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1. Introducéo

Coube a ALADAR AUJESZKY, em 1902, o merito
de descrever a doenga que posteriormente viria receber
o seu nome. A partir de entao, muitas observacgoes a
respeito da "doenga de Aujeszky" (DA) foram sendo rea-
lizadas e a ampliagao desses conhecimentos revelou a
importancia desta infecgao em todo mundo, principalmen-
te na Europa Central.

0 crescente aumento dos rebanhos suinos tem
propiciado tambem a expansao da DA, notadamente onde a
criacao desses animais vem recebendo maiores incentivos.
Dados epidemiologicos da Belgica (LEUNEN & cols., 1974),
Dinamarca (BITSCH, 1974), Espanha (COMBAIRE, 1974),
Hungria (KOJONOK, 1974), Italia(LODETTI & LODRIN, 1974),
Holanda (AKKERMAN, 1974), Tchecoslovaquia (GRUNERT &
ZUFFA, 1974), revelam que nos ultimos anos a DA se man-
tem em niveis bastante altos.

0 Brasil tem sido considerado um importante
foco da doenca, ocorrendo com maior freqllencia nos Es-

tados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Rio



Grande do Sul e Minas Gerais, Dados sobre focos da doen-
¢a estdo citados em REIS (1973).

Embora Minas Gerais possua o terceiro reba-
nho suTno do pais, ndo existem trabalhos que oferecam
maiores informagoes sobre as infecgoes nesta espécie em
geral e, DA, em especial, As pesquisas realizadas em
nosso meio té€m-se limitado & sorologia em focos e ao
diagndostico de casos naturais, em leitOes lactentes
(CARNEIRO, 1941; HIPOLLTO, 1960 e SILVA & GIOVINE,1966),

Devido a necessidade de se obter informagdes
mais exatas sobre a extensao da DA muitos pesquisadores
tem se dedicado aos trabalhos no campo da imunologia,
visando ao aprimoramento de tecnicas adequadas que pro-
porcionem o equacionamento dos problemas relacionados
com a doenca. Assim, os autores procuram associar as
caracteristicas fundamentais de um metodo de diagndsti-
co: sensibilidade, especificidade, simplicidede e eco-
nomia.

As provas de soroneutralizagdo (SN) tem sido
bastante usadas sendo, até o momento, as que oferecem
resultados mais eficientes em levantamentos sorolagiccs.

Embora o metodo de imunofluorescencia indi-



reta (IFI) tenha siuo empregado com exito em varias ou-
tras viroses, sua utilizacao em DA & relativamente re-
cente, limitando-se a algumas poucas pesquisas e com
resultados contraditorios.

Basicamente, 0s objetivos do presente traba-

lTho abrangem os seguintes aspectos:

1) levantamento soroldgico da DA em suinos no Estado
de Minas Gerais;

2) aplicacdao da IFI na titulagao de anticorpos contra
o virus da doenca de Aujeszky (VDA);

3) comparagao entre os titulos da SN em camundongos e

da IFI.



2. Revisdo da Literatura

SHOPE (1931) demonstrou, pela primeira vez,
anticorpos neutralizantes, em suinos, postos em eviden-
cia quando se realiza a mistura soro-virus e se inocula
em animais sensveis @ infeccdo experimental como  co-
bajos e camundongos.

CARNEIRO (1939) atraves da SN em coelhos e
cobaios, realizou estudo sobre a presenca de anticorpos
anti-DA, em suinos criados em focos da doenga em bovi-
nos. Dos 32 soros examinados, 28 (87.5%) revelaram a
presenca de anticorpos, demonstrando serem os suinos
provaveis portadores do virus e disseminadores da doen-
ca.

KOJONOK & CRECZI (1956) trabalharam com so-
ros de suinos imunizados contra DA, peste suina e eri-
sipela suina.0s soros foram diluidos a 1:20, 1:40, 1:80
e o estudo da neutralizacao do virus foi realizado
em camundongos de 35 dias. O0s resultados demonstraram

que os soros contra DA apresentaram consideraveis indi-

ces de anticorpos especificos em relacao aos demais so-



ros examinados e tambem otima sensibilidade do camun-
dongo a tecnica.

HIPOLITO & cols. (1960) isolaram e identifi-
caram, num surto de doenca em suinos no Estado de !linas
Gerais, uma amostra de virus que se comportou em todas
as provas como agente da DA. Realizaram em cobaios o0s
testes sorologicos de 15 soros de suinos, provenientes
da criagao onde se verificou o foco. Constataram que
53% destes animais apresentavam anticorpos neutralizan-
tes contra DA.

