, sendo os animais negativos a todas as
provas aos 300 dias de vacinados.

TABELA 1 - Flutuaciio da resposta sorolégica em bifalas v.aci_nadas com B19 em trés provas diagnosticas

Dias apds vacinacgido

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
+/- % +/- B +/- Fo o +/- B +/- R +f- B 4+l B +/- B - %+ %
AAT 19/0 100 190 100 154 80 11/8 58 8&/11 42 5/14 26 415 21 316 16 3/16 16 019 o
) + % + % + % + % + % + % + % + % + % + %
Neg [{ (V)] [N (1)} 0 © 2 (10 [V (1)) 5 (26) 6 (31) 9 47 9 @4 10 (53)
1728 [+ I (V)] 0 (0) 4 (21) B (42) 1l (58) 11 (58) 10 (5% 8 (42) 8 (42 9 N
SAT 150 [{ I (1)] 2 {10) 7 (37 5 (26) 5 (26) 2 (10) 3 (16) 2 Q0 2 (10 (LI (1)
(n=19) 17100 2 (10 13 (68) 4 21 4.2 3 (16) 1 0 O 0 @ 0 @ [T (1)]
1200 10 (53) 4 (21) 4 21 0 (O (LI (V)] o O 0 o (O 0 O [N (1)
1/400 7 (N 0 () o ©® o O [ (1)) [ ()] 0 (O 60 @ 0 W o0 O
Neg 0 (0) 0 (O 2000 12 (63) 15 % 15 (79 .17 (90) 18 (9% 18 (95 19 (100)
1725 0 O 0 © 11 (38) 3 (16 2 (10) 2 (10) 0 O 1 & 1 L1 2N (1)
ME 150 5 (26) 11 (58) 4 (21) 3 (16) 2 (10) 2 (1) 2 (1) o O 0 O o (O
(n=19) 1/100 6 (31) 4 (21D 20 1 (5 (I (V)] [V (1)] o 0 O 0 O 0 O
11200 6 (3D 4 (21 0 @ 0 (O [1 I (V)] (L) 0 0 @ 0 ® 0 O
1/400 2 (1) 0 O 0 O 0 O [ ()] 0 0 o 0 O (L (1)
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PERSISTENCIA DE REACOES SOROLOGICAS EM BUFALAS (Bubalus bubalis) VACINADAS COM
Brucella abortus AMOSTRA 19

Em fungao do tipo de imunoglobulina detectado, a
prova do ME apresentou um declinio mais acentuado
no nimero de reagentes comparado ao da prova lenta e
aos 120 dias apenas um animal apresentou reagéo 1/
100, o que estd de acordo com os resultados encontra-
dos para bovinos por FERNANDES e MOOJEN (1974),
0s quais verificaram que 0s titulos no ME permancce-
ram em baixos niveis até 105 dias apés a vacinagio.

No presente estudo, o perfodo para que todos os
animais voltassem a ser negativos sorologicamente foi
de dez meses e pode ser considerado um tanto longo.
Entretanto esta demora pode estar relacionada ao fato
de alguns animais terem sido vacinados com idade en-
tre 9-10 meses o que estd de acordo com os resultados
encontrados para bovinos por RODRIGUES ¢ GIORGI
(1973) ¢ ORNELAS-SANTOS et al. (1975), que con-
clufram ser este periodo diretamente relacionado com a
idade dos animais no momento da vacinacio.

Os resultados encontrados, no presente estudo, s&0
similares aos encontrados por DOMINGUES et al.
(1992) onde aqueles autores encontraram que bubalinos
vacinados cntre 3 € 8 meses idade com dose padrio
mantiveram-se com Utulos detectdveis até 240 dias apds
a vacinagdo. Apesar disto, 0s resultados ndo permilem
afirmar que os bubalinos apresentem queda nos telos
soroldgicos num perfodo maior do que os bovinos como
concluem DOMINGUES et al. (1992), tendo em vista
que no presente trabalho, alguns animais foram vacina-
dos com dez meses.

CONCLUSOES

Fémeas bubalinas vacinadas com dosc padrdo da
amostra 19 respondem com curvas de anticorpos seme-
lhantes as apresentadas por fémeas bovinas quando va-
cinadas na mesma idade. Fémeas vacinadas entre 4 ¢ 10
meses, permanecem reagentes por um perfodo de até
10 meses depois da vacinagho.
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INFLUENCIA DO POLIMORFISMO DA HEMOGLOBINA NA RESISTENCIA NATURAL A
VERMINOSE EM OVINOS DA RACA CORRIEDALE

CLAUDIO CHIMINAZZO! , LUIZ ALBERTO O. RIBEIR(? , TANIA de A. WEIMER?®

RESUMO -A resisténcia & verminose num rebanho ovino da raga Corriedale foi estudada em relagio aos diferentes tipos de
hemoglobina (Hb). Foram utilizados 239 borregas (24 com HbA, 103 com HbAB e 112 com HbB ), expostas as mesmas
condigdes de manejo e infecgdo natural. Amostras de fezes foram coletadas a cada 28 dias, em média, de dez/90 a nov/ 91 e
& contagem de ovos por grama de fezes (O.P.G.) revelou que os ovinos com HbA apresentaram menor percentagem de
animais positivos para o O.P.G. (P < 0,05) nos meses de dez/90, jun/91, out/91 e nov/91 em relagiio aos ovinos com HbB.Os
ovinos com HbAB apresentaram menor percentagem de animais positivos para o O.P.G. (P < 0,05) nos meses de maio/9i ¢
jun/81 em relagHo aos ovinos com HbB. Com relagio as médias de O.P.G. observou-se que os ovinos com HbB foram
também os que apresentaram os maiores valores (P < 0,05) nos meses de dez/90, maio/91, jun/91, out/91 e nov/91. Pelos
resultados observados, os'ovinos com HbB demonstraram a maior percentagem de animais positivos para o O.P.G. , assim
como as maiores médias de O.P.G. ao longo do experimento. Os resultados sugerem que ovinos HbB sio os mais susceliveis
a verminose .

Palavras-chave: resisténcia, verminose, ovino, hemoglobina.

RELATIONSHIPS BETWEEN HEMOGLOBIN TYPES AND NATURAL RESISTENCE TO NEMATODE
PARASITES IN CORRIEDALE SHEEP.

ABSTRACT- The resistence to nematode parasites in Corriedale sheep was studied to different types of hemoglobin (Hb). A
group of 239 gimmers (24 with HbA, 103 with HbAB and 112 with HbB) were exposed to the same type of management and
natural infection. Samples of feces were colleted on average every 28 days of Dec/90 to Nov/91 and were used for nematode
egg counts per gram (EPG). The study revealed that the sheep with HbA presented smaller percentage of positive animals for
EPG (P < 0.05) in the months of Dec/90, Jun/91, Oct/91 and Nov/91 in relation to the sheep with HbB. The sheep with HbAB
presented smaller percentage of positive animals for EPG (P < 0.05) in the months of May/91 and Jun/91 in relation to the
sheep with HbB. The hemoglobin type B sheep showed the highest mean values of EPG (P < 0.05) in the months of Dec/90,
May/91, Jun/91, Oct/91, and Nov/91. The results obtained in this study suggest that the sheep with HbB are the most susceptible
to nematode parasites evaluated by fecal egg counts.

Key words: resistence, nematode parasites, sheep, bemoglobin,

INTRODUCAO

A ovinocultura representa importante seguimento
na pecudria do Rio Grande do Sul . O Estado que che-
gou a ter ao redor de 13 milhdes de cabegas ha poucos
anos atras, hoje amarga nimeros que beiram ndo mais
que 10 milhdes de cabegas (RIBEIRO, 1997). A baixa
1o prego pago no mercado internacional pela 13 levou
a0 desestimulo muitos criadores e o rebanho que era
eminentemente laneiro comecou a mostrar um direcio-
namento maior para produgdo de cordeiros, como for-
ma de amenizar os problemas enfrentados com a renta-
bilidade do setor.

Alguns aspectos do sistema de criagdo ovina, tan-
to de carne como de I3, praticados no Rio Grande do
Sul, tém assumido grande importincia, entre eles o

manejo sanitdrio que inclui, principalmente, o controle
da verminose. Os parasitos internos constituem prova-
velmente o maior problema sanitdrio com que se de-
frontam os ovinocultores gatchos. Seu controle tem sido
baseado historicamente no uso de anti-helminticos e na
aplicagio de algumas medidas de manejo pelos produ-
tores. Na maioria da vezes, muitos produtos anti-
helminticos sdo comercializados e usados numa tenta-
tiva de controlar as parasitoses ¢ diminuir os prejuizos
inerentes 2 infecgdo, sem um enfoque estratégico.
(ECHEVARRIA, 1996).

O surgimento de resisténcia em alguns parasitos
as drogas j4 € uma realidade entre os criadores e evolui
4 medida que novos produtos surgem no mercado. O
use indiscriminado de drogas, além de oneroso, tem le-
vado em nosso meio ao aparecimento de resisténcia,
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principalmente do Haemonchus contortus ao
thiabendazole (SANTOS e FRANCO, 1967; SANTOS
¢ GONCALVES, 1968), ao levamisole (SANTIAGO e
COSTA, 1979) e a ivermectina (ECHEVARIA e TRIN-
DADE, 1989).

Em outros pafses, nos ltimos anos, além do uso
de anti-helminticos, tem-se dado especial énfase a mé-
todos alternativos, que incluem a utiliza¢do de bovinos
adultos e equinos para promover a “limpeza” dos cam-
pos, o manejo das pastagens € estudos sobre 0s meca-
nismos de resisténcia e biologia dos parasitos. Também
existe a possibilidade de aperfeigoar a resisténcia de
ovelhas A verminose, através do desenvolvimento de
rebanhos geneticamente resistentes (MACIEL et al.,
1996). Um crescente nimero de investigagdes tem se
concentrado na procura de um marcador genético asso-
ciado & resisténcia.

As primeiras observagdes sobre a resisténcia a
verminose em rebanhos ovinos foram feitas por
STEWART et al. (1937). A esse trabalho seguiram-se
as observagdes de WHITLOCK (1955; 1958), que fez
os primeiros relatos da existéncia de uma resisténcia
herdével para os trichostrongilideos, demonstrando que
¢ possivel, pela selegao do rebanho, criar populagtes
de ovinos geneticamente resistentes ou suscetiveis para
os mesmos. A resisténcia natural do hospedeiro a para-
sitos parece envolver agles de resposta antagdnica do
hospedeiro contra o desenvolvimento € presenca conti-
nuada do parasito (RIFFKIN e DOBSON, 1979).Elaé
definida segundo a competéncia imunol6gica do hos-
pedeiro, e pode ser manifestada por deficiéncia no esta-
belecimento do parasito, inibigao do desenvolvimento
dos estagios larvérios do parasito, redugdo da
fecundidade de adultos e eliminaggo de infecgdes exis-
tentes.

A resisténcia s infecgOes parasitdrias s80 expres-
sas usando-se uma ou a combinagdo das seguintes ca-
racteristicas; nimero de parasitas adultos recuperados
de ovinos abatidos, contagem de ovos por grama de fe-
zes (O.P.G.) ou interpretagdo do hematdcrito.

Evidéncias para o controle genético a partir destas
caracteristicas surgiram da comparagdo de diferentes
rebanhos ovinos e de estimativas estatisticas da
herdabilidade para resisténcia dentro dos grupos estu-
dados (GRAY, 1987). Os valores de hematécrito prova-
ram ser de pouco valor na selegdo de animais resisten-
tes A verminose (KASSAI et al., 1990).

E possivel afirmar que existe um forte consenso
para o fato de que o exame de O.P.G. represente um
bom indicador do gran de infecgdo parasitéria dos ovi-
nos. Num rebanho conhecido, onde os animais estejam
perfeitamente identificados e mantidos sob as mesmas
condigdes de manejo considera-se o emprego do O.PG.
como o melhor meio para estimar ¢ grau de susceptibi-
lidade ou resisténcia a infecgOes parasitdrias em ovinos
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(LE JAMBRE, 1978). Na opinido de PRESTON e
ALLONBY (1978; 1979), os exames post-mortem de
ovinos confirmam as contagens de O.P.G., isto €, sao
uma verdadeira reflexdo do estabelecimento de parasi-
tas adultos em ovinos.

ROBERTS e SWAN (1981; 1982) e KASSAI et
al. (1990) .consideram que o uso da contagem de ovos
por grama de fezes poderia servir como um critério de
selecdo em programas de profilaxia de helmintose
gastrintestinal em rebanhos ovinos. Os autores conclu-
em que scus trabalhos sustentam o conceito do controle
interno de parasitos baseado neste monitoramento.

Alguns trabalhos relacionando 0s tipos de
hemoglobina e aresisténcia a helmintos gastriniestinais
foram descritos, sugerindo que uma inter-relagdo entre
os tipos de hemoglobina e a su sceptibilidade a
Haemonchus contortus poderia existir. EVANS et al.
(1963) correlacionaram a contagem de 0vOs por grama
de fezes (O.P.G.) e o nimero de parasitos adultos em
exames post-mortem com a hemoglobina de ovinos.
JILEK e BRADLEY (1969) analisaram rebanhos ovi-
nos e diferentes niveis de resisténcia, estabelecendo uma
correlacdo altamente significativa com 08 niveis de
hemoglobina e hematdcrito. As ovelhas com HbA fo-
ram mais resistentes s infecgSes por Haemonchus
contortus. A demonstragio de que ovelhas com HbA
revelavam fendmeno de autocura maior frequéneia e
maior eficicia do que aquelas com HbAB ¢ HbB foi
feita por ALLONBY e URQUHART (1976).

O significado prético dessas observagdcs sugere
que novos empreendimentos no manejo de ovinos em
areas onde Haemonchus contortus € endémico deveri-
am incorporar estudos sobre a performance dos trés ti-
pos de hemoglobina. A hipéiese do gene da hemoglobina
estar ligado ao gene da resisténcia parece ser mais rea-
lista (ZABALZA, 1992). Ainda que especificos genes
envolvidos na resisténcia para hemoncose ndo tenham
sido idéntificados, os trabalhos publicados indicam cor-
relagdio entre resisténcia € 0s genes para hemoglobina
(TEMPLETOM, 1988). O gene que controla a resistén-
cia poderia ser o da hemoglobina ou entdo estar intima-
mente ligado a ela.

Nio existe para os ovinocultores um futuro pro-
missor do ponto de visia unicamente quimico para o
controle da verminose em seus rebanhos. Revigora-se,
desta forma, a necessidade de uma pesquisa continua
sobre o uso eficaz de anti-helminticos associados a ou-
tras medidas para reduzir a dependéncia do controle
quimico dos parasitos. Entre elas, podemos citar 0 con-
trole biol6gico, o desenvolvimento de vacinas eficien-
tes contra os principais parasitos e também a sele¢ao de
ovinos resistentes 3 verminose. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a correlagdo dos tipos de
hemoglobina com a resisténcia a verminose em ovinos
do Rio Grande do Sul, mantidos em criagdo extensiva.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratdrio de
Eletroforese do Departamento de Genética da UFRGS
¢ no laborat6rio de Parasitologia da Faculdade de Vete-
rinfria da UFRGS. Utilizaram-se 239 borregas de dois
dentes da raga Corriedale, oriundas de uma proprieda-
de localizada no municipio de Dom Pedrito. Todos ani-
mais foram identificados com brincos plasticos na ore-
lha esquerda e tatuagem na orelha direita. O grupo ex-
perimental assim constituido e identificado, foi manti-
do em potreiro separado do rebanho geral, obedecendo
0 mesmo manejo nutricional e reprodutivo dos ovinos
da propriedade.

Amostras de sangue dos animais foram coletadas
mediante pungdo venosa da veia jugular com agulhas
40x9, usando tubos de Vacutainer de 5 ml, contendo
EDTA como anticoagulante. No laboratorio, as amos-
tras de sangue foram centrifugadas ( 2.000 rpm — 5°)
para separar as hemécias do plama. As hemécias sofre-
ram trés lavagens com solugio salina (0,09%). A por-
¢80 de eritrocitos resultante dessas lavagens foi adicio-
nada solugdo de glicerol (40% de glicerol ; 60% de
citrato trissédico a 5%) na proporgzo de 1:1 ( WEIMER
et al., 1981). As hemoglobinas foram tipadas por
eletroforese horizontal em gel de amido e para revela-
¢80 dos padrdes de hemoglobina foi utilizado o corante
amido black 10 B. Deste modo, foram formados os trés
grupos experimentais (ovinos com hemoglobina A, AB
e B).

Amostras de fezes de todos animais foram
coletadas a cada 28 dias, em média, diretamente da
ampola retal, condicionadas em sacos plasticos (10x15
cm) previamente identificados ¢ mantidas em baixas
temperaturas at€ o processamento. A coleta de setem-
bro/91 nio pode ser realizada devido 2s dificuldades de
manejo durante a parigio, principalmente em se tratan-
do de borregas de primeira cria. A contagem de ovos de
nematGdeos gastrintestinais por grama de fezes (O.P.G.)