JOKNSTON & WITTRICA (1961) utilizando a tec-
nica descrita por SHOPE em cobaios, procederam a titu-
lagcao de anticorpos anti-DA, usando soros de suinos
suspeitos e previamente imunizados a partir de vacina
preparada com amostra isolada no foco. Somente o0s so-
ros de animais vacinados apresentaram indices de posi-
tividade; entretanto, os autores evidenciaram o bom
funcionamento da técnica em cobaios.

MACKAY & cols. (1962) relataram estudo rea-
1izado em rebanhos suinos no Oeste dos Estados Unidos,
atraves de cultura de tecido. Encontraram antigorpos
anti-DA em 83% dos rebanhos afetados;contudo, nao havia

sinal da infeccao nas localidades vizinhas a estudada.



0s autores concluiram ainda que, apesar da alta viru-
lencia do agente da DA, sua disseminacao e muito baixa.

BURROWS (1963) realizou estudo sorologico em
suinos abatidos em matadouros de Belfast, provenientes
de 17 areas irlandesas. Das 702 amostras testadas em
cultura de celulas, 217 (31%) apresentaram anticorpos
contra a DA.

BORGEN & BENEDIXEN(1965) estudaram a inci-
dencia e distribuicdo geografica da infecgao na Dina-
marca. A completa neutralizagao do soro contra 1OODICT50
(dose infectante em cultura de tecido) foi considerada
como presenca de anticorpos protetores. Nao se identi-
ficaram anticorpos em 535 suinos de corte, enquanto 9
de 12 matrizes e 62 de 753 varroes foram reagentes ao
testg.

HOWARTH & PAOLI (1968) relatam um surto de
DA numa criacao de suinos da California na qual, duran-
te tres anos, morreram 1700 animais. Observaram que as
perdas verificadas no local do estudo eram devidas as
drasticas mudancas climaticas que facilitavam o desen-
cadeamento da doenca.

HOWARTH (1969) realizou trabalho sobre a

prevalencia da infecgao em suinos californianos.Dos 680



soros examinados, 197(29%) apresentaram anticorpos con-
tra DA. 0 autor constatou tambem que a maior ocorrencia
de positividade foi obtida nas amostras colhidas no fi-
nal do verao, comprovando premissa do seu trabalho an-
terior, no qual afirmara serem as variacoes de tempera-
tura responsaveis pelo surgimento da doencga.

FRASER & RAMACHANDRAN (1969) em experiencias
comparadas com ratos e camundongos, observaram a sensi-
bilidade destes animais ao VDA considerando-se, princi-
palmente, o indice de mortalidade, durac3ao da infeccgao,
patogenia e via de inoculagao. Os camundongos apresen-
taram-se mais sensiveis na evidenciagao do virus. Devi-
do a isto, foram submetidos a trabalhos sorologicos, de-
monstrando melhor funcionamento em testes realizados
com animais jovens.

TOMA & cols. (1974) descreveram estudo epi-
demioldgico sobre a DA, realizado em suinos de 28 de-
partamentos franceses. 0s resultados mostraram que a
infeccao esta praticamente localizada no Ceste do pais,
apresentando indice de 10% de positividade.

BUMN & cols. (1975) estudaram a prevalencia
da DA em porcos do Estado de I1linois, atraves de cul-

tura de celulas.Das 1224 amostras de soro estudadas, 572
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(4.25%) foram positivas, com titulos variando de 1:4 a
1:64.

Embora a imunofluorescencia tenha sido bas-
tante utilizada na evidenciacao do virus da doenca de
Aujeszky (ALBRECTH & cols., 1963; IMEYLING & BITSCH,1967;
STEWART & cols., 1967; SERRA & MANIOVANI, 1968; SABO &
RAJACANI, 1970 e SVOBODOVEA & SABO, 1970), a sua aplica-
cao na titulagao de anticorpos merece estudos mais apu-
rados, existindo poucos trabalhos que se referem ao as-
sunto.

FOMIN (1966), citado por SERRA & MANIOVANI
(196€), tem obtido sucesso, empregando a IFI na titula-
cao de anticorpos anti-Aujeszky.

JENTZSCH (1968) procedeu a titulacao de an-
ticorpos de 24 amostras de soro de suinos, comparando
os resultados obtidos na imunofluorescencia com a soro-
neutralizacao em cultura de tecido. Devido a impossibi-
lidade de se detectar o virus nas impressoes de laminas,
o autor considerou muito limitada a aplicacao da IFI em

Aujeszky.



3. Material e Métodos
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1. Animais de laboratorio

Utilizaram-se camundongos "Swiss", 1linhagem
"Randon-CF-CPA", com idade variando entre 16-18 dias.
Estes animais foram divididos em grupos de oito e sub-
metidos 3as provas de soroneutralizacdo e titulagao do
virus.