TABELA 1 - Distribuic#o fenotipica da hemoglobina

foi realizada conforme a técnica de GORDON e
WHITLOCK (1939), sendo avaliadas as percentagens
de ovinos positivos ao O.P.G. mensal nos trés grupos
experimentais, ¢ também as médias de O.P.G. mensais
para cada grupo. Os animais foram dosificados no ini-
cio do experimento (dezembro/90) com closantel 10 mg/
kg + albendazole 3,5 mg/kg, antes da pari¢io (julho/
91) com tetramizole 10 mg/kg e na época da assinalagio
dos cordeiros (novembro/91) com closantel 10 mg/kg
+ albendazole 3,5mg/kg.

Para a Anilise Estatistica utilizou-se o Teste do
Qui-quadrado para comparar as percentagens de ani-
mais positivos ao O.P.G., nos grupos experimentais en-
tre si, durante as coletas. As médias de O.P.G. de cada
grupo de hemoglobina foram transformadas para Log x
+ 1, conforme KASSAI et al. (1990) e submetidas 3
Andlise de Variincia. As diferencas significativas en-
contradas foram analisadas pelo Teste Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A distribuiggo dos tipos de hemoglobina nas 239
borregas utilizadas e a freqiiéncia génica obtida sdo apre-
sentadas na Tabela 1 e Figura 1, respectivamente. Os
dados indicam que a freqiiéncia génica para o alelo Hb
B foi de 0,68, aproximadamente o dobro do valor en-
contrado para o alelo Hb A, que foi de 0,32. O tipo de
hemoglobina mais encontrado foi o B com 46,86%, se-
guido do tipo AB com 43,10% e, finalmente o tipo A
com 10,04%. Resultados similares aos apresentados na
Tabela 1 foram encontrados no Japao, por AKAGI et
al. (1970) e em Santa Maria por FAN et al. (1981) e por
MOREIRA et al. (1982) ao pesquisarem fendtipos de
hemoglobina em ovinos da raga Corriedale.

WEIMER et al. (1984) trabalhando com ovinos
Corriedale da EMBRAPA/Bagé, registraram em féme-
as uma freqiiéncia génica para o alelo Hb A de 046 ¢
para o fendtipo de HbA de 19 %, bem maior que as
encontradas neste experimento,

TIPO DE HEMOGLOBINA A AB B TOTAL
N° DE ANIMAIS 24 103 112 239
% 10,04 43,10 46,86 100

Os resultados encontrados confirmam que os alelos
para hemoglobina A e B apresentam frequiiéncias
génicas com grande variabilidade em diferentes reba-
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nhos ovinos dentro da mesma raga, podendo represen-
tar, além de uma adaptacao as condigdes do meio, in-
fluéncia da selecdo para caracteres produtivos.
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alelo Hb B
0,68

alelo Hb A
0,32

FIGURA 1 - Freqgiiéncia Génica para os alelos de
hemoglobina em ovinos da raga
Corriedale (Dom Pedrito/RS)

A contagem de ovos por grama de fezes (O.P.G.)
foi o indicador do grau de infecgdo parasitaria utilizado
neste experimento e também foi usado para estimar o
nivel de susceptibilidade ou resisténcia do rebanho a
esta infecgdo. As Figuras 2 e 3 apresentam os resulta-
dos dos exames parasitologicos realizados .

Q 20 40 80 80 1

_ [2e0] jasm1 | feemi[marsot | sboSt [maio51] jun 51 [jul P11 [ag05t [cutr9l [sersi

[ HA] se17 | 633 | 1007 | 7083 | @5 | 707 | saw 75 | 10,88 50 | 16,67
|HbAB | 72,16 16 | 7476 | sn,18 | TL2® & & | 72,9 22 | 71,73 | se4s
HbB| 79,32 | 1982 | 7411 | 3135 75 | 3532 | 7136 | 7007 | 3431 | 83,37 | 50,91
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FIGURA 2 — Percentagem de ovinos positivos para
a contagem de ovos por grama de fe-
zes 0.P.G., de acorde com o tipe de
hemoglobina ne periodo de dezembro
de 199¢ a novembro de 1991

Os resultados obtidos permitem a anélise das pro-
porgOes entre animais negativos e positivos ao O.P.G.
nos trés grupos experimentais. Diferengas significati-
vas (P < 0,05) foram ohservadas nos meses de dezem-
bro/90 (AxB), maio/91 (ABxB), junho/91 (AxB,
ABxB), outubro/91 (AxB) e novembro/91 (AxAB,
AxB). Nestes meses, 0s ovinos com HbB apresentaram
uma percentagem significativamente maior de animais
positivos para o O.P.G. em relagao aos ovinos perten-
cenies aos oulros dois grupos experimentais. No més
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de julho/91 estes ovinos apresentaram uma percenta-
gem de animais positivos ao O.P.G. um pouco inferior
em comparagio aos ovinos com HbA e HbAB, porém
estas diferengas ndo foram significativas (P> 0,05). Os
ovinos com HbA foram 0s que apresentaram 0S8 meno-
res valores para percentagem de animais positivos para
0 O.P.G. mensal com diferengas significativas (P <0,05)
em relacfio aos outros dois tipos de hemoglobina.

A Figura 3 apresenta os resultados das médias
mensais do O.P.G., conforme o tipo de hemoglobina.

| =HpA
SEHbAB
[ HbB

HbA | 383 | 83 | 325(504,2(283,3| 32815423167 273 | 480 | 333
HbAB| S81| 3z 299(31882(2733| 82| 2883946 TT| 884 [1515
1085 | 432 |330,4 | 4054 |436,5 [467,9 | 499,6 [335,5 | 1242 | 994 163,6

FIGURA 3 - Média de O.P.G. dos meses de coleta,
conforme o tipo de hemoglobina dos
ovinos

Os dados revelam que ovinos com HbA mostra-
ram valores médios de O.P.G. mais baixos na maioria
das coletas realizadas. A andlise estatistica dos dados
indica que foram observadas diferengas significativas
(P < 0,05) nos meses de dezembro/90 (AxAB, AxB,
ABxR), maio/91 (ABxB), junho/91 (AxB), outubro/91
(AxAB) e novembro/91 (AxAB, AxB). Os animais com
HbB apresentaram médias mensais de O.P.G. signifi-
cativamente superiores em relagio aos animais com
HbA ¢ HbAB.

Pelos resultados observados nas Figuras 2 e 3,
os ovinos com HbB foram os mais susceptiveis a
verminose, pois apresentaram as maiores percenta-
gens de animais positivos para o O.P.G. mensal, as-
sim como, também as maiores médias de O.P.G. men-
sal. Da mesma forma, os animais com HbA foram os
que obtiveram os melhores desempenhos, apresen-
tando os menores valores aos exames de O.P.G. rea-
lizados. Em trabalhos dessa mesma natureza, EVANS
et al. (1963) ¢ ALTAIF e DARGIE (1978) verifica-
ram a mesma tend@ncia, isto €, animais com HbA
sdo menos suscetiveis ao parasitismo. LUFFAU et al.
(1981) também concluiram em scus trabalhos que
ovelhas com HbA apresentavam altos niveis de re-
sisténcia quando comparadas as ovelhas com HbB,
EVANS et al. (1963) levantaram a hipGtese de que
além de fonte de alimentagZo, a ingesta de sangue
pelo parasita seria uma fonte de oxigénio para 0 mes-
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mo. Nesses casos, uma maior afinidade da HbA por
oxigénio poderia influir no estabelecimento de uma
carga parasitéria.

A resisténcia natural do hospedeiro expressada pela
contagem de ovos por grama de fezes € formada por um
conjunto de fatores que incluem a competéncia
imunoldgica do hospedeiro, a deficiéncia no estabele-
cimento de novas infeccdes, a inibicao do desenvolvi-
mento, a redugio da fecundidade e o fendmeno de
autocura, No presente experimento foi observado que
as borregas com HbA apresentaram duas quedas acen-
tuadas no O.P.G. médip mensal, além daquelas obser-
vadas apds os tratamentos com anti-helminticos reali-
zados. Estas ocorreram nos meses de abril/91 e junho/
91 e podem perfeitamente caracterizar, uma resisténcia
natural desses animais as infecgdes parasitérias.

BRADLEY et al. (1973) também verificaram que
em ovinos natives da Fl6érida com uma alta frequéncia
para HbA apresentavam uma inibigdo dos estigios
larvérios, um prolongado periodo pré-patente, uma in-
filtragcdio cosinofilica na mucosa do abomaso e uma ré-
pida autocura, quando comparados com ovinos de um
rebanho Merino Rambouillet de baixa percentagem de
HbA, Resultados similares aos apresentados nesse es-
tudo foram novamente descritos por ALLONBY e
URQUHART (1976). Os ovinos com HbA revelaram
fendmeno de autocura mais eficazmente do que 0s ovi-
nos com HbAB ou HbB. Examinando os valores de
hematdcrito, concentragio de hemoglobina e peso cor-
poral dos ovinos, os autores perceberam uma tendéncia
similar, isto &, as ovelhas com HbA apresentaram me-
lhores parAmetros hematoldgicos e melhor peso corpo-
ral em relagdo aos ovinos com HbB. ALTAIF e
DARGIE (1978) em suas pesquisas verificaram que 08
ovinos com HbB apresentavam uma infecgdo 25%
maior para Ostertagia circuncincta do que ovinos com
HbA . O nimero de larvas inibidas de quarto estdgio
era estatisticamente maior (P < 0,05) em ovinos com
HbA gquando comparados com os ovinos com HbB. Os
autores concluiram que as diferencgas observadas pode-
riam ser reflexos intrinsecos do estado imunitério do
hospedeiro e da interacéo hemoglobina-parasito.

O significado prético dessas observagdes sugerem
que novos empreendimentos no manejo de ovinos em
4reas onde a verminose € um fator limitante para pro-
duggo dos mesmos, deveriam incorporar estudos sobre
a performance dos trés tipos de hemoglobina.

CONCLUSOES

O alcance dos objetivos propostos para esta pesquisa
pode ser demonstrado com base nos resultados observa-
dos, que permitem levar as seguintes conclusoes:

1. A tipificacdo dos padrées de hemoglobina das
239 borregas utilizadas no experimento mostrou que 0

PESQ. AGROP. GAUCHA, v.4, n.1, p. 4348, 1998

tipo de hemoglobina predominante foi 0B com 46,86%,
seguido dos tipos AB ¢ A, respectivamente com 43,10%
e 10,04%. A freqiiéncia génica para o alelo a foi de
0,32.

2. Os ovinos com HbB revelaram, duranfe o expe-
rimento, os maiores niveis de O.P.G., sendo os mais
susceptiveis 4 verminose. Os ovinos com HbA mostra-
ram os menores valores de O.P.G. na maioria dos exa-
mes realizados, sendo os mais resistente as infecgOes
por helmintos gastrintestinais. Os ovinos com HbAB
apresentaram niveis de O.P.G. intermedidrios aos dois
grupos anteriores,
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CORRELAGAO ENTRE OS TIPOS DE HEMOGLOBINA E A PERFORMANCE PRODUTIVA
EM OVINOS CORRIEDALE

CLAUDIQ CHIMINAZZQ!, LUIZ ALBERTO Q. RIBEIRQ?, TANIA de A. WEIMER?

RESUMO - Os tipos de hemoglobinas foram estudados em 239 ovelbas da raga Corriedale (24 com HbA, 103 com HbAB ¢
112 com HbB) expostas As mesmas condiges de manejo. Foi verificada uma possivel associagio entre a distribui¢io fenotipica
dessa proteina com a performance produtiva (estimada pelas taxas de prenhez, cordeiros assinalados, peso e qualidade do
velo). Os resultados revelaram que as taxas de prenhez e o niimero de cordeiros assinalados foram maiores nos ovinos com -
HbA, porém estas diferengas néo foram estatisticamente significativas. Os ovinos corn HbA ¢ HbAB apresentaram melhor
peso de velo. A qualidade do velo foi inferior na segunda tosquia e diferenges significativas foram encontradas entre os
ovinos com HbAB ¢ HbB,

Palavras-chave: hemoglobina, ovino, performance.

THE RELATIONSHIP BETWEEN HEMOGLOBIN TYPES AND PRODUCTIVE PERFORMANCE
IN CORRIEDALE SHEEP

ABSTRACT - Hemoglobin types was studied in 239 Corriedale sheep (24 with HbA, 103 with HbAB and 112 with HbB)
exposed to the same types of management and natural conditions. The possible associaton of the phenotype distribution of
these protein with the productive performance of the ewes (estimated by pregnancy rate, the number of marked lambs, fleece
weigth and fleece quality) was investigated. Results showed that the pregnancy rate and number of marked lambs was higher
in the HbA group but this difference was not significant statistically. Groups HbA and HbAB showed heavier fleece weight
than HbB. The fleece quality was inferior on the second shearing and significant statistical differences were encoutered

between the’ HbAB and HbB groups.

Key words: hemoglobin, sheep, performance.

INTRODUCAO

A beterogeneidade da bemoglobina € observada em
_diferentes animais e a correlagho da estrutura priméria
da hemoglobina com sua genética tem resultado em
melhores eniendimentos dos mecanismos operantes nos
genes que controlam a mesma (JOHN ¢ JOHN, 1977).
Os trabalhos envolvendo as hemoglobinas de ovinos co-
megaram na década de 50. HARRIS e WARREN (1955)
realizaram as primeiras pesquisas envolvendo os tipos
de hemoglobina em ovinos, utilizando 12 ovelhas pre-
nhes e observaram que trés tipos diferentes de
hemoglobina em ovinos podiam ser identificados.

A heranga dos tipos de hemoglobina foi determi-
nada por EVANS ¢t al. (1956), sendo caracterizada pela
existéncia de dois alelos codominantes, cada qual res-
ponsével pela formagao de um tipo de hemoglobina.
Desdc entfio, uma extensa literatura tem se desenvolvi-

. do referente a aspectos genéticos, estruturais, fisiologi-
cos e imunoldgicos. As freqiiéncias dos alelos Ac B
variam lanto entre as ragas como entre os rebanhos de

uma mesma raga. Esta variabilidade pode ser observa-
da, no Rio Grande do Sut, em ovinos da raga Corriedale
nos trabalhos de FAN ¢t al, (1981), MOREIRA et al.
(1982) e WEIMER et al. (1984). Na opinido de AGAR
et al. (1972) as distribuigBes polim&rficas teriam, além
da significAncia adaptativa, influéncia da selegfio para
caracteristicas produtivas.

As caracteristicas produtivas dos ovinos sao todas
grandemente influenciadas por fatores associados a0 am-
biente, embora fatores genéticos nio possam ser excluf-
dos. Por essas razdes, alta correlagfio entre um Unico gene
e as caracterfsticas produtivas € dificil de ser esperada.

Os primeiros trabalhos envolvendo a selechio de
ovinos produtores de 14 foram realizados por TURNER
{1958). Mais adiante, WATSON e KHATTAB (1964),
em scus experimentos, verificaram que ovelhas com
HbA tinham melhor produgiio de 14 do que aguelas com
HbAB ou HbB. KROITER ¢ AITMUHANOV (1969)
verificaram que 0s animais com HbA apresentavam peso
de velo e peso de 14 limpa superior aos animais com
HbAB em 10,7% e 9,3%, respectivamentc.,
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ARORA e ACHARYA (1972) avaliaram 529 ovi-
nos de rebanhos indianos produtores de 13 e observa-
ram que os tipos de hemoglobina ¢ a produgfo de i ndo
apreseniavam associacles significativas. Verificaram,
entretanto, que na tosquia, a0s seis meses de idade, os
ovinos com HbB obtiveram methor peso médio de velo
do que ovinos com HbAB. KRISHNAMURTHY e
RATHNASABAPATHY (1980) verificaram que ovinos
HbAB apresentaram resultado superior em comparacio
com os outros tipos de hemoglobina, porém as diferen-
¢as ndo foram significativas. Em estudos sobre a quali-
dade da 14 no mesmo rebanho, os ovinos com HbA apre-
sentaram resultados superiores em todas as caracteristi-
cas estudadas. Os tipos de hemoglobina e o peso médio
do velo em ovinos da raga Corriedale da EMBRAPA/
BAGE também foram estudados por WEIMER et al.
(1984). Conforme os autores, as diferengas encontra-
das foram pequenas € estatisticamente n3o significati-
vas,

Arelacio entre a percentagem de borregas prenhes
¢ nimero de cordeiros assinalados com o polimorfismo
da hemoglobina revela que ndo existe um ponto de vis-
ta comum entre os pesquisadores. Para KING et al.
(1958), MEYER et al. (1968) ¢ OBST e EVANS (1971)
os ovinos com HbA e HbAB sfo os que apresentam
melhor fertilidade. J4 EVANS e TURNER (1965),
WALKER: et al. (1979) ¢ KRISHNAMURTHY ¢
RATHNASABAPATHY (1980} acreditam que os ovi-
nos com HbB apresentam vantagens na produgio de
cordeiros, considerando o nimero de animais nascidos
e desmamados, MAYQ et al. (1970) ¢ ARORA E
ACHARYA (1972} afirmam que ndo existern evidénci-
as de diferengas significativas para os parimetros ava-
liados.