Camundongos adultos tiveram seus cérebros
removidos para o preparo de suspensao normal ou quando
inoculados com VDA serviram para impressoes de laminas

positivas.

2. Virus

A amostra do VDA utilizada neste trabalho
foi isolada de cérebro de bovino, no municipio de Alme-
nara, Estado de Minas Gerais, gentilmente cedida pelo
Dr. Renato Augusto da Silva. Inicialmente, o virus foi
mantido em laboratorio por passagens de coelhos, repre-
sentando um total de sete passagens nesta especie. Em

sequida, a amostra foi adaptada em camundongo, sendo
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realizadas 86 passagens nestes animais, pela via intra-
cerebral. A uUltima passagem foi inoculada em cerca de
200 camundongos de 16-18 dias. Os cerebros foram colhi-
dos, assepticamente, na fase final da doenga e prepara-
da uma suspensao a 20% em agua destilada, esteril, com
2% de soro inativado de eqllino. A suspensao foi distri-
buida em frascos tipo penicilina, submetidos a prova de
esterilidade, titulada e guardada a temperatura de-2090C.
-2.8 DLgo/

0 titulo alcangado pelo virus foi igual a 10

0,03 ml.

3. Soros

3.1. Padronizacao de tecnicas

Para a padronizagao da SN utilizaram-se cin-
co imunossoros anti-DA*, designados por A, B, C, D e E,
preparados em suinos e um "pool" de soros de sete coe-
lhos vacinados com vacina inativada pela beta-propiolac-

tona.

* Gentilmente fornecido pelo Prof. J.A. HOWARTH, Epide-
miology and Preventive Medicine, Dep. - School of Vet.
Med., Universidade da California, Davis (USA) - 95616
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A IFI foi avaliada por meio de testes reali-
zados com os soros-imunes anti-DA de origem suina nas
diluigoes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,°1:128 » 1:20,
1:40, 1:80, 1:160 - 1:100, 1:200.

Na prova de SN os soros foram trabalhados

nas diluicoes de 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625.

3.2. Levantamento

Colheram-se 905 amostras de sangue de suinos,
procedentes de 31 municipios do Estado de Minas Gerais.
Deste local, 556 foram obtidas em um matadouro de Belo
Horizonte e 254 de matrizes e varroes de criacoes par-
ticulares. Os sangues foram centrifugados a 49C, inati-
vados em banho-Maria a 569C por 30 minutos e armazena-
dos em congelador a -200C. Pequena fracao de cada amos-
tra foi estocada antes da inativagﬁo,r a fim de ser ti-
tuladas pela IFI. No Quadro I, sao apresentados alguns

detalhes referentes ao levantamento sorologico.

4. Tecnicas sorologicas

4.1. Soroneutralizagao

13

Esta prova foi realizada com o0s imunessoros

A, B, C. D, E, de origem suina e com o "pool" dos sete
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h) inocular camundongos da mesma idade com as diluigoes
controles dos virus;

i) observar durante 10 dias os camundongos que apresen-
tarem sintomas da doencga;

j) mediante a formula de REED & MUENCH (1938) ordenar e
calcular o titulo de virus e da mistura soro-virus

que protegem 50% dos camundongos inoculados.

0s soros trabalhados em diluigao superior a
1:2 foram diluidos em agua destilada com 2% de soro ina-
tivado de egliino.

0s camundongos que morreram 48 horas apos as
inoculacoes foram examinados atraves da imuncfluorescen-

cia direta, descrita por SABO & RAJACANI (1970).
4.2. Imunofluorescencia indireta

4.2.1. Fracionamento do soro

0 fracionamento das globulinas do soro
de suino com sulfato de amonio foi realizado de acordo
com a tecnica descrita por REIS (1973), constando das

sequintes fases:

1) colocar o soro sob agitacao magnetica e lentamente

adicionar iqual volume solucao saturada de sulfato
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de amonio. Esta suspens3o e deixada em geladeira por
uma hora;

2) centrifugar a 3.000 rpm durante 30 minutos, a 490C e
descartar o sobrenadante;

3) dissolver o precipitado em agua destilada fria na
metade do volume descartado. Reprecipitar com um vo-
lume igual de solugdo saturada de sulfato de amonio;

4) centrifugar novamente o precipitado a 3000 rpm du-
rante 15 minutos e descartar o sobrenadante;

5) ressuspender o precipitado em um volume de salina
fria igual a metade do volume original do soro;