PUSER e HALL (1974) anatisaram os dados de
cordeiros nascidos de 2800 ovelhas da raga Scottish
Blackface e concluiram que por um lado as ovelhas com
HbB produziram cerca de 10% a mais de cordeiros so-
bre a média de animais nascidos em relago as ovelhas
com HbA, mas por outro lado, a sobrevivéncia dos cor-
deiros nascidos destas ovelhas foi menor quando com-
parada a dos animais com HbA. Ainda, conforme os
autores, 0s achados indicamn que, sob algumas circuns-
tincias, a produgio de cordeiros poderia ser aumentada
pela selegdo de ovinos com HbB.

O estudo do mimero de cordeiros nascidos, cor-
deiros desmamados, nascimentos miiltiplos e insufici-
éncia reprodutiva em ovinos da raga Corriedale no Rio
Grande do Sul feito por WEIMER e al. (1984) indica
que nao existem diferengas significativas para as carac-
teristicas estudadas.

Tendo ¢m vista, a inconsisiéncia dos achados, este
trabalh se propds avaliar a correlagfio do polimorfismo
da hemoglobina com a performance produtiva, estima-

a_ L _w - —

assinalados e pelo peso do velo em ovinos da raga
Corriedale no Rio Grande do Sul, mantidos em cria¢do
extensiva. O trabatho também apresenta dados inédi-
tos, até 0 momento, sobre a correlacio dos tipos de
hemoglobina com a qualidade do velo no mesmo reba-
nho.

MATERIAL E METODOS

() trabalho foi desenvolvido no lahoratério de’
Eletroforese do Departamento de Genética da UFRGS,
no periodo de dezembro de 1990 a novembro de 1991,
Utlizaram-s¢ 239 borregas de dois dentes da raga
Corriedale, oriundas de uma propriedade localizada no
municipio de Dom Pedrito. Todos animais foram iden-
tificados com brincos plésticos na orelha esquerda e ta-
tuagem na orelha direita. G grupo experimental assim
constituido e identificado, foi mantido em potreiro se-
parado do rebanho geral, obedecendo 0 mesmo manejo
nutricional e reprodutivo dos ovinos da propriedade.

Amostras de sangue dos animais foram coletadas
medianie pung¢io venosa da veia jugular com agulhas
40x9, usando tubos de Vacutainer de 5 ml, contendo
EDTA como anticoagulante. As amostras de sangue
coletadas foram centrifugadas ( 2.000 rpm - §') para
separar as hemécias do plasma. As hemAcias sofreram
trés lavagens com solugio salina (0,09%). A porgio dc
eritrécitos resultante dessas lavagens foi adicionada
solugfo de glicerol (40% de glicerol ; 60% de citrato
trissGdico a 5%) na proporgio de 1:1 ( WEIMER et al.,
1981).

As hemoglobinas foram tipadas por cletroforese
horizontal em gel de amido e para revelagio dos pa-
drées de hemoglobina foi utilizado o corante amido
black 10 B. Deste modo, foram formados os trés grupos
experimentais (ovinos com hemoglobina A, AB ¢ B).

Asborregas tiveram seus pesos controlados duranie
o experimento, mediante duas pesagens. A primeira, foi
realizada em dezembro de 1990 ¢ a segunda ocorreu ao
final do experimento, em novembro de 1991. Nas mes-
mas datas, os ovinos do trabalho foram csquilados ¢ o
peso do velo bem como a classificacio da qualidade
dos mesmos anotados. A classificagdo da 1d scguiu os
padroes cstabelecidos pela Federacdo das Cooperativas
de Lis do Rio Grande do Sul-FECOLA. As compara-
¢Oes entre os lipos de hemoglobina ¢ as caracler{sticas
de peso corporal ¢ peso do velo foram realizadas atra-
vés de Analise de Variancia e as diferengas significati-
vas submetidas ao teste Tukey. Os dados da classifica-
¢do da qualidade da i foram analisados pelo teste de
KOLMOGOROV-SMIRNOV.

O diagndstico de gestagio foi realizado por ultra-
sonografia, 50 dias apds a retirada dos carnciros de re-
passe. Para o diagnostico foi utilizado um aparclho
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Mhz, pertencente ac Centro de Pesquisas Veterindrias
Desidério Finamor-CPVDE. A técnica usada foi o exa-
me da ovelha em pé sem jejum prévio. O mimero de
ovelhas prenbes e o niémero de cordeiros assinalados
foram analisados pelo teste do Qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

O polimorfismo da hemoglobina nas 239 borregas
utilizadas sdo apresentados na Figura 1. O tipo de

hemoglobina mais encontrado foi 0 B com 46,86%, sc-
guido do tipo AB com 43,10% e, finalmente o tipo A,
com 10,04%. Os dados indicam que a freqiiéncia génica
para o alelo Hb B foi de (.68, aproximadamente o do-
bro do valor encontrado para o alelo Hb A, que foi de
0,32. Resultados similares aos apresentados na Figura
1 foram encontrados no Japdo, por AKAGI etal. (1970)
eem Santa Maria por FAN et al. (1981) ¢ por MOREIRA
et al. (1982) ao pesquisarem fenétipos de hemoglobina
em ovinos da raca Corriedale.

B NUMERO DE ANIMAIS

103

112

0 20 40 60 80 100 120 140

FIGURA 1 - Distribuigfio dos ovinos do grupo experimental, conforme o tipo de hemoglobina

WEIMER et al. (1984) trabalhando com ovinos
Corriedale da EMBRAPA/Bagé, registraram em féme-
as uma freqiiéncia génica para o alelo Hb Ade 046 ¢
para o fen6tipo de HbA de 19%, bem maior que as en-
contradas neste experimento.0Os resultados confirmam
que as freqii@ncias fenotfpicas e génicas apresentam uma
grande variabilidade em diferentes rebanhos ovinos

dentro da mesma raca, podendo representar, além de
uma adaptacfo as condigdes do meio, influéncia da se-
legdo para caracteres produtivos.

A Tabela 1 apresenta os valores encontrados para
o peso do velo dos ovinos na 1" e 2* tosquia . Os ovinos
com HbAB tiveram um peso médio de velo superior
a0s ovinos com HbB (P < 0,05), na segunda tosquia.

TABELA 1 - Resultados do peso médio dos velos sujos de ovinos Corriedale na 1* tosquia, 2* tosquia e 1* +

2» tosquia, conforme o tipo de Hb

PESO MEDIO DO VELO SUJO
TIPO DE HEMOGLOBINA
1: TOSQ 2TOSQ 1* + 22 TOSQ.
HEMOGLOBINA A 2,63 290 5,53
HEMOGLORINA AB 2,65 2,86 5,51
HEMOGLOBINA B 2,62 2,74 5,35
» P<0,05

Os achados de WATSON e KHATTAB (1964) ¢
KROITER ¢ AITMUHANOYV (1969), demonstrando
que os ovinos com HbA apresentavam melhor peso de
velo que os oulros tipos de hemoglobina, fortalecem os
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resultados encontrados no presente experimento.
KRISHNAMURTHY ¢ RATHNASABAPATHY
(1980) também verificaram que 0s ovinos com HbAB
apresentavam resultado superior aos ovinos com HbB,
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porém as diferengas nfo eram significativas(P > 0,05).
WEIMER et al. (1984) consideraram gue néo havia qual-
quer relagfo entre os tipos de hemoglobina e o peso do
velo de ovinos da raga Corriedale. Nesse trabalho, os
autores referem gue os ovinos com HbA tiveram média
de peso de velo de 3,84 kg contra 3,65 kg e 3,60 kg,
respectivamente, dos ovinos com HbAB e HbB.

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos para a clas-
sificagfio da qualidade dos velos sujos da 1* e 2" tos-
quia, conforme os tipos de hemogltobina. Foram encon-
tradas diferengas significativas na qualidade dos velos

da 1" tosquia em relagho a 2* tosquia dentro dos grupos
com HbAB e HbB. Nesses grupos de hemoglobina,
verificou-se a perda da qualidade do velo na 2° tosquia.
Para os ovinos com HbAB, 81% destes tiveram a 13 clas-
sificada de Amerinada 4 Cruza 1 na 1* tosquia, enquan-
o que na 2* tosquia ¢si¢ valor baixou para 51% (P <
0,05), aumentando consideravelmente a percentagem de
ovinos com 13 classificada como Cruza 2. Para 0s ovi-
nos com HbB, 66% dos animais tiveram a 14 classifica-
da at¢ Prima B na 1* tosquia, contra 29% na 2 tosquia
(P < 0,05).

TABELA 2 - Classificagiio da qualidade do velo na 12 e 22 tosquia, conforme o tipo de hemoglobina

TIPO DE CLASSITF. 1a TOSQUIA 2a TOSQUIA
Hb DO VELO % %

A AMERINADA 0.00 0,00
PRIMA A 4,17 0,00

PRIMA B 50,00 20,83

CRUZA 1 20,83 29,17

CRUZA2 16,67 45,83

CRUZA 3 8,33 4,17

AB AMERINADA 1,00 0,00
PRIMA A 5,00 0,00

PRIMA B 42,00 18,63

CRUZA 1 33,00 32,35

CRUZA 2 17,00 41,18

CRUZA 3 2,00 4,17

B AMERINADA 0,00 0,00
PRIMA A 16,07 1,80

FRIMA B 50,00 27,03

CRUZA 1 16,97 34,23

CRUZA 2 12,50 30,63

CRUZA3 46 6,31

Também foram encontradas diferengas significati-
vas na classificagéo da qualidade dos velos da 1* tos-
quia entre os animais com HbAB e HbB. Nessa tosquia
48% dos ovinos com HbAB tiveram o velo classificado
até Prima B, contra 66% dos ovinos com HbB (P < 0,05),
isto €, os ovinos com hemoglobina B foram aqueles com
meihor qualidade de velo na 1* tosquia. No entanto, essa
tendéncia de mostrar uma melhor qualidade de velo ndo
se repetiu na 2* tosquia.

Conforme trabalho apresentado por BLACK
(1988}, a taxa de crescimento da 14 e vdrias caracter{sti-
cas do velo mudam substancialmente com a idade dos
ovinos. O diimetro da fibra tende a aumentar com a
idade do animal, perdendo sua qualidade, e consequen-
temente, piorando a classificagiio do velo. A perda de
qualidade do velo também pode ser observada neste tra-
balho. MAYO et al. (1970) ndo encontraram evidéncias

- para qualquer real associa¢#o do comprimento da fibra
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de 13, do grau de ondulagdes, do diimetro da fibra, da
densidade da 13 e espessura da pele com os tipos de
hemoglobina. KRISHNAMURTHY ¢ RATHNASA-
BATHY (1980) obscrvaram que os ovinos com HbA,
apresentaram qualidade superior em Lodas caracterfsti-
cas estudadas, com diferengas significativas (P < 0,05)
para o comprimento da fibra de 1d e para o nimero de
ondulagdes por centimetro, resultados divergentes aos
apresentados neste trabalho.

Analisando-se o ndmero de ovelhas prenhes, con-
forme o tipo de hemoglobina, pudemos verificar que
dos 24 ovinos com HbA, 22 ficaram prenhes (91,67%),
dos 103 ovinos com HbAB, 86 ficaram prenhes
{(83,49%) e dos 112 ovinos com HbB, 93 ficaram pre-
nhes (83,04%).Estas diferencas ndo foram eslatistica-
mente significanies. A percentagem média de prenhez
dorebanho de 84,10%, revelou que houve um grupo de
16% de ovelhas que nfo mostraram prenhez.,
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A Figura 2 apresenta, além das percentagens de
ovelhas prenhes, os dados sobre a percentagem de cor-
deiros assinalados em relaggo ao nimero de ovelhas
prenhes, conforme o tipo de hemoglobina. Os ovinos
com HbLA apresentaram mais cordeiros assinalados

(63,64%) do que as ovelhas com HbAB (62,79%) € HbB
(59,14%). Os dados, mesmo ndo apontando diferengas
estatisticamente significativas, sugerem que as ovclhas
com HbA apresentam uma melhor eficiéncia reprodutiva
em relacio aos ovinos com HbB.

B8 % CORD. ASSIN. (1% OV.PRENHAS

100 (| .
80|
60
40
20

0
A

AB B

% CORD. ASSIN.
% OV.PRENHAS

63,64
91,67

62,79 59,14
83,49 83,04

FIGURA 2 - Percentagem de cordeiros assianalados em relacio ao nimero de ovelhas prenhes ¢ percenta-
gem de ovelhas prenhes, conforme o tipe de hemoglobina (Dom Pedrito/RS)

Resultados semelhantes aos apresentados nesse tra-
balho foram descritos por KING et al. (1958), MEYER
etal. (1968), OBST e EVANS (1971) e WEIMER et al.
(1984). Finalmente, considerando que o erro do diag-
ndstico com ultra-sonografia ¢ baixo (ao redor de 2%),
pode-s¢ estimar a mortalidade perinatal com base na
percentagem de cordeiros desmamados das ovclhas pre-
nhes. Esses valores foram de¢ 36,36% para ovings com
HbA, 37,21% para ovinos com HbAB e 40,86% ovinos
com HbB. As diferengas nfio foram significativas. Os
dados mostram ainda que a mortalidade perinatal mé-
dia de cordeiros ficou em 38.14%, mais do que o dobro
daqueles apresentados por RIBEIRO (1997}, numa
publicagiio sobre as perdas reprodutivas ém ovinos no Rio
Grande do Sul, onde constatou uma mortalidade perinatal
de cordeiros de 19% num rebanho de ovinos Corriedale.

CONCLUSOES

O alcance dos objetivos propostos para esta pesquisa
pode ser demonstrado com base nos resultados observa-
dos, que permitem levar As seguintes conclusdes:

1. A dpificacfio dos padrdes de hemoglobina das
239 borregas utilizadas no experimento mostrou quc 0
tipo de hemoglobina predominante foi 0 B com 46,86%,
seguido dos tipos AB e A, respectivamente com 43,10%
e 10,04%. A freqiiéncia génica para o alelo A foi de
0,32. .
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2. A taxa de prenhez dos ovinos com HbA foi su-
perior em aproximadamente 10% aos ovinos com HbAB
e HbB. Ao mesmo lempo, a taxa de assinalagdo de cor-
deiros demonstrou a mesma tendéncia, ou seja, 0s ovi-
nos com HbA apresentaram os melhores resuliados,

3. O peso de velo sujo dos ovinos dos trés grupos
foi praticamente idéntico na 1* tosquia. Na 2" tosquia, 0
peso do velo dos ovinos com HbA e HbAB foi superior ao
grupo de ovinos com HbB. Foi observada diferenga signi-
ficativa (P < 0.05) entre os ovinos com HbAB ¢ HbB.

4. A classificagiio da qualidade do velo sujo dos
ovinos nos trés grupos de hemoglobina decresceu da 1*
para 2* tosquia. Esta diferenca foi significativa (P < 0,05)
nos ovinos com HbAB e HbB.
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A ERRADICAGAO DA FEBRE AFTOSA NO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL -
JOSE ANTONIO P. PRADO!, SYLIO A. PETZHOLD!, PAULO E. RECKZIEGEL!, JOAO CARLOS F. TEIXEIRA?

RESUMO — Neste trabalho ¢ descrita, sob o ponto de vista epidemiblogico e de politica de satide animal, a evolugiio da
ocorréncia da febre aftosa no Rio Grande do Sul, Brasil, ¢ as agdes ¢ estratégias utilizadas em 30 anos de campanha de
combate a enfermidade. Sio analisadas lambem as implicagbes do processo de erradicagdo tanto aguelas relacionadas ao
comércio internacional de carnes, quanto as demais exigéncias complementares que deverdio ser aplicadas no Estado de
acordo com o cédigo Zoosanitério do Escritdrio Internacional de Epizotias — OIE.

Palavras-chave: febre aftosa, epidemiologia, erradicagio.

FOOT-AND-MOUTH DISEASE ERRADICATION IN THE STATE OF
RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL

ABSTRACT - In this paper it is described either from the epidemiological point of view and animal health policy the
evolution of foot-and-mouth discase in Rio Grande do Sul State, Brasil regarding the actions and strategies adopted in 30
years of sanitary campaign against the discase, It is also analised the implications of the disease’s erradication process related
not only to the international trade but also those additional requirements that must be applied by the State according the

Zoosanitary code issued by the Office International des Epizooties — OIE.

Key words: Foot-and-Mouth discase, epidemiology, erradication.

INTRODUCAO

As agles para o controle ¢ erradicagiio da febre
aftosa no continente sul americano vem apresentan-
do progressos considerdveis em varias regides. Se re-
conbece atualmentc que o perfil epidcmioldgico da
febre aftosa no continente ¢sta intimamente ligado
ao modelo de exploragfio pecudria da regifio, princi-
palmente aquelas &reas com atividades comerciais
intcnsas ¢ sistcmas produtivos semelhantes
(ASTUDILLO ¢t al., 1986). Este fato por si s6 deter-
mina que as estratégias de combate decvem ser toma-
das pelos conjuntos da 4reas envolvidas e ndo por
pafses ou estados separadamente, regionalizando as
a¢des com o objetivo de se alcangar a erradicagio,
com a participa¢ido dos vérios segmentos sociais que
compdem a atividade agropastoril como os produto-
res rurais € a agroinddstria. Especificamente no caso
do Brasil, o Rio Grande do Sul (RS) ¢ Santa Catarina
(8SC) fazem parte do programa sub-regional da Bacia
do Prata, que ¢ uma regido reconhecida por sua situ-
aco sanitdria, como passivel dc concessdo do “status”
de drea livre dentro de um mesmo pafs ou regido
obedecendo critérios de identificagio de prevaléncia
e dec andlise dc risco.