6) colocar a gamaglobulina para dialisar em Becker com
salina 0.85% a 49C, sob agitagdao magnética, com
troca periodica da agua de dialise ate o desapareci-
mento de sulfato de amonio, verificado pelo teste do
cloreto de bario;

7) determinar a concentracao de proteina por refratome-

tria*

* Atago Serum Refractometer. ATAGO OPTICAL WORKS CO. Ltd.
Japan.
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4.2.2. Preparo da anti-gamaglobulina suina

A imunizacao dos coelhos com a gamaglo-

bulina suina, obedeceu, basicamente, a tecnica de

BENACERRAF & cols. (1963), envolvendo as seguintes eta-

pas:

1)

2)

3)

4)

5)

ressuspender a gamaglobulina suina em salina a 0.85%
e na concentracao a 1%;

emulsionar com igual volume de adjuvante completo de
Freund*:

inocular 2 m1 da mistura em coelhos de 60 dias, sen-
do 0.8 m1 em cada pata posterior e 0.4 ml pela via
subcutanea;

reinocular, duas semanas apos, por via intradermica,
quatro locais do animal com 0.1 ml da gamaglobulina

suina. Repetir esta operacao a cada sete dias ate
que apareca reacao local do tipo Arthus;

fazer avaliacdes periodicas dos anticorpos anti-sui-
no por meio da imunodifusao; titulo igual ou maior

do que 1:20 foi considerado satisfatorio;

* Difco Laboratories - Detroit 1, Michigan - U.S.A.
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6) constatada a presenca de anticorpos anti-suino, pro-
ceder a sangria total dos coelhos para obtengao do
soro;

4,2.3. Preparacao do conjugado anti-gamaglobuli-

-
na suina

0 conjugado anti-suino foi elaborado de
acordo com a tecnica de RIGGS (1970), destacando-se os

seguintes aspectos:
4.2.3.1. Preparo da coluna DEAE-celulose

1) Pesar 10 gramas de DEAE-celulose* e lavar em solu-
¢ao a 0.5M de hidroxido de sodio. Esta operacao e
realizada em agitacao magnética, durante 15 minutos
e repetida por trés vezes;

2) seguindo todo o processamento anterior, lavar o DEAE-
celulose com agua destilada;

3) novas lavagens da substancia sao realizadas em tampao
fosfato mono-basico a 0.5M, durante tres vezes;

4) finalmente, lava-se o DEAE-celulose em tampao fosfa-

to 0.0175M ate alcangar pH 6.3;

* Cellex-D, Bes Rad Laboratories, California - USA.
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5) monta-se a coluna de DEAE-celulose, observando-se a

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

proporgao de 3 cm de altura preenchida pela substan-
cia para cada mililitro do soro.Esta coluna & lavada
com tampao 0.175M, completada com esta mesma solugao

e guardada em geladeira.

4.2.3.2, Conjugacao da anti-gamaglobulina

suina

Medir a concentragao de proteina total do soro anti-
suino;

colocar o soro num Erlenmeyer de 50 m1 e levar a agi-
tacao magnetica, na temperatura de 40C;

adicionar, gota a gota, 10% de tampao carbonato bi-
carbonato pH 9;

adicionar lentamente, o isotiocianato de fluores-
ceina, observando-se a proporgcao de 1 mg desta subs-
tancia para 40 mg de proteina total do soro;

deixar em conjugacao, sob agitagao magnetica, duran-
te 12 horas;

retirar o tampao da coluna DEAE-celulose e, imedia-
tamente, adicionar o conjugado;

colher o conjugado em pequenas fragoes;

dialisar;

titular.
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A titulagao do conjugado e todas as fases de
diagnostico pela imunofluorescencia, foram realizadas
em microscopio Zeiss, binocular, Standard WL, objetiva
de imersao 40 X, provido de diafragma, ocular 10 X,
condensador de campo escuro, filtro excitador UG-2, fil-
tros barreiras 0/41 e iluminagao com lampada de merci-

rio HBO - 200.
4.2.4. Metodo de imunofluorescencia indireta

Utilizou-se a tecnica de IFI descrita por

VOGT (1969), consistindo das seguintes fases:

1) preparo de laminas - a partir de cérebro de camundon-
gos infectados com VDA, foram feitas duas impressoes
por 13amina;

2) deixar secar em temperatura ambiente durante 10 mi-
nutos;

3) fixar com acetona a -150C durante 30 minutos;

4) fazer a demarcacao das impressoes com esmalte branco
nao cintilante;

5) diluir o conjugado em suspensdao a 207 de cerebro de
camundongo normal e deixar em geladeira durantc una
hora para completa adsorg¢ao;