DESENVOLVIMENTO

Historico: A Febre Aftosa (FA) hi mais de 450
anos ameaga a satde da pecudria deixando sob risco
todas as 4rcas do plancta sendo considerada como a
mais importante das afccgbes transmissfveis dos ani-
mais (KITCHING et al., 1990). E uma doenga
vesicular, infecto-contagiosa, com grande poder de
difusio, causada por um virus da familia Picornavi-
ridae, género Aftovirus que afela em forma natural
os animais biungulados domésticos ¢ selvagens.E uma
das enfcrmidades mais devastadoras, temidas ¢ pre-
judiciais, traz sérios danos A comunidade rural e gra-
ves reflexos negativos diretos e indiretos & economia
dos pafscs afetados com conseqiientes e profundas
repercussidcs nos mercados internacionais devido as
restrighes A comercializagio nacional ¢ internacional
de animais, scus produtos € subprodutos, impostas
principalmente pelos paises livres, importadores de
maior potencial (COHEFA, 1988).

Citam-se, a seguir, alguns fatorcs que contribu-
em ¢ justificam tal conceito: alta infecciosidade, ex-
trema contagiosidade; ampla distribuigio gcbgraﬁ—
ca; grande variedade de animais suscetiveis ¢ ¢stado
de portador em muitas espécics animais dc grande
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importincia econdmica como bovinos, ovinos e capri-
nos; duragdo da imunidade ativa por um periodo re-
lativamente curto; facil e rapida difusdo ou dissemi-
nagéo; alta plasticidade do agente etioldgico com con-
scqiiente grande variedade de sorotipos € amostras
antigenicamente distintas sem prote¢io cruzada entre
si; severidade clinica com deterioragfio das condigbes
corporais dos animais biungulados; persisténcia nas
populages bovinas atingidas; grande concentragiio de
virus infeccioso em tecidos de animais infectados, em
exsudatos de lesdes e em secregdes naturais mesmo antes
do aparecimento de sinais ¢lfnicos; prolongada sobre-
vivéncia dos virus no meio ambiente bem como em
objetos contaminados a temperatura ambiente e grande
persisténcia do virus em amostras de tecidos dos ani-
mais, seus fluidos ¢ subprodutos.

A ocorréncia mais antiga da enfermidade (FA) data
de 1514, na Italia. Foi feita por Hieronymus Fracostorius
que relatou o surto de uma enfermidade vesicular alta-
mente conlagiosa, afetando bovinos, cuja sintomatologia
cra idéntica a da FA (ALONSQ FERNANDEZ et al.,
1973). A partir do século XVIII foi reportada em quase
todo o mundo: na Alemanha em 1751 ¢ 1756, na Itilia
¢ Franga durante os séculos XVII ¢ X VIII, na Inglaterra
a partir de 1839 na Dinamarca em 1841; na Africa e
Asia a partir do inicio do século XIX e na Austrilia em
1872.

Nas Américas, a doenga foi introduzida entre 1860-
1870, possivelmente através de bovinos oriundos da
Europa, onde, na época, ocorria uma grande epidemia
(ASTUDILLO, 1992), cujos dados da literatura dispo-
nfvel indicam a cronologia que segue: 1860 — detectada
na Argentina; 1865/1866 - novamente reconhecida na
Argentina; 1870 - registros de ocorréncias na Argenti-
na, no Canad4, nos Estados Unidos, no Uruguai, no
Chile € no Brasil — Rio Grande do Sul; 1871 - Chile,
Brasil, Uruguai, Argentina e Austrilia; 1895 ~ ocorrén-
cia de epidemia no Brasil; 1910 — primeiro registro de
FA no Peru e na Bolfvia ¢ provavelmente no Paraguai;
1926 - registro de primeira ocorréncia de FA no Méxi-
<0; 1950 - na Venezuela e na Colémbia; 1956 — difusdo
dc FA ao Equador; 1960 - a partir desta data h4 regis-
tros de alguns casos de curta duragdo, na Guiana ¢
Guiana Francesa . Assim na América do Sul, a FA teve
uma expansio gradual devido A inconsisténcia das me-
didas preventivas e isto ocasionou sua difusao, pratica-
mente, a todos o8 pafses, com exceglio do Suriname,
Nos Estados Unidos, a FA nfio ocorre desde 1929, ten-
do sido eliminada nas nove vezes em que foi introduzida,
por adogao de medidas de quarentena, isolamento, de-
sinfecgfio e sacrificio dos animais enfermos e dos con-
tatos. O México e o Canada conseguiram erradicar a
Febre Aftosa e mantém-se livres da doenca desde 1952.
Ainda neste século, o Caribe, a Jamaica, a Martinica, o
Curagfo e a Aruba, tiveram registros de ocorréncia de

56

Febre Aftosa, a qual foi eliminada pela adogfio de me-
didas de isolamento e quarentena, que foram facilitadas
pela pequena populagfio animal ¢ caracteristicas geo-
gréficas peculiares.

Para refrear o avango de uma enfermidade infecci-
0sa € necessario atuar dentro da cadeia epidemioldgica
nos scguintes estigios: agente etiol6gico, hdspede sus-
cetfvel ¢ meio ambiente. Em zonas endémicas como a
América do Sul, 4 atuagio sobre a imunidade do hdspe-
de constitui-se num ¢lemento favoravel por influir so-
bre o equilibrio mantido com o agente.Uma das maio-
res armas utilizadas no combate a FA foi e continua sen-
do o estabelecimento de barreiras de imunidade adqui-
rida ativa através da vacinagfo, que deve ser associada
a outras estratégias de prevengio e contengfio do virus,
C uso sistemaético de vacinas pode reduzir marcadamente
a incidéncia da enfermidade.

Nos primeiros anos de combate 4 Febre Aftosa na
América do Sul, as vacinas inativadas constituiram-se
quase que no dnico recurso utilizado. A vacina mais
utilizada foi a hidréxido-saponinada (convencional). A
partir de 1972, o Centro Panamericano de Febre Aftosa

-~ CPFA —iniciou estudos, a campo, com a vacina com-

posta com adjuvante incompleto de Freund (oleosa), que
mostrou induzir uma imunidade mais duradoura e re-
duzir a incidéncia da enfermidade a nfveis mais baixos
do que com a vacina convencional. Desde entiio, a va-
¢ina oleosa vem, gradualmente, substituindo a vacina
convencional por conferir um melhor nivel imunitdrio
a populagiio bovina inclusive frente a subtipos, por au-
mentar seguramente o intervalo inter-vacinagdes, por
ser vantajosa para o manejo dos rebanhos e para o custo
das operagdes sanitdrias.

A partir de janciro de 1992, as vacinas aplicadas
no Brasil deveriam ser as de longa duragéo ou seja, con-
ferir uma imunidade igual ou superior a seis meses.
Ainda em 1992 sugeriu-se a manutengio da estratégia
utilizada na sub-regido da Bacia do Prata, utilizando-se
a vacina com adjuvante oleoso, tinica utilizada nesta
Area.

Prejuizos Econdmices: Os prejufzos ecdmicos
ocasionados pela FA sdo conseqiiéncia de muitos fa-
tores associados, complexos ¢ diffceis de quantificar,
sendo apresentados na literatura com uma grande
variagfio. Segundo a literatura, as perdas séo classifi-
cadas em diretas (carne, leite, abortos, mortes, elc.) ¢
indiretas, devido aos problemas que causam na co-
mercializagfo de carnes ou ainda como sendo de cur-
to, médio e longo prazo de¢ acordo com o perfodo de
pos-infecgho.

Prescntemente as perdas foram classificadas em:

1 —Perdas Fisicas de Curto Prazo: mortalidade;
letalidade, diminuig¢@o da produtividade; abortos
(natimortos); perda de peso (carne) e leite; perda total
do s&men e lesdes cardfacas eventuais.
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2 — Perdas Fisicas de Médio e Loongo Prazo: ca-
pacidade de trabalho diminuida; esterilidade; redugio
da capacidade reprodutiva dos animais; coadjuvagiio ou
predisposigiio a infecglies secundirias que sdo respon-
sdveis por infecgdes podais, infecgBes bucais, mastites,
metrites e mifases.

3 — Outras Perdas: proihigfio ou severas restri-
¢dcs no mercado internacional sobre a importagio de
animais, sobre o comércio de carne fresca, produtos de
origem animal, material genético como ¢ sémen, em-
brides e 6vulos, leite € leite em pé, produtos de origem
animal destinados ao uso farmacéutico e produtos bio-
16gicos n#o estéreis; acarreta ainda limitagSes no tran-
sito ¢ comercializagio de animais e de seus produtos
entre regides com diferentes condigdes sanitérias; res-
trigdes a0 movimento animal; exigéncia de tratamento
prévio de elevado custo da carne a ser exportada; me-
nor valoragfio dos produtos de origem animal; sacriff-
cio dos animais; neccssidade de quarentena; aumento
no custo das vacinagdes; maiores custos com medica-
mentos e manejo; desestimulo ao criador; custos com
limpeza e desinfecgdo de locais contaminados; interdi-
¢ao de locais ou propricdades; restrigdes e supervisio
do movimento dentro e fora de propriedades e cerca-
nias expostas 2 infecgdo direta ou indirets; perdas em
ganhos eventuais provenicnies do arrendamento de ins-
talagdes; restrigies a produtos agricolas com risco de
conter o virus da Febre Aftosa; perdas na classifica¢fo
de carcacas; falta de livre acesso a todos os mercados
mundias devido 4 caracterizagdo dos mesmos em 4reas
constitufdas por pafses sem aftosa ¢ dreas constitufdas
por pafses com aftosa; novas restrigdes sanitdrias que
surgem dia a dia; implicacSes politicas, afetando ainda
a nutri¢iio de seres humanos por reduzir a oferta de pro-
tefna animal.

Os reflexos relacionados & ocorréncia da FA sdo
devidos, principalmente, a alta taxa de morbidade, per-
das na produtividade, conseqii€ncias internacionais (ex-
portagio)} e nacionais (comercializagfo) e implicagOes
polfticas.

Assim a reputagfio da FA como a mais temida €
danosa enfermidade transmissivel dos animais, deve-se
a uma complexa associag¢@o de fatores que de uma for-
ma geral causam um profundo compromeimento 3 ¢co-
nomia dos pafses afetados.

Areas Livres de Febre Aftosa no Continente
Americano: Os pafses da América do Norte, América
Central e Caribe estdo livres da FA, assim como o Chi-
le, Guiana, Guiana Francesa, Uruguai e Suriname, na
América do Sul. A regido da Patagdnia na Argentina ¢
regiao norte do Chocé na Coldmbia também ¢stdo li-
vres de FA, As ilhas Malvinas também estio livres des-
ta enfermidade,

Antecedentes: O Estado do Rio Grande do Sul foi
pioneiro no Brasil no combate 2 enfermidade com a
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implantagfio em 1965 da Campanha Estadual de Com-
bate a Febre Aftosa; organizada pela Unidade de Defe-
sa Sanitdria do Departamento de Produgio Animal da
Secretaria de Agricultura, A partir de 1970 o plano es-
tadual se integrou a0 programa nacional de combate &
febre aftosa — Ministério da Agricultura — que inclufa
em uma primeira etapa os Estados do Rio Grande do
Sul, Sama Catarina, Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais,
Espfrito Santo € Bahia. Em 1975 se inicion a segunda
etapa do programa nacional com a inclusio dos estados
de Goids, Mato Grosso, Rio de Janeiro e Sergipe
(ASTUDILLO et al., 1986). Os demais estados da fe-
deracfio sc inlggraram ao programa no decorrer dos anos
seguintes. Atualmente todo o pals estd coberto por es-
tratégias regionais para o controle da enfermidade,
abrangendo os diferentes circuitos pecudrios.

Dentre os vérios €xitos alcangados pelos progra-
mas, devem ser destacados 0s seguintes:

+ Obtengiio de um sistema de informacio de vi-
gilincia epidemioldgica desenvolvido com o
apoio do CPFA/OPS que com o decorrer dos anos
foi sendo aperfeicoado inclusive com a eleigio
do Rio Grande do Sul como 4rea piloto para ¢s-
tudo deste sistema e que durante vérios anos trei-
nou profissionais nacionais e de outros pafses sul
americanos com vistas a implantagio futura, do
que ¢ hoje em nivel continental, 0 sistcma de
informacfo de vigildncia epidemiologica.
Organizagiio de uma rede de laboratdrios regio-
nais de diagndstico distribufdos por todo o pafs.
No Rio Grande do Sul foi designado o Instituto
de Pesquisas Veterindrias “Desidério Finamor”
como laboratério regional de referéncia para di-
agnéstico das enfermidades vesiculares.
Implantagio dos testes de controle de vacinas
em bovinos para avaliar a eficiéncia dos
imunégenos disponiveis no mercado. Esta
metodologia exigiu varios anos de investigagio
por parte do CPFA e do laboratério do MA em
Porto Alegre, hoje denominado LARA/POA. Esta
prova em bovinos foi aplicada posteriormente ¢m
virios pafses sul-americanos como teste oficial
dc controle de qualidade para vacinas antiaftosa.
Introdugiio da tecnologia industrial para a pro-
duciio da vacina antiaftosa oleosa, tecnologia
esta desenvolvida durante vérios anos de investi-
gagdo, pelo CPFA em colaboragdo com o Minis-
tério e Secretaria de Agricuitura do Rio Grande
do Sul com a realizagdo de testes de campo no
municipio de Bagé (Fazenda Cinco Cruzes).

Em 1982, os pafses sul americanos reunidos no Rio
de Janeiro na Comissién Sud Americana para la Lucha
conira la Fiebre Aftosa— COSALFA — elaboraram, apro-
veitando os acordos internacionais bilaterais j4 existen-
tes, o documento:
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* “Polftica e Estratégias para o Combate da Febre
Aftosa na América do Sul para a década 1981-
90". Este documento previa a erradicagio da en-
fermidade no Sul do Brasil (RS), parte da Argen-
tina ¢ todo o Uruguai, ‘

Em 1986, em Porto Alegre, foi oficialmente insta-
lado o Comité de Erradicagfio da Febre Aftosa na Bacia
do Prata ¢ em 1987 foi assinado o Convénio de Coope-
ragdo Técnica Internacional entre Argentina, Brasil,
Uruguai e OPS para o Controle e Erradicag¢fio da Febre
Aftosa na bacia do Rio da Prata. |

A meta principal estimava a erradicagiio da enfer-
midade no prazo de 5 anos nas 4reas da Mesopotimia
Argentina (Entre-Rios, Corrientes ¢ Missiones), Brasil
(Rio Grande do Sul) e a totalidade do Uruguai, 4rea esta
com uma extenso de 3,9 milhdes de km?, 984 mil pro-
dutores € com uma populagdo estimada,de 89 milhdes
de bovinos, 45 milhdes de ovinos e 10 milhdes de suf-
nos. Este convénio também previa o ingresso de outras
regifes efou pafses que tivessem a atividade pecudria

relacionada & regido do Prata como € o caso da incorpo-
ragio do Paraguai, Bolivia e também do Estado de San-
ta Catarina, Hoje a regido abrange uma 4rea de 6,3 mi-
lhdes de km?, e 140 milhdes de cabegas em 1,5 milhdes
de rebanhos (COSALFA, 1997).

Situacéio Epidemidlogica; O Rio Grande do Sul,
desde que foi implantada a campanha estadual em
1965 com o registro oficial das ocorréncias de febre
aftosa, contabilizou vérias situa¢des epidémicas para
os 3 tipos de virus, ou seja, O, A e C. Mais precisa-
mente o RS foi afetado em 30 anos de campanha por
5 epidemias da enfermidade que atingiram um ni-
mero de 18.600 focos expondo ao risco uma popula-
¢do 5.968.000 bovinos dos quais enfermaram
1.374.000. Nos perfodos inter-epidémicos os mime-
ros de focos foram obviamente menores assim como
0 nimero de animais doentes. Na Figura 1 se pode
observar a evolugdo da doenga desde 196 até 1996
inclufdo o ano de 1993 que foi o dltimo ano com re-
gistro de casos clfnicos no Estado.

N® focos
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FIGURA 1~ Ocorréncia de focos de Febre Aftosa no Rio Grande do Sul de 1966 a 1996

A partir da década de 80 com a introdugfio do teste
de controle de vacinas em bovinos, com a produg#o in-
dustrial da vacina oleosa pela inddstria privada e oficial

¢ paralelamente & manutengio das medidas convencio- -

nais ¢ estratégicas de defesa sanitéria com um eficiente
laboratério de diagndstico, observou-se que a febre
aftosa modificava gradativamente o seu perfil epidemi-
ol6gico, culminando, ainda na década de 80, com uma
nova caracterizagio da doenga no RS (PLANQ... DPA,
SAA, 1993) com o estabelecimento de 4 dreas epidemi-
olégicamente distintas:
» Arca end@mica priméria: regidio da Campanha.
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» Area endémica secundaria: Depressdo Central,
Serra do Sudeste, Campos de Cima da Serra.

» Area Ocasional: Alto Uruguai, Planalto Médio.

* Area especial: Grande Porto Alegre (pela presenga
de laboratérios produtores de vacinas ¢ laborats-
rios oficiais de diagndstico e controle).

Com a obtengdo do controle da enfermidade iden-
tificado pela modificago do scu perfil epidemiolégico
¢ acrescido da diminui¢io progressiva até a auséncia
dos casos clinicos, foram adotadas medidas de
biosseguranca direcionadas principalmente as arcas
“especial ou de alto risco™ que no caso do RS foi a re-
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gifio da “Grande Porto Alegre”, onde se localizavam 0§
laboratérios oficiais e privados com a manipulagio vi-
rus ativo da febre aftosa. A introdugio de medidas de
seguranga biolégica, eliminando uma fonte de infecgdo
importante, consolidaram significativamente as estra-
tégias do processo de erradicagdo (PRADO e
RECKZIEGEL, 1997).

A partir de 1988/89 com os primeiros resultados
do convénio da Bacia do Prata que uniformizou as €s-
tratégias para a regido, houve um decréscimo continuo
de casos clinicos de febre aftosa e que hoje se reflete
nos seguintes resultados:

« Argentina: todo o pafs sem a ocorréncia de febre
aftosa desde 1994.

» Uruguai: todo o pafs sem febre aftosa desde 1990.

e Brasil (RS ¢ SC): sem a ocorréncia de febre
aftosa desde 1994,

* Paraguai: todo o pais sem febre aftosa desde 1994.

Todos estes paises efou regides possuem (Uruguai,
Argentina ¢ Paraguai) ou j4 solicitaram como o Brasil,
a certificacfo internacional de pafses livres ou livres com
vacinagio. Independentemente do pafs efou regido &
importante ressaltar que todo este €xito no processo de
erradicago é devido a imimeros fatdres mas o principal
deles é o da integragiio, nas mais variadas agdes, das
associagoes de produtores, da indistria de produtos
de origem animal, da indiistria de imunobioldgicos ve-
terinérios, e da classe veteriniria oficial e privada.

Perspectivas Futuras: Todo este trabalho que vem
sendo desenvolvido no Rio Grande do Sul hd 32 anos,
que d4 ao Estado a oportunidade de certificaciio de “drea
livre com vacinagio” e por continuidade a mesma si-
tuagiio para Santa Catarina, exigird um grande esforgo
dos segmentos sociais envolvidos tanto oficiais quanto
privados para a manutengfo da atual estrutura dos ser-
vigos veterindrios ¢ também para implementaggo de
estratégias complementares para que se possa atingir o
estagio de “drea livre” de forma definitiva. Dentre as
agoes complementares que sdo recomendadas pelo
Office International des Epizooties — CIE podem ser
destacadas as seguintes:

= Aumentar o controle e as restrigdes para o ingres-
so de animais susceptiveis e/ou subprodutos de
origem animal de acordo com a andlise de risco
para a regido de origem, a frequéncia e a quanti-
dade da importagfio.

« Se possfvel eliminar a vacinagio; se as avalia-
¢Oes feitas nfo suportarem esta agdo as vacina-
¢oes devem ser feitas seletivamente nas zonas de
alto risco ¢ sempre seguidas de levantamento
sorolégico.

» Manter sistema de informacio epidemiolégica
que seja capaz de detectar sinais de alerta com
base nos estudos de an4lise de risco relacionados
a uma eventual introdugio da doenga.
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* Organizar um sistema de emergéncia com re-
cursos humanos treinados para a sua execugio.

« Ter uma legislagiio adequada a sitluagfo sanita-
ria alcangada que permita a execugio das opera-
¢coes.

*» Implantar procedimentos relacionados a edu-
cacio, disseminagio da informacdo ¢ de cuida-
dos relativos a prevenir os riscos de introdugio
da enfermidade. O piblico alvo € composto por
os produtores rurais, indiistrias dos produtos de
origem animal, profissionais do setor
agropecudrio ¢ de saide animal e o pdblico em
geral.

« Manter um sistema para controle de entrada de
passageiros, cargas e descargas originrios de avi-
Bes, navios e velfculos que eventualmente possam
introduzir o virus de febre aftosa no pafs/regido.

» Manter um sistema sentinela de vigilancia epi-
demiolégica em 4reas de risco potencial.

« Em base a uma reconhecida metodologia de ana-
lise de risco administrar as relagGes de comércio
internacional bem como as situagdes dos turistas
no pafs,

O encaminhamento futuro destas a¢les exigird
grande eficiéncia e responsabilidade, uma vez que ©
Brasi! tendo alcangado para os estados do RS € SC uma
situagdo diferenciada no aspecto sanitério que lhe per-
mite abertura ao mercado internacional de carnes (cir-
cuito nfio-aftésico), ndo pode correr os riscos de
reintrodugio da febre aftosa nesses estados porque,
além dos prejuizos 6bvios, um eventyal reingresso
da enfermidade nesta regido refletir-se-4 em toda a
rea pioneira do Programa de Erradicacdo da Bacia
do Prata.

Os Estados do RS e SC atingiram uma situagao
extremamente favordvel para o seu desenvolvimento
pecudrio ¢ provavelmente a curto e médio prazo os es-
tados do Paran4 ¢ $i0 Paulo sejam inclufdos nesta mes-
ma situagio sanitaria completando assim uma regido
geografica ¢ cconomicamente importante do pafs, a qual
ird adicionar-se a etapa seguinte do Plano Nacional de
Erradicagfio da Febre Aftosa — PNEFA gue inclui a in-
tensificagio das medidas de controle da febre aftosa nos
estados do circuito Pecudrio Centro-Oeste (REGIONA-
LIZACAO... MA, 1996), com vistas & erradicagfo, o
que serd facilitado pela situagdo j4 alcangada nas regi-
Oes circunvizinhas.

~ CONCLUSOES

1. As medidas de cardcter técnico e financeiros ,
implementadas pelos governos estadual, federal e
agéncias internacionais alcangaram os objetivos pre-
vistos e conduziram o Rio Grande do Sul ao estdgio
atual de “4rea livre de febre aftosa com vacinagdo™.
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2. O “status” definitivo de “4rea livie” somente
serd alcangado com a manutengfo de uma rigorosa vi-
gilincia epidemiolégica, atendendo as exigéncias da
O.LE, para cvitar a re-introdugfio da enfermidade.
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DIFERENGAS EM NIVEIS DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES CONTRA HERPESVIRUS BOVINOS
TIPOS 1 (BHV-1) E 5 (BHV-5)

MARIORIE F. BECK TEIXEIRA', PAULO AUGUSTO ESTEVES?, CYNTHIA SOFIA SCHMIDT COELHO?, TAMIR
CALCAGNOTTO da SILVAY, LILIANE GUIMARAES CLIVEIRA?, PAULO MICHEL ROEHE®

RESUMO ~ Com o objetivo de comparar os anticorpos neutralizantes induzidos por infecgbes por herpesvirus bovinos, 508
soros bovinos foram testados pela prova de soroneutralizagio (SN) frente’ aos Herpesvirus Bovinos tipo 1 (BHV-1) e tipo 5
(BHV-5). Duzentos e quarenta ¢ nove (49%) foram negativos para ambos os virus, enquanto que 290 (57%) foram positivos -
para BHV-1 e 288 (57%} foram positivos para BHV-5. No entanto, 41 (8%) dos soros positivos para BHV-1 foram negativos
para anticorpos anti- BHV-5. Por outro lado, 39 (7,7%) dos soros positivos para BHV -5, foram negativos para BHV-1. Estes
resultados indicam que, se a SN for utilizada com a finalidade de avaliar o status sorolégico de infecgdes por BHV-1¢ BHV-
5, os testes devem ser realizados frente aos dois tipos de virus, uma vez que eles niio induzem reatividade cruzada em todos
05 animais.

Palavras-chave: herpesvirus, bovino, BHV-1, BHV -5,

DIFFERENCES IN NEUTRALIZING ANTIBODY LEVELS TO BOVINE HERPESVIRUSES
TYPES 1 (BHV-1} AND 5 (BHV-5)

ABSTRACT - In order to compare the neutralizing antibody response after natural bovine herpesvirus infections, 508 cattle
sera were tested by serum ncutralization (SN} against bovine herpesvirus type 1 (BHV-1) and bovine herpesvirus type 5
(BHV-5). Two hundred.and forty-nine (49%) sera were negative for antibodies to both viruses, whereas 290 (57%) were
positive for BHV-1 and 288 (57%) were positive for BHV-5 antibodies. However, 41 (8%) of the BHYV-1-positive sera were
negative for BHV -5 antibodies. On the other hand, 39 (7.7%) of the BHV -5-positive sera were negative for BHV-1 antibodies.
These results indicate that, if SN is to be used to evaluate the serological status of herds to these two types of viruses, tests
must be performed against both BHV-1 and BHV-5, since they do not induce fully crossreactive neutralizing antibodies.

Key words : Serum neutralization, Bovine Herpesviruses, BHV-1, BHV.S.

INTRODUGCAO

Os principais herpesvirus bovinos identificados, no
Brasil, sdo o Virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina
ou Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) ¢ 0 Virus da
Encefalite Bovina ou Herpesvirus Bovino tipo 5 (BHV -
5}, este dltimo previamenie considerado um subtipo de
BHV-1, denominado BHV-1.3 (ROIZMAN el al. 1992),
Ambos sfio membros da famflia Herpesviridae,
subfamilia Alfakerpesvirinae, sendo responsiveis por
vérias enfermidades que afetam os sistemas reprodutivo,
respiratério ¢ nervoso. Estima-se que 30% da popula-
¢io bovina do Brasil {cerca de 50 milhdes de animais)
esteja contaminada com o BHV-1, sendo que 50% a
70% das propriedades apresentam animais sorologica-

—

mente reativos perante ¢ virus (RAVAZZOLO ¢t
al.,1989; PITUCO et al.,1993; LOVATO et al.,1995;
VIDOR et al.,1995). Por outro lado, a prevaléncia de
infecges pelo BHV-5, até ha pouco tempo considera-
do um subtipo do BHV-1, ainda € desconhecida. Igual-
mente, desconhece-s¢ qual a propor¢io dentre os ani-
mais supostamente infectados com BHV-1 que, de fato,
foram infectados por BHV-5. Isto tem ocorrido, porque
a diferenciagfio entre BHV-1 ¢ BHV-5 ¢ dificil, tanto
viroldgica como sorologicamente, devido As cxtensas
reagdcs soroldgicas cruzadas induzidas por ambos.
Como conseqtiéncia, até 0 momento nao existe nenhum
tesie sorolGgico capaz de diferenciar infecgdes por BHV-
1 ¢ BHV-5 com a praticidade necess4ria para sua apli-
cacdo em levantamentos epidemiol6gicos. Embora uma
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variedade de ensaios imunoenzimaticos venham sendo

aplicados ao diagndéstico sorolégico de BHV-1, na maio-
ria dos laborat6rios do Pafs a prova wtilizada para este di-
agndstico ainda € o teste de soroneutralizagio (SN), prova
esta usualmente realizada frente a uma amostra de BHV-
1, e aceita universalmente como prova sorol6gica padrio
para o diagnéstico sorolégico de BHV-1 (BITSCH, 1978}.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o nivel
de anticorpos neutralizantes induzidos por amostras de
BHV-1 e BHV-5 em bovinos nawralmente infectados
e avaliar a extensdo das reagles cruzadas entre ambos
utilizando a técnica de SN,

MATERIAL E METODOS

CELULAS

Foram utilizadas c€lulas da linhagem de rim de
bovino “Madin Darby Bovine Kidney"” (MDBK) culti-
vadas em meio minimo essencial de Eagle (MEM;
INLAB) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB; Nutricell). Todos os meios e soros foram previa-
mente testados para assegurar a inexisténcia de pestivirus
€ anticorpos contra herpesvirus bovinos. As c¢lulas fo-
ram tripsinisadas a cada 2 dias ¢ cultivadas seguindo
métodos usuais (PAUL, 1970).

AMOSTRAS DE VIRUS EMULTIPLICAGAO
VIRAL

Foram utilizadas as amostras Los Angeles (LA)
de BHV-1, obtida do Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecudria (INTA), Castelar, Argentina, e a amostra
EVI 88 de BHV-5 citada em estudo prévio (ROEHE et
al. 1997). A multiplicaciio das amostras virais foi reali-
zada em células MDBK, como descrito (ROEHE et al.
1997). As amostras de virus foram tituladas por méto-
dos usuais (BITSCH, 1978).

SOROS

Quinbentas e oito amostras de soros bovinos fo-
ram oblidas do estoque de soros enviados a0 CPVDF
para diagndstico.

SORONEUTRALIZACAQ

Os testes de soroncutralizaggo (SN) foram realiza-
dos essencialmente como descrito por HOUSE e
BAKER (1971), em placas de mictotécnica, frente a 100
DICC,, de cada uma das amostras virais LA (BHV-1)e
EVI 88 (BHV-5), utilizando um periodo de incubag¢io
da mistura soro/virus de uma hora a 37°C, antes do acrés-
cimo de células MDBK, A lcitura das placas foi feita
48, 60 e 72 horas apds o inicio do teste. Todas as amos-
tras de soros bovinos foram testadas em quadruplicata
frente aos dois virus. Os titulos dos soros foram deter-
minados pelo método de Reed e Miiench (LORENZ e
BOGEL, 1973).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos 1estes de SN das 509 amostras
de soros bovinos frente aos dois herpesvirus bovinos
(BHV-1 e BHV-5) encontram-se nas Tabelas 1 e 2. Na
Tabela 1 observa-se que, das amostras de soros exami-
nadas, 290 (57%) apresentaram anticorpos neutralizan-
tes frente & amostra de BHV-1 ¢ 288 (56,6%) frente a
amostra de BHV-5. Cento e oitenta (35,4%) foram ne-
gativas frente a ambos os virus. Quarenta e um (8%)
soros testados foram positivos somente para BHV-1,
a0 passo que 39 (7,7%) foram positivos somente para
BHV-5. A tabela de distribuigdo de freqiiéncias dos -
tulos de anticorpos (Tabela 2) revela que a maioria (38/
39) dos soros positivos somentg para anticorpos anti-
BHV-5 apresentaram ttulos até 1:8. Por outro lado, 37
dos 41 soros posilivos somente para anticorpos anti-
BHV-1 apresentavam titulos at€ 1:8. Estes resultados
indicam que os soros que deram margem a reag0es tipo-
especfficas (isto &, somente contra um dos dois virus
testados) sao soros que possuem tinlos baixos de
anticorpos. Quando os t{tulos de anticorpos neutralizan-
tes foram maiores do que 1:8, somente em 5 casos (1
soro posilivo para BHV-5 com titulo 1:16 ¢ 4 soros
positivos para BHV-1 com t{tulos iguais ou maiores do
que 1:16) dentre os 80 soros com anticorpos tipo-espe-
cificos, ndo houveram reagdes cruzadas,

TABELA 1 - Resultado dos testes de soroneutralizagio (SN) frente ao Herpesvirus da Encefalite Bovina
{BHV-5) e ao Virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (BHV-1); (n=509)

Anticorpos anti-BHV-5
Positivo Negativo TOTAL
Positivo 249 * 41 290
Anticorpos (48,9%) (8%) (57%)
anti-BHY -1 Negativo . 39 180 219
{(7,7%) (35,4%) (43%)
TOTAL 288 221 509
{56,6%) (43,4%) (100%)

- * Nimero de soros.
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TABELA 2 - Distribuiciio de freqiiéncias dos titulos de anticorpos neutralizantes frente ao Herpesvirus da
Encefalite Bovina (RHV-5) e ao Virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (BHV-1) em 509 soros

ANTICORPOS NEUTRALIZANTES ANTI-BHY -5

u] 324.48.

8

ANTICORPOS

NEUTRALIZANTES
ANTI-BHV-1

(*) Titulos cxpressos como a recfproca da dilvigio capaz de neutralizar 100 doscs infectantes para cultivos celu-
lares (CCID ) de cada uma das amostras dc BHV-1 or BHV-5.
Arca com fundo preto salicnta soros negativos para anticorpos neutralizantes, para ambos virus. Arcas com
hachuriado mais intenso salicntam soros com anticorpos tipo-gcspecificos somente,

Como, até recentements, o BHV-5 era considera-
do um subtipo do BHV-1 (ROIZMANet al., 1992}, nfio
existia a prcocupagdo ¢, nem a necessidade de diferen-
ciar estes dois tipos de virus. Além disso, os nfveis de
reagdes soroldgicas cruzadas entre ambos so amplos
(BRATANICH ct al., 1991).