6) cobrir as impressoes com soro a testar;



9)
10)
11)
12)

13)
14)

15)

colocar em estufa a 370C durante 30 minutos e em ca-
mara umida;

lavar rapidamente em salina tamponada pH 7.2 e repe-
tir esta operagao por 10 minutos;

enxaguar rapidamente em agua destilada;

deixar secar e cobrir as impressoes com o conjugado;
levar a estufa a 370C durante 30 minutos;

lavar om salina pH 7.2, rapidamente e durante 10 mi-
nutos;

enxaguar em agua destilada;

montar em lamina e laminula com glicerina tamponada

ol 7.&:

Interpretacao:

POSITIVO - visualizacao ao microscopio do complexo
ant?geno-anticofbo fluorescente.

NEGATIVO - ausencia de fluorescencia especifica.

A IFI foi utilizada no levantamento sorolo-

gico observando-se os mesmos criterios adotados na SN.



QUADRO I

Amostras de soros suinos colhidos em matadouro de Belo Hori-
zonte e propriedades do Estado de Minas Gerais, 1974/75

Total Colheita em Numero de amostras

. de examinadas
Municipio

e
Araxa 13 13 - 10 3
Belo Horizonte 8 - 8 - 8
Betim 18 18 - 15 6
Conceicdo do Alagoas 30 30 - 25 6
Contagem 20 3 17 5 15
Carmo do Paranaiba 24 24 - 15 9
Corinto 26 26 - 20 6
Coromandel 38 38 - 30 14
Cruzeiro da Fortaleza 18 18 - 15 6
Entre Rios de Minas 16 16 - 15 3
Esmeraldas 32 32 - 30 6
Felixlandia 31 10 21 25 6
Formiga 26 26 - 20 6
Governador Valadares 33 - 33 20 18
Guape 16 16 - 15 6
Igarape 31 - 31 35 6
Ituiutaba 51 51 - 35 16
Jequerei 16 16 - 15 3
Jodo Pinheiro 16 16 - 10 6
Jose de Melo 16 16 - 15 3
Lagoa Formosa 20 20 - 15 6
Lagoa Santa 7 - 7 - 7
Luz 14 14 - 10 6
Pains 20 20 - 20 3
Patos de Minas 154 22 132 140 33
Ponte Nova 16 16 - 15 3
Ribeirao das Neves 8 8 - 5 3
Santa Luzia 16 11 5 10 6
S3o Pedro do Suassui 25 25 - 20 9
Santa Vitoria 35 35 - 40 4
Vespasiano 16 16 - 15 3

Total 810 556 254 660 235




4. Resultados
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1. Padronizagao das tecnicas de soroneutralizagao e imu-

nofluorescencia indireta

1.1, Soroneutralizagao

No Quadro II sao mostrados os resultados do
experimento executado com soro de coelhos. As soroneu-
tralizagoes realizadas em temperatura ambiente, durante
30 e 90 minutos apresentaram titulos inferiores a
]0']'ODL50. R temperatura de 370C, durante 90 minutos o
titulo foi obtido de 1/14.8 DL, sendo este o melhor
resultado conseguido nos trabalhos com soro de coelhos.

As amostras de imunossoros apresentaram ti-
tulos neutralizantes cuja amplitude variou entre 1:30
a 1:110. 0s cinco imunossoros testados apresentaram
os seguintes titulos: 1:56, 1:46, 1:30, 1:50 'e |
110, respectivamente, para os soros A, B, C, D
e E. 0 tempo de morte de cingllenta por cento(t50)
dos camundongos ocorreu entre os quarto e quinto

dias de inoculagao, coincidindo sempre com o to-

tal de mortalidade dos animais, naquela dilui-
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¢ao. No Quadro III sEo'apresentados 0 indice de morta-
lidade por diluigao, o tgy dos camundongos inoculados e

os titulos obtidos.
1.2. Imunofluorescencia indireta

Os titulos encontrados na IFI foram de 1:40,
1:32, 1580 1:40 e 1:64, respectivamente, para os soros
A, B, C, D e E.

0s resultados obtidos na IFI e SN com imu-

nossoros sao mostrados, comparativamente, no Quadro IV,

2. Levantamento sorologico

Todos os 132 "pools" examinados, contendo
cinco soros cada, foram negativos @ prova de SN. Estes
resultados demostraram que os 660 soros nao possuem
anticorpos anti-DA a uma diluigao de 1:10,.

Dos 235 snros examinados individualmente,
somente 5 (2.1%) reagiram positivamente ao teste de
SN sendo um com titulo 1:11, dois com titulo 1:5 e dois
com titulo 1:2. O0s soros positivos foram