Nio obslante, existemn diferengas importantes en-
tre os dois tipos de virus, detectiveis ndio s6, atraves das
caracterfsticas clinico-cpidemiolégicas das enfermida-
des por eles provocadas, como também nas resposias
sorolégicas induzidas. Foi aqui demonstrado que a SN,
o teste mais freqiientemente utilizado para diagndstico
sorolégico de infecgBes por herpesvirus bovinos em
nosso meio, € ainda considcrada como prova soroldgica
padrfio, detecta a maioria das rcagfes sorolégicas cru-
zadas. Porém, 7,7% dos soros contendo anticorpos tipo-
cspecificos anti-BHV-5 nfio foram detectados pela SN
frente ao BHV-1. Por outro lado, a SN frente ao BHV-
5 n3o foi capaz de detectar 8% dos soros contendo
anticorpos tipo-especificos anti-BHV-1, Estes niveis de
“falsos-ncgativos™ reflctem uma populacgfio de animais
quec n3o seria identificada em levantamentos soro-
cpidemiol6gicos, caso as provas de SN houvessem sido
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rcalizadas com apenas um dos tipos de virus. Estes per-
centuais seriam mais do que suficientes para manter a
infecegdo nos rebanhos, a despeito de Qualquer outra
medida que viesse a scr tomada buscando sua elimina-
¢do. Portanto, em siluagBes onde o objetivo for o con-
trole ou erradicagfo de herpesvirus bovinos, a SN reali-
zada frente, somente a um desses dois tipos de vires
nfio deve ser tomada como parGmetro Gnico, uma vez
quc o rebanho podc apresentar animais contaminados
com o outro agente, os quais poderiam ndo ser detecta-
dos. Assim, o controle do BHV-1 podcria levar a ma-
nutengio do BHV-5 em determinada populagio, € vice-
versa, com conseqiincias imprevisfveis.

A maioria dos soros “falsos-ncgativos” frente a um
dos tipos dc virus apresentou ttulos de anticorpos tipo-
especificos relativamente baixos, raramente ultrapassan-
do 1:8. £ provével, pois, que ensaios imunocnzimaticos
quc apresentem maior scnsibilidade possam dar origem
a um menor nimero de falsos-negativos. No entanto,
que scja do conhecimento dos autores, até o presente,
ncnhum estudo foi feito com ensaios imunoenziméticos
levando ¢m consideragdo a possibilidade de reagbes cru-
zadas cntre estes dois agentes. O ideal, para determinar

63



MARJORIE F. BECK TEIXEIRA, PAULQ AUGUSTO ESTEVES, CYNTHIA SOFIA SCHMIDT COELHO, TAMIR CALCAGNO’I’I‘O da SILVA,
LILIANE GUIMARAES OLIVEIRA, PAULO MICHEL ROEHE

a verdadeira prevaléncia de infecgdes por BHV-1 e
BHV-5, deveria ser utilizar testes capazes de dife-
renciar as respostas soroldgicas induzidas por estes
dois vfrus. Caso estes ndo se encontrem disponfveis,
os testes a serem utilizados devem ser capazes de
detectar todos os animais soropositivos, tanto para
BHV-1 como BHV-5. Nos casos em que for utiliza-
da a SN como prova sorclégica, a mesma deve ser
realizada frente a amostras de BHV-1 ¢ BHV-§, a
fim de diminuir a chance de ocorréncia de falsos-ne-
gativos, _

A prevaléncia de infecgbes pelo BHV-5 é des-
conhecida, em todo o mundo. A maioria dos relatos
de infecgbes por este virus referem-se a casos na Ar-
gentina (CARRILLO et al., 1983) e Austrdlia
(FRENCH, 1962; STUDDERT, 1990). Nos Estados
Unidos da América, poucas amostras do BHV-5 fo-
ram isoladas (BELKNAP et al. 1994). No entanto,
estudos retrospectivos buscando reavaliar casos an-
tigos tém revelado que, em muitas ocasides, o virus
isolado no passado tratava-se de BHV-35, e nio BHV-
1 (¢’OFFAY et al., 1993, ELY et al., 1996). No Bra-
sil, casos clfnicos de encefalite em bovinos dos quais
s#o isoladas amostras de BHV-5 vem aumentando
consideravelmente. A infecgdo tem sido detectada nos
estados do Rio Grande do Sul (RIET-CORREA et
al., 1989; WEIBLEN et al., 1989), Mato Grosso do
Sul (ROEHE et al. 1997), Parand (ALFIERI, 1997)
€, mais recentemente, no Rio de Janeiro (PITUCQ,
1997). A ocorréncia nos demais estados do Pafs ndo
¢ do conhecimento dos autores. Além disso, a
encefalite pelo BHV-5 se apresenta com uma
morbidade baixa, porém com mortalidade elevada,
podendo freqiientemente ser confundida com outras
causas de encefalite, particularmente a raiva. Em con-
sonéncia com a patogenia das infecgdes pelo BHV-
1, a maioria das infecgdes com o BHV-5 provavel-
mente ocorre de forma subclinica ou assintomdtica.
Portanto, apesar da auséncia de informagdes sobre a
ocorréncia da infecgdo em outros estados, o conjunto
de fatores citados sugere que 0 BHV-5 seja enzoético
em nosso Pafs. Estas observagdes reforgam a neces-
sidade de que os testes de SN, quando utilizados em
apoio a planos de controle ou erradicagdo, sejam re-
alizados frente a ambos os tipos de virus.

CONCLUSOES

Quando testes de soroneutralizagio forem utili-
zados com a finalidade de avaliar o status sorolégico
de infecgdes por BHV-1 e BHV-5, 0s mesmos de-
vem ser realizados frente aos dois tipos de v{rus, uma
vez que eles ndo induzem reatividade cruzada em to-
dos os animais,
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ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTRA O HERPESVIRUS BOVINO TIPO 5 (BHV-5)’

RENATA SERVAN de ALMEIDA?, SILVIA VALIM de MELO?, TAMIR CALCAGNOTTO da SILVA*, LILIANE GUIMA-
RAES OLIVEIRA®, RICARDC ANTONIO AMARAL LEMOS?, PAULO MICHEL ROEHE’

RESUMO - Dez hibridomas secretores de anticorpos monoclonais {(AcMs} contra antigenos do Herpesvirus Bovino tipo 5
(BHV-5) foram selecionados por sua capacidade de ligar-se a células infectadas com amostras do Herpesvirus da Encefalite
Bovina (BHV-5), em testes de imunoperoxidase (IPX). Nove dos dez AcMs produzidos reconheceram antigenos em 10/10
amostras de BHV-5 testadas. Um dos AcMs reconbeceu nove entre dez amostras classificadas como BHV.-5.

Palavras-chave: berpesvirus bovino, encefalite, anticorpo, BHV-5.

MONOCLONAL ANTIBODIES TO BOVINE HERPESVIRUS TYPE 5 (BHV-5)

ABSTRACT - Ten hybridomas secreting monoclonal antibodies (Mabs) were produced to bovine herpesvirus type 5 (BHV-
5) antigens. The hibridomas were selected with basis on their capacity to bind to cells infected with isolates of bovine
encephalitis herpesvirus (BHV-5), in immunoperoxidase (IPX) tests. Nine of the ten Mabs recognized antigens on 10/10
isolates tested. The remainder Mab recognized antigens on nine out of ten BHV-5 samples.

Key words: bovine herpesvirus, bovine cncepbalitis virus, monoclonal anﬁbodigs, BHV-5.

INTRODUCAO

O Herpesvirus Bovino tipo 5 (BHV-5) € um virus
periencente A famflia Herpesviridae, subfamilia Alfaher-
pesvirinae (PORTERFIELD, 1989). Este virus é res-
ponséavel por infecgdes no sistema nervoso central de
bovinos, causando meningoencefalites nfio-purulentas
(CARRILLO et al., 1983; WEIBLEN et al., 1989). In-
fecgbes por BHV-5 vém despertando grande interesse
devido A sua disseminagio aparentemente ampla em
pafses do hemisfério sul, bem como por sua associagio
com baixa morbidade e alta mortalidade (BAGUST e
CLARKE, 1972). No Brasil, encefalites causadas por
BHV-5 t&m sido confirmadas de forma crescente nos
rebanhos, principalmente nas regides Sul e Central do
Pafs (WEIBLEN et al., 1989; RIET-CORREA et al,,
1989, ROEHE et al., 1997).

As amostras hoje classificadas como BHV-3, du-
rante muito tempo, foram consideradas subtipos do
Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) devido ao alto grau
de homologia existente entre 0s genomas de ambos o0s
virus (ENGELS et al., 1987; BULACH e STUDDERT,
1990} e As extensas reagOes sorolégicas cruzadas entre
suas infecgOes (FRENCH, 1962). Ponanto, a prevaléncia
das infecgOes por BHV-5 € desconhecida, uma vez que,

até o presente momento, Ao existem testes soroldgicos
capazes de diferenciar estas infecgOes daquelas causa-
das por BHV-1 (ROEHE et al., 1997). Em levantamen-
tos soroldgicos, é importante a determinagfio dos nfveis
de anticorpos, tanto frente a amostras de BHV-1 quanto
de BHV-5, caso contririo uma significativa proporgao
de amoslras positivas para um ou outro agente poderd
nfo ser detectada (TEIXEIRA et al., 1996).

Com base no interesse despertado pela existéncia
de difercntes amostras de herpesvirus bovino e pela cres-
cente ocorréncia de infecgdes encefalitogénicas causa-
das pelo BHV-5, este estudo teve como objetivo a pro-
dugio e caracterizagio de anticorpos monoclonais
(AcMs) contra antigenos do BHV-5.

MATERIAL E METODOS

Células

As ctlulas utilizadas para a produgfio dos antfgenos
virais ¢ triagem dos hibridomas foram da linhagem
MDBK (Madin Darby Bovine Kidney). Estas c€lulas
foram cultivadas em meio minimo essencial de Eagle
(MEM) com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,2 ml/
1 de enrofloxacina a 5%, seguindo metodologia usual
(PAUL, 1970). As células de mieloma da linhagem Sp2/
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O-Agl4 foram utilizadas para a produgio dos
hibridomas. Estas células foram cultivadas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, 0,3 g/l de
glutamina, 0,11 g/l de dextrose, 2,3 gfl de HEPES, 2,0
g/1 de bicarbonato de s6dio e 50mg/ml de gentamicina.
O soro fetal utilizado no crescimento celular foi previa-
mente testado para garantir a inexisténcia de anticorpos
especificos contra BHV-1 e BHV-§, assim como con-
taminagdo por bactérias, fungos, micoplasma ¢ pelo
Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV).

Amaostras virais

As amostras de virus foram consideradas como
pertencendo ao subtipo 5 com base nas caracter{sticas
clinico-epidemioldgicas dos casos dos quais foram iso-
ladas. Estas amostras apresentaram um perfil de
reatividade distinto daquele apresentado por amostras
de BHV-1 frente a AcMs produzidos contra este tltimo
{ROEHE et al., 1997). A amostra de BHV-5 “EVI 88"
foi utilizada nas imunizagGes dos camundongos e tria-
gem dos hibridomas. Esta amostra é proveniente de um
caso de encefalite bovina e possui um perfil de
reatividade compativel com BHV-5 quando testada fren-
te a AcMs jd disponiveis no laboratdrio (SILVA, 1995).
A amostra “EVI 88" e as demais amostras utilizadas
neste trabalho foram obtidas dos estoques do Centro de
Pesquisa Veterinaria Desidério Finamor (CPVDF) e
estdo citadas e referenciadas na Tabela 1,

Produgdo de antigeno

As células MDBK cultivadas em garrafas de
ROUX receberam 5 ml/garrafa de suspensdo viral a uma
multiplicidade de infecgfio de 0,1 a 1 dose infectante/
c€lula para 50% dos cultivos celulares (DICC,,). Quan-
do o efeito citopético (ECP) atingiu aproximadamente
90% , a suspensdo foi coletada e centrifugada a 2.000 x
g por 10 minutos, sendo o “pellet” de células despreza-
do. O sobrenadante obtido centrifugado a 100.000 x g
por 2 horas. O pellet de virus foi entfio ressuspenso em
MEM sem SFB, sonicado a 60 microamperes
{Ultrasonics Ltd.) tr&s vezes durante 30 segundos, com
intervalos de 30 segundos.

Produgéo de anticorpos monoclonais
Camundongos da linhagem endocruzada BALB/c
com 45 a 60 dias de idade foram inoculados

intraperitonealmente com uma emulsio contendo 250ml

de antfgeno viral e 250ml de adjuvante completo de
Freund (ACF). Estes camundongos foram reinoculados
duas vezes com intervalos de 21 dias, com uma emulsio
semclhante, somente substituindo o ACF por adjuvante
incompleto de Freund. Cinco dias antes de cada fusdo,
0s mesmos foram inoculados via intravenosa com 200ml
de antigeno viral sem adjuvante. O método para a pre-
paragfo dos hibridomas foi essencialmente descrito por
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KOHLER e MILSTEIN (1975) com algumas adapta-
¢bes sugeridas por HARLOW e LANE (1988): o bago
do camundongo imunizado foi removido, os
esplendceitos foram separados com o auxflio de pingas e
lavados duas vezes com meio RPMI sem SFB. As célu-
las de mieloma foram lavadas uma vez igualmente em
meio RPMI sem SFB e misturadas aos esplendcitos
numa proporgdo de 4 a 8 linfécitos para uma célula de
mieloma. A mistura foi submetida a um processo de
lavagem e a fusdo das células foi realizada pela adigiio
cuidadosa de polietilenoglicol (PEG) fundido a 56°C e
diluido a 30% em meio RPMI sem SFB contendo 15%
de dimetilsulféxido (DMSO). Apés a fusdo, a mistura
foi centrifugada a 1.000 x g por 10 minutos e o pellet
celular ressuspenso em 60 ml de meio RPMI
suplementado com HAT (Hipoxantina 0,1 mM,
Aminopierina 0,0004 mM, Timidina 0,016 mM) e 20%
de SFB. A suspensio celular foi distribufda em
microplacas de 96 orificios a uma concentragio de 1x10°
células/ml ¢ as placas foram incubadas a 37°C em at-
mosfera contendo 3% de CO,. O meio HAT foi trocado
em 50% no terceiro, sétimo, décimo e décimo quarto
dias apds a fusiio. No décimo sétimo dia, o meio HAT
foi substitufdo em 50% por meio RPMI contendo HT
(Hipoxantina 0,1mM e Timidina 0,016mM) ¢ 10% de
SFB que, por sua vez, também foi trocado em 50% por
mais quatro vezes. Qs hibridomas produtores de
anticorpos para amostra EVI 88 foram triados pela téc-
nica de imunoperoxidase (IPX), expandidos e clonados
por, no minimo, duas vezes através da téenica das dilui-
¢Oes limitantes (KOHLER e MILSTEIN, 1975). Os
hibridomas clonados foram testados frente a 25 amos-
tras de herpesvirus em testes de IPX e em sua capacida-
de de produzir anticorpos neutralizantes em testes de
soroneutralizagio.

Imunoperoxidase (IPX) sobre cultivos celulares

O teste de IPX permite a selegiio dos hibridomas
positivos, através da capacidade de ligagio dos AcMs
produzidos por estcs, As células infectadas (SILVA,
1995). Células MDBK foram cultivadas em microplacas
de 96 orificios e infectadas com 100 DICC, da amostra
viral EVI 88. Quando evidenciado o infcio do ECP as
placas foram submetidas i fixagdo das células com ace-
tona a 20% e secagem a 37°C durante 4 horas. Para a
execugdo do teste de IPX, as células foram reidratadas
por 5 minutos com PBS T-80 (8,5 g NaCl; 1,55 g
Na,HPO,.2H,0; 0,23 g; NaH PC,.H_O; 5 ml Tween 80;
H,0 q.s.p. 11). Ap6s a remogio do liquido hidratante,
foram adicionados as placas S0 m! de sobrenadante puro
do cultivo dos hibridomas. Soro controle positivo (soro
policlonal anti-EVI 88 produzido em camundongos) e
negativo (soro de camundongos normais) foram incluf-
dos em cada teste. As placas foram submetidas a incu-
bagdo a 37 °C durante 15 minutos €, logo a seguir, a trés
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lavagens com PBS T-80. Foram adicionados, entfio, 50
ml de conjugado peroxidase/anti imunoglobulina de
camundongo (Sigma), adequadamente dilufdo em liqui-
do de diluicdo (29,5 g NaCl; 1,55 g Na,HPO,2H,0;
0,23 g NaH,PO,_H,0; 5 ml Tween 80; H,0 gs.p.'11;
pH 6.4) e subseqiientemente as placas foram novamen-
te incubadas a 37°C por 15 minutos. Apdés novo proces-
so de lavagem, a prova foi revelada pela adigfio do
substrato AEC (15 ml dimetil-formamida; 0,1 g 3-
amino-9-ctilcarbazol) dilufdo como recomendado
{HARLOW e LANE, 1988).

Isatipagem dos AcMs

Qs isotipos dos AcMs produzidos foram deter-
minados através de um teste imunocnzimatico do tipo
ELISA de captura, adquirido comercialmente (Sigma)
¢ seguindo metodologia recomendada pelo fabrican-
te.

Andlise da reatividade dos AcMs por IPX frente
as amaesiras virais

O teste de IPX também foi utilizado para andlise
da atividade dos anticorpos monoclonais produzidos
frente a diferentes amostras de BHV-1 e BHV-5 listadas
na Tabela 1. O teste foi realizado como descrito na tria-
gem dos hibridomas ¢ repetido, no minimo, uma vez.

Teste de soroneutralizagdo (SN)
O teste de SN foi utilizado para a avaliagio da ca-
pacidade ncutralizante dos AcMs produzidos, frente a

amostra “EVI 88", isolada em 1995 a pantir de um caso
de encefaiite (ROEHE et al., 1997). Para a realizagfo
do leste seguiu-se essencialmente protocolo descrito por
HOUSE ¢ BAKER (1971). Para a avaliagho da capaci-
dade neutralizante dependente de complemento, o teste
de SN foi repetido na presenca de 10% de soro de cobaio
como fonte de complemento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados dez hibridomas reativos para
a amostra EVI 88 de BHV-5. Estes hibridomas foram
denominados BBD10, 2B6, 2C3, 2C5, 3A2, 3B12, 3D2,
3D11, 5E2 e 6A2. A isotipagem dos hibridomas reve-
lou que um dos AcMs (BBD10) era pertencente a clas-
se IgM. Os demais AcMs (2B6, 2C3, 2C5, 3A2, 3B12,
3D2, 3D11, SE2 ¢ 6A2) sfio periencentes A classe IgG,.
No teste de SN, nenhum dos AcMs produzidos apre-
sentou capacidade neutralizante frente 4 amostra EV]
88, tanto na presenga como na auséncia de complemen-
to.

Teste de IPX para andlise da reatividade dos AcMs
Jrente s amostras virais: -

Os dez hibridomas positivos foram analisados fren-
te as 10 amostras de BHV-5. O resultado desta an4lise
encontra-se na Tabela 2, Nove dos AcMs produzidos
reconheccram antigenos ¢m todas as amostras de BHV-
5. O AcM BBDI10 reconheceu todas as amostras de
BHV-5 testadas, A excegdo da amostra EVI 190,

TABELA 1 - Amostras de Herpesvirus Bovino tipo 5 (BHV-5) utilizadas na caracterizagiio dos anticorpos
monoclonais produzidos, de acordo com o quadro clinico associado e procedéncia

1- Amostras isoladas no Centro de Pesquisa Veterindria Desidério Finamor; 2- Amostras gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Telmo Vidor, Universidade Federal de Pelotas (UFPel); 3- Amostras cedidas pelo Prof. Dr. Rudi Weiblen,
Centro de Cigncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM);, 4- Amostras cedidas pelo Prof. Dr.
Amauri Alfieri, Fundago Universidade Estadual de Londrina (FUEL); ** De acordo com SILVA, (1995)
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TABELA 2 - Perfil de reatividade dos anticorpos monoclonais (AcMs) produzidos, frente a diferentes amos-
tras de Herpesvirus Bovino tipo § (BHV-5)

AcMs

Amostras

3Bl

de virus

D2

Sk

Obs: -

Reacfio negativa; 1+ Reagdo de intensidas
dade forte; 4+ Reaglio de intensidade muito forte

Devido ao elevado nfvel de semelhanga antigénica
entre BHV-1 e BHV-5, pouca importincia vinha sendo
dada a0 BHV-5 como agente de uma enfermidade dis-
tinta daquelas causadas por amostras tpicas de BHV-1.
No hemisfério norte, mesmo em casos de encefalite as-
sociadas a herpesvirus bovinos, a maioria das amostras
de virus isoladas tem sido BHV-1, ¢ nio BHV-5
(d’OFFAY et al., 1993). A similaridade antigénica en-
tre os dois tipos de virus, associada A peguena ocorrén-
cia do BHV-5 naquele hemisfério, certamente vinham
contribuindo para ¢ limitado conhcecimento sobre a
epidemiologia de infecgdes pelo BHV-S, bem como
sobre sua importiincia para a pecudria mundial., Por esta
razfo, com o intuito de fornccer subsidios para a an4li-
se de infecgbes por BHV-S ¢ das caracteristicas
antigénicas desse tipo de virus, o presente estudo foi
realizado visando a produgZo de anticorpos monoclonais
contra antigenos do BHV-5. A amostra EVI 88 foi es-
colhida para a produgio dos AcMs por ter sido isolada
de um caso clinico tipico de encefalite bovina, além de
apresentar um perfil de reatividade comum as demais
amostras dc BHV-5 disponiveis no laboratério, quando
testada frentc a AcMs preparados com antigenos de
BHV-1 (SILVA, 1995). Além disso, scu perfil de restri-
0 enzimadtica € similar ao de outras amostras de BHV-
5 descritas na literatura (d'OFFAY et al., 1993;
HEINLEIN et al., 1993), e distinto daquele apresenta-
do por amostras d¢ BHV-1 (dados nfio apresentados).

Para a triagem dos hibridomas, titulaglio ¢ caracte-
rizac#io dos AcMs produzidos frente As amostras virais,
0 teste escolhido foi a IPX. Embora outros autores te-
nham utilizado ensaios imunoenziméticos do tipo
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baixa; 2+ Reag#io de intensidade

s ] R R =5

média; 3+ Reagfio de intensi-

ELISA com ecssa finalidade (CHANG et al., 1986;
MARSHALL et al,, 1986; SHEN et al., 1981), traba-
lhos anteriores realizados pelo mesmo grupo (SILVA,
1995) evidenciaram que o leste de ELISA por vezes
nio permitia uma diferenciacfo clara entre resultados
positivos ¢ negativos, gerando um grande nimero de
resultados inconclusivos por ocasido da sele¢io dos
hibridomas, o que dificultava em muito o trabalho de
triagem. O teste de 1PX, embora menos sensfvel que os
ensaios imunoenzimaticos (HARLOW ¢ LANE, 1988),
s¢ mostrou bastante eficaz e seguro na diferenciagiio
dos resultados positivos ¢ negativos, facilitando a ope-
racionalizag®o das triagens. Nio obslante, em trabalhos
futuros, seria conveniente utilizar o teste de ELISA como
prova adicional ao IPX na scleglo de hibridomas, uma
vez que & possfvel que alguns anticorpos scjam reagentes
somente cm testes de ELISA, e nfo A IPX. Assim, al-
guns AcMs poderiam ser reconhecidos por somente um
dos dois métodos de triagem, os quais, ncssc caso, po-
deriam ser perdidos.,

lIgualmente, para a caracterizaghio dos AcMs pro-
duzidos frente a difercnies amostras de herpesvirus, a
principal ferramenta utilizada também foi o teste de IPX.
Por esta écnica, nove dentre os dez AcMs obtidos rca-
giram com todas as amostras de BHV-5. Esta constata-
¢Ao revela que os AcMs aqui obtidos apresentam po-
tencial para uso com ferramentas para o diagnéstico dc
infecgdes pelo BHV-5. Em estudo prévio foi demons-
trada a possibilidade de diferenciar entrc amostras de
BHV-1 ¢ BHV-5, porém, somente através da auséncia
de reatividade dec AcMs anti-BHV-1 frente a algumas
amostras de BHV-5 (SILVA, 1995, ROEHE et al., 1997).
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Em comparagfo com aqueles, os AcMs anti-BHV-5 aqui
descritos representam um passo evolutivo, uma vez que
0s mesmos reconhecem positivamente epitopos presen-
tes em amostras de BHV-5, No entanto, nédo foi ainda
avaliada a capacidade de reagdo dos mesmos frente a
amostras de BHV-1 ou outros herpesvirus, Esta avalia-
¢do permanece mandatdria, e deverd ser realizada em
estudos futuros, envolvendo vm nimero significativo
de amostras de herpesvirus bovinos e de outras espéci-
es. '

Um dos AcMs (BBD10) recanheceu um epitopo
comum a nove das dez amostras de BHV-5 aqui testa-
das. Este AcM merece ateng#o especial, pois foi o tini-
co que apresentou perfil de reatividade distinto dentre
todos os dez AcMs obtidos. No entanto, seu perfil de
reatividade distinto j4 permite antever diferengas entre
as amostras de virus classificadas como tipo 5. Estas
diferengas, na verdade, tem sido também detectadas em
testes de neutralizagdo cruzada (dados ndo apresenta-
dos).

A maioria dos AcMs aqui produzidos reagiu com
quase todas as amostras de BHV-5 testadas. O perfil
uniforme de reatividade dos AcMs obtidos revela a exis-
téncia de epitopos imunodominantes na preparagio
antigénica utilizada. Isto indica que a obteng¢o de AcMs
que reconhegam diferengas menores entre amostras pro-
vavelmente necessitario de preparagbes de antfgeno
mais purificadas. A utilizagiio de antfgenos preparados
com protefnas purificadas por eletroforese ou por
imuncafinidade poderiam ainda proporcionar prepara-
¢Oes contendo epitopos mais raros, aumentando assim
a chance de obtengio de AcMs com maior capacidade
discriminatéria (HARLOW e LANE, 1988).

Estudos subseqiientes deverfio ser realizados a fim
de determinar com precisio em que protefnas encon-
tram-se os epitopos reconhecidos por estes AcMs, Além
disso, a avaliagio dos mesmos frente a outros herpesvi-
rus, particularmente BHV-1, ser objeto de estudo fu-
turo.

CONCLUSOES

1- Os AcMs produzidos foram capazes de reco-
nhecer antfgenos em todas as dez amostras de BHV-5
testadas no presente trabalho.

2 — Osperfis de reatividade obtidos sugerem que
existem diferengas antigé€nicas entre amostras de
BHV-5.
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AVALIACAO DA RELACAO ANTIGENICA E IMUNOGENICA ENTRE AMOSTRAS DE CAMPO E
AMOSTRAS VACINAIS DO ViRUS DA DOENCA INFECCIOSA BURSAL, ATRAVES DO
“WESTERN BLOTTING”

HAMILTON LUIZ de SOUZA MORAES!, CARLOS TADEU PIPPI SALLE?, VLLADIMIR PINHEIRO do NASCIMENTO?

RESUMO — Foram analisadas cinco amostras de virus da Doenga Infecciosa Bursal (DIB), isoladas de frangos de corle no
Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Avidria (CDPA) ¢ quatro amostras de virus vacinais utilizados cm vacinas
comerciais, quanto s suas caracterfsticas antigénicas e imurionogénicas. Inoculou-se em cobaios, 107 DIE (Dose Infecciosa
para embrido)/50 ml de uma suspensiio de cada um dos virus, replicados na membrana cério-alantéide de embridio de palinha
{MCA). As amosiras foram submelidas ao Sodium dodecyl sulfato — eletroforese gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), o perfil
protéico de cada uma foi avaliado através do “western blotting” ¢ cruzadas com todos os anli-soros induzidos por elas,
chegando-se a conclusdo de que as protefnas virais encontradas nos antigenos de campo ¢ de vacina eram semelhantes,
mostrando um padrio id&nlico ao descrito na literatura para o sorotipo 1 do virus da DIB, isto ¢, VP1 86 kDa, VPX 48 kDa,
VP2 37 kDa, VP3 34 kDa ¢ VP4 28 kDa. Assim sendo, chegou-se a conclusio de que os problemas da DIB no sul do Brasil
se devem mais a doengas intercorrentes, programas de vacinagao, titulo ¢ tipo de vacinas utilizados, do que a cepas variantes
do sorctipo 1 do virus.

Palavras-chave: patologia avidria, avicultura, sanidade avicola, medicina de aves, doengas infecciosas, aves, doenga infecci-
osa da bursa: relagio antigénica ¢ imunogénica, “western blotting”.

ANTIGENIC AND IMMUNOGENIC RELATIONSHIP BETWEEN FIELD AND VACCINAL SAMPLES OF THE
INFECTIOUS BURSAL DISEASE: A COMFARATIVE STUDY -

ABSTRACT — Five samples of Infectious Bursal Disease (IBD) virus, isolated from broilers at the Center for Diagnostics
and Research in Avian Pathology (CDPA) and four samples of commercially available vaccinal viruscs were analyzed, regarding
their antigenic and immunogenic characteristics. A suspension of 10? IDE/ 50 ml of each CAM- replicated virus was initially
inoculated in guinea pigs. The samples were then subjecled to the SDS-PAGE, and the protein profile of each one was
evaluated, by means of a “western blotting” procedure. The samples (field and vaccinal} were crossed against all antisera
produced by the former, which allowed the reaching of the following conclusions: there is a similarity among the viral
proteins found in the field samples, which are also identical to the standard described in the literature for IBD serotype 1, i.e.
VP1 86 kDa, VPX 48 kDa, VP2 37 kDa, VP3 34 kDa, and VP4 48 kDa. It can also be concluded that IBD problem in the south
of Brazil would be due, in a greater extent, to intercurrent diseases, vaccination programmes and vaccine type and titer used,
rather than by variant strains of virus serotype 1.

Key words: avian pathology, poultry, poultry health, medicine, infectious diseases, birds, infectious bursal diseasc: anUgemc
and immunogenic relationship, western blotting. '

INTRODUCAO

Estudando as propricdades biofisicas ¢ bioguimi-
cas, DOBOS (1979) caracterizou o virus da DIB como
um membro da famflia Birnaviridac, que inclui tam-
bém alguns virus de peixe, moluscos e de dros6fila.
Conforme MULLER et al.{1979), o virus tem catre 55
¢ 65 nm de didmetro, ndo é envelopado e ¢ composto
por um RNA de dupla hélice com um gcnoma
bissegmentado, designados scgmenios A ¢ B, Estes seg-
mentos codificam as protefnas estruturais do virus que
sdo denominadas de VP1, VPX, VP2, VP3 e VP4 de
acordo com DOBOS (1979).

SALLE (1989), trabalhando com pintos de 1 dia
de idade, com niveis de anticorpos maternos variaveis ¢
provenicntes de quatro empresas avicolas, observou que
apés a agressio com uma amostra cldssica do sorotipo
1 do virus da DIB (52/70), aos 14 ¢ 21 dias, a protegio
por anticorpos matemos, induzidos por vacinas produ-
7idas com amostras virais também do sorotipo 1, va-
riou entre 7% e 100%. O autor chegou A conclusdo que
investigar os programas de vacinagdo, os métodos de
aplicagiio das vacinas, a ccpa vacinal (svave, interme-
diaria ou forte) e as doehgas intercorrentes eram, na-
qucle momento, mais importantes do que a procura de
cepas variantes do virus da Doenga de Gumboro (DG).
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Mesmo com o uso intensivo de vacinas contra a

DIB em todos os pafses de avicultura industrial, o pro-
blema persiste. Baseados em testes in vivo ou ¢m pro-
vas sorolGgicas, vérios autores sugerem o aparecimen-
to de cepas variantes do sorotipo 1 do virus da DIB,
para explicarem a nfo resolugiio do problema.

BECHT et al. (1988), comparando os sorotipos 1
¢ 2do virus da DIB , através de SDS-PAGE ¢ “western
blotting”, conclufram que h4 diferenca entre os
polipeptideos do segmento A do genoma do virus, sen-
do ¢ sorotipo 1 maior que 0 2 em oo de 70 pares de
bases. No segmento B a diferenga é menos acentuada,
mas significativa, chegando a 20 pares de bases. Entre-
tanto, TURE e SAIF (1992}, nfio conseguiram estabe-
lecer diferenga entre amostras cldssicas e variantes do
sorotipo 1 e uma amostra do sorotipo 2 do virus daDIB,
usando o teste de “western blotting” ¢ ensaio imuno
enzimético (ELISA), com anticorpos monoclonais ¢
policlonais, na tentativa de rclacionar antigenicamente
estas amosiras.

As diferengas entre as amostras cldssicas e varian-
tes do sorotipo 1 foram estudadas a nfvel de protefna
viral por vérios autores. Para melhor compreensio dos
problemas existentes com as falhas de vacinagfio e na
tentativa de se chegar as protefnas do virus indutoras de
protecio, varios experimentos foram realizados, FAHEY
et al. (1991), produziram anticorpos monoclonais para
caraclerizar os epflopos envolvidos na neutraliza¢io do
virus da Infecgdio da Bolsa de Fabricio (IBF), e chega-
ram i conclusio de que somente 0$ anticorpos
monoclonais que reagiram com a protefna VP2, nas pro-
vas de “western” ou de imunoprecipitagiio, protegeram
passivamente frangos jovens contra a infeccdo.

SCHNITZLER et al. (1993), determinaram, atra-
vés da reagdo de polimerase em cadeia (PCR) e
“western”, que a protefna viral VP2 possui uma regido
central varidvel, a qual induz a formagfo de anticorpos
neutralizantes. A troca de quatro aminodcidos desta re-
giao pode levar ao aparecimento de um novo sorotipo
do virus da IBF.

O objetivo do presente trabalho foi verificar se havi-
am diferengas antigénicas entre amostras de campo ¢ de
vacina do Virus da Infecgfo da Bolsa dc Fabricio (VIBF),
através da'prova de “Western Blotting™, utilizando-se
anticorpos policlonais induzidos por estas amostras,

MATERIAIS E METODOS

Amostras de Campo — Foram selecionadas 05 (cin-
o) bolsas de Fabricio (BF), oriundas de frangos de corte
vacinados € ndo vacinados contra a DG, que foram re-
metidos ao Centro de Diagndstico ¢ Pesquisa em Pato-
logia Avidria (CDPA) ¢ diagnosticados como Doenga
de Gumboro (DG). Estes materiais receberam a seguin-
te numeragdo: 13, 15, 16, 18 e 20. '
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Amostras. Vacinais — Foram escolhidas 04 (qua-
tro) vacinas comerciais contra a DG, disponfveis no
mercado, que foram codificadas com os nimeros 23,
25, 26 € 27. Todas as amostras foram propagadas em
membrana corio-alantéide (MCA) de embrides livres
de patégenos especificos (SPF), (VILLEGAS, 1981,
LUKERT e SAIF, 1991} e tituladas conforme
ROSENBERGER e CLOUD (1989), antes de serem
inoculadas nos cobaios (Tabela 1), Os materiais utiliza-
dos para a inoculagfio nos cobaios foram inativados com
0,1% de beta propiolactona de acordo com
JACKWOOD ¢ SATF (1987).

TABELA 1 - Titulo das amostras, campo e vacina,
em MCA de embrides de galinha SPF

Amostra Titulo*
(DIE50/mt )
13 1x10%
15 1x10%
16 . 1x107®
18 1x10%
20 1x10%°
23 1x10%4
25 1x1077
26 1x10%8
27 1x10%

* Tftulo = maior diluigio que expressou as lesdes do
virus da DIB na MCA de embriGes SPF.

Adjuvante — Foi utilizado o adjuvante completo
de Freund (ACF), marca Sigma Co., misturado em par-
tes iguais aos antigenos (Ag), JACKWOOQOD ¢ SAIF
(1982).

Soros Hiperimunes — Foram administrados 4 mi
de in6culo (2 ml de Ag + 2 ml de ACF), intramuscular,
em cada cobaio, ¢ 4 ml intraperitoneal 04 (quatro) se-
manas depois. Os in6culos continham 10? Dose Infec-
ciosa para o Embri&o/50 ml (DIE/SOmI) de virus cm
cada amostra, sendo utilizados 05 (cinco) cobaios por
antfgeno, Uma semana apds a dltima inoculagio, os
animais foram sangrados e os soros guardados de acor-
do com JACKWQCOD e SAIF (1982).

S$DS-Page — As protefnas estruturais das amostras
foram separadas em gel de “corrida”™ 12,5%, e gel
“stacking” 3,5%, usando um sistema SDS-PAGE con-
forme LAEMMLI (1970), modificado.

“Western Blot” — As protefnas estruturais dos
antigenos, separadas pelo SDS-PAGE, foram examina-
das pela técnica de “Western blotting™, descrita por
BURNETTE (1981). Ap6s a transferéncia das amos-
tras para as membranas de nitrocelulose, estas foram
cortadas em tiras ¢ incubadas com os anti-soros, pro-
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venicntes de animais inoculados com as amostras de
campo ¢ vacina, dilufdos a 1/100. A ligagio dos
anticorpos foi identificada com um soro
antiimunoglobulina de cobaio conjugado com
peroxidase, marca Sigma Co., dilufdo a 1/2000 ¢ in-
cubado durante 2 horas a temperatura ambicntc. A
revelagfio da reagho foi feita com diaminobenzidina
¢ interrompida com a lavagem das tiras ¢m 4gua des-
tilada.

Determinagdo do peso molecular — Os pesos
moleculares, das proteinas separadas cletroforctica-
mente, foram determinados utilizando-se a equagiio

S PM 13 15 16

da reta, onde os pesos sfo calculados por aproxima-
¢fo tendo como basc os padrdes utilizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1- Resultados cletroforéticos das amostras de
campo ¢ vacina, ¢ da amostra padrio do VIBF em
SDS-PAGE

Os resullados da corrida em gel de poliacrilamida das
amostras de campo ¢ de vacina do presente trabalho, da
amostra padréo do sorotipo 1 do virus da IBF ¢ do marcador
de peso molecular, sio mostrados na Figura 1.
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FIGURA 1 - SDS-PAGE das amostras de virus de campo e de vacina, da mca e do VIBF

2 - Resultados da transferéncia das reagbes
ant{gcno/anticorpos para a membrana de nitrocelulose
“WESTERN BLOTTING”.

Na Figura 2, csté o resultado da prova ondc se
utilizou como antfgcno uma amostra purificada de
virus da Doenga Infecciosa Bursal (VDIB), do

sorotipo 1, oblida junto ao Central Veterinary
Laboratory, Reino Unido, e como anticorpo os anti-
soros induzidos pelas amostras d¢ campo ¢ vacina.
Foram caracterizados os antfgenos com pesos
moleculares de 100 kDa, 73 kDa, 69 kDa, 63 kDa,
57 kDa, 48 Kda, 30 kDa ¢ 24 kDa.

100 + = - — —
80 +
60 T - A DR I R B
0+
20 L - -—
0
13 15 16 18 20 23 25 26 27
' Anti-soros

FIGURA 2 - Western blot: padriio de reconhecimento das proteinas do VDIB
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Na andlise das amostras de campo ¢ vacina  as bandas foram reveladas em cada soro, com um
do presente trabalho, com os anti-soros produzi-  alto grau de rcatividade cruzada entre todas as
dos contra ¢las, mostrado nas Figuras 3 a 11, vari- amostras.

Peso molecular

Pesoc molecular

100 T - - -
80 + -
60 4+
- . - - ] - -
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FIGURA 3 - Western blot: padrao de reconhecimento do soro anti-13
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FIGURA 4 —Western blot: padrﬁo del reconhecimento do soro anti-15
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FIGURA 5 - Western blot: padrio de reconhecimento do soro anti-16
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FIGURA 6 — Western blot: padrio de reconhecimento do soro anti-18
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FIGURA 7 — Western blot: padrao de reconhecimento do soro anti-20
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FIGURA 8 — Western blot: padrio de reconhecimento do soro anti-23
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FIGURA 9 - Western blot: padrio de reconhecimento do soro antj-25
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FIGURA 10 — Western blot: padrao de reconhecimento do soro anti-26
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- FIGURA 11 — Western blot: badrﬁo de reconhecimento do soro anti-27

Na Tabela 2, cstio representados os pesos
moleculares das bandas que foram caracterizadas na
prova de “western”, das amostras de campo. Verifi-
¢a-se que os pesos moleculares encontrados para a
VP1 sio de 100 kDa, 93 kDa, 86 kDa, 73 kDa ¢ 69
kDa. 14, nas prolcinas VPX, VP2, VP3 ¢ VP4, houve
uma constincia, aparecendo valores de 48 kDa, 37
kDa, 34 kDa e 28 kDa. Algumas bandas nio foram
detectadas nas amostras 13, 16, 18 e 20, A Tabela 3
mostira 0s pesos moleculares das bandas encontradas

nas amostras de vacinas, onde sc verifica um perfil
semclhante ao das amostras de campo, com difcren-
¢as apenas na VP1, onde os pesos moleculares en-
contrados sdo de 73 kDa, 69 kDa e 63 kDa ¢ na VP4
da amostra 26, ondc aparece um peso dc 24 kDa. As
demais proleinas sfo identificadas com os mesmos
pesos moleculares cncontrados nas amostras de cam-
po. Nas Figuras de 3 a 11 aparecem, ainda, bandas
com pesu molecular de 57 kDa, que poderia ser um
polipeptideco precursdr das VP2, VP3 ¢ VP4,

TABELA 2 ~ Pesos moleculares das bandas de Proteinas Virais (VP) nas amostras de campo, determina-

das por “Western Blotting”

Proteina viral 13 15 16 18 20
VP1 NA* 73/69%* 100 100/86 100/93
VPX NA 48 NA 48 NA
A\ 37 37 37 37 37
VP3 NA 34 34 NA 34
VP4 NA -28 NA NA NA

*  Nio aparcceram bandas com est¢ peso molecular
** ValoresemkDa : o
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TABELA 3 — Pesos moleculares das bandas de Proteinas Virais (VP) nas amostras de vacinas, determina-

das por “Western Blotting”

Proteina Viral 23 25 26 27
YP1 73/69%* 73/69 69 63
VPX NA* NA NA NA
VP2 37 NA 37 37
VP3 34 NA NA NA
VP4 28 28 24 28

* Nio apareceram bandas com este peso molecular ** Valores em kDa

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A andlise de cepas variantes do sorotipo 1 do VIBF
tem se tornado mais importante nos Gltimos anos, devi-
do ao aumento dos prejuizos econdmicos causados por
surtos da doenga de Gumboro, em lotes de frangos va-
cinados com vacinas produzidas com a amostra clissi-
cado sorotipo 1 do VIBF. Virios estudos tém sido rea-
lizados com este objetivo, empregando diferentes téc-
nicas. Assim, JACKWOOD et al. (1985), utilizando a
prova de virus-neutralizagio, chegaram 4 conclusio de
que 6 das 13 cepas analisadas no trabalho eram subtipos
do sorotipo 1. Em 1988, BECHT et al. relataram dife-
rengas estruturais na protefna viral VP2 entre 0s
sorotipos 1 e 2 do virus da DG.

Viérios autores t2m descrito o perfil das proteinas
virais (VP) no sorotipo 1 do virus da IBF, encontrando
pesos moleculares diferentes para cada uma das quatro
VP. DOBOS (1979), trabalhando com amostras
purificadas do virus da IBF encontrou as seguintes pro-
tefnas virais com scus respectivos pesos moleculares:
VP1 (30 kDa), VP2 (41 kDa), VP3 (35 kDa}, VP4 (28
kDa) e VPX (47 kDa). BECHT (1980), trabalhando com
amostras de virus altamente purificadas, encontrou pe-
s0s moleculares de 86 kDa (VP1), 48 kDa (VPX), 40
kDa (VP2), 32 kDa (VP3) ¢ 28 kDa (VP4). A protefna
viral 1 néo foi plenamente identificada no “western” do
sorotipo 1, com o peso molecular referido no trabalho
de TODD e MCNULTY (1979), que encontraram valo-

res de 97, 56 ¢ 53 kDa, diferindo.dos aqui encontrados,”
que foram 100, 73, 69, 63 ¢ 57 kDa. Entretanto, nas’

provas com as amostras de campo e de vacina do pre-
sente experimento, aparece uma banda, com peso
molecular de 86 kDa, que ¢ referida no trabalho de
BECHT (1980) como sendo a protefna viral VPI.

* No cxperimento, foi encontrada uma protefna com
peso molecular de 48 kDa, o que estd de acordo com os
resultados de TODD e MCNULTY (1979) e de BECHT
(1980), ¢ muito préximo do relatado por DOBOS (1979),
que designou de VPX a protefna viral precursora da VP2,
com peso molecular de 47 kDa. A protefna denominada

de VP2, principal indutora de prote¢iio ao hospedeiro
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conforme AZAD etal. (1987) e BECHT et al. (1988), é
descrita por vérios autores com pesos moleculares en-
tre 37 ¢ 42 kDa. FAHEY et al. (1985) relacionaram o
peso molecular de 37 kDa com a VP2. JAMULLER ¢
BECHT (1982) encontraram para a mesma protefna um
peso de 40 kDa. DOBOS (1979), comparando as prote-
fnas do virus da Infec¢iio da Bolsa de Fabricio, relatou
que a VP2 tinha um peso molecular de 41 kDa.
JACKWOOD et al. (1985) diferiram dos outros auto-
res, encontrando um peso molecular de 42 kDa para a
protefna VP2, Nenhum dos pesos moleculares relata-
dos acima aparecew no “western” da amostra padrio do
presente experimento. No entanto, quando se analisam
o0s “western” das Figuras 4 a 12, aparece uma banda
com 37 kDa, concordando com o trabalho de FAHEY
et al, (1985). O registro de um peso molecular de 30
kDa indicou a presenga da proteina viral VP3, que € o
mesmo encontrado por TODD ¢ MCNULTY (1979),
para esta proteina. A VP3 forma junto com a VP2, a
quasc totalidade do virion do virus da doenga de
Gumboro, conforme trabalho de DOBOS (1979).

. Quando as bandas sfo analisadas na Tabela 3, ob-
serva-se que 0s niimeros encontrados sio identificiveis
com as protefnas virais relatadas por virios pesquisa-
dores, conforme revisdo feita por KIBENGE et al.
{1988). Nas bandas detectadas nas amostras de campo
verifica-se que a VP2, que € o polipeptideo que contém
o sftio responsavel pela indugdo de anticorpos neutrali-
zantes -contra o virus da DIB (AZAD et al., 1987,
BECHT et al., 1988) aparece em todas as amostras de
campo com um peso molecular de 37 kDa, o mesmo
valor referido por FAHEY et al. (1985). A VPX foi ca-
racterizada apenas nas amostras 15 ¢ 18 com um peso
de 48 kDa, o mesmo que ¢ relatado por MULLER &
BECHT (1982). Nas amostras 13, 16 e 20 nio foi de-
tectada nenhuma banda com este peso molecular, Para
a VP1 foram encontradas bandas com peso de 100 kDa,
93 kDa, 86 kDa, 73 kDa e 69 kI>a, confundindo a sua
identiftcagio, mas dentro dos padries de variagio apre-
sentados no trabatho de KIBENGE et al. (1988) onde a
VP1 oscilou entre os valores de 51 kDa e 95 kDa. Ape-
nas na amostra 18 aparece o peso de 86 kDa, relatado
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por BECHT (1980} como sendo da VP1, A VP3, nas
amostras 15,16 ¢ 20 apresentou peso molecular de 34
kDa, igual ao relatado por DOBOS (1979) ¢
JACKWOQOD et al. (1985). Na amostra 18 foi encon-
trada uma banda com peso de 28 kDa, o que caracteriza
a VP4, de acordo com o trabalho de MULLER ¢ BECHT
(1982). Nas demais amostras esta banda n3o foi carac-
terizada. Quando se observa a Tabela 4, fica claro que o
perfil das proteinas virais das amostras vacinais € sc-
melhante ac das amostras de campo. Deve ser chamada

a atengfio principalmente para a proteina VP2, na qual

se concentram as diferengas genéticas existentes entre
variantes do sorotipo 1 da DIB (HUDSON ct al., 1986).
Esta banda aparece com um peso molecular de 37 kDa
em todas as amostras, com exce¢io da amostra 25 que
nfo revelou bandas nesta posigho, A tinica protefna viral
que ndo aparcce em nenhuma amostra vacinal ¢ a deno-
minada de VPX (48 kDa). Nestas amostras a VP1 apa-
rece com peso molecular de 73 kDa e 69 kDa, diferindo
dos encontrados nas amostras de campo. A VP3 foi de-
terminada apenas na amostra 23, com peso de 34 kDa.
J4 a VP4 aparece nas'amostras 23, 25 ¢ 27 com peso de
28-kDa e foi encontrada na amostra 26 com peso
molecular -de 24 kDa que ¢ referido por TODD ¢
MCNULTY (1979) também como-sendo da VP4,

A andlise das Fignras de 3 a 11, observa-s¢ umna
banda de 57 kDa que, conforme sugerido por HUDSON
et al. (1986), pode ser um polipeptideo precursor das
proteinas VP2, VP3 e VP4. As diferengas nos pesos
moleculares estimadds podem ser devidas A metodologia
empregada no experimento, de acordo com o trabalho
de KIBENGE et al. (1988). Qutra possfvel razio para
eslas variaghes pode ser a diferenga na clivagem dos
sitios das proteinas precursoras, quando diferentes sis-
temas sdo cmpregados na replicagdo viral. ‘Assim,
LANGE et al (1987) e MULLER e BECHT (1982), re-
latam diferengas quando o virus da DIB é replicado em
cultura de tecidos ou diretamente na bolsa de Fabricio.

Os resultados obtidos no presente trabalho refor-
¢am a opini%o de SALLE (1989) que, ao avaliar a pro-
tecéio conferida A progénie de matrizes vacinadas, cons-
tatou deficiéncias que atribuiu a falhas no programa de
vacinagdo utilizado pelas empresas, bem como a exis-
téncia de enfermidades intercorrentes. CHANG e HA-
MILTON (1982) estudaram a interagfio do virus da DIB
com a aflatoxina e conclufram'que essa Gltima aumen-
lava significativamente a letalidade do virus. A impor-
tincia das concluses acima referidas fica ainda maior
ao se acrescentarem os dados de SALLE ¢ WEN-
DELSTEIN (1992) nos quais fica registrado que no
perfodo de (1985 a 1991, 15 a 29% das doengas
diagnosticadas no sul do Brasil, eram de aflatoxicose.

" Apesar do trabalbo de LUNGE et al. (1997). ter
caracterizado, com restri¢fio enzimitica (PCR) da pro-
tefna viral VP2, diferentes amostras do virus da DIB no
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campo, os resultados do presente experimento mostra-
ram que as amostras trabalhadas de vfrus da DIB, tanto
de campo, quanto de vacina, diferentes das amostras
trabathadas por estes autores, nfio apresenlaram varia-
¢Oes antigénicas, quando se utilizou as provas de SDS-
PAGE e “Western blotting”. Com ¢stes dados pode-se
concluir , também, concordando com o trabalho de
SALLE (1989), que as vacinas parccem ter condigdes
de imunizar satisfatoriamenlie os animais e que 0s casos
de DIB, nesta regifio do Brasil, devam-se mais a falhas
nos programas de vacinagio, titulo e tipo das vacinas
utilizadas, € a doengas intercorrentes, do que a varia-
¢0es na estrutura antigénica do virus de campo.
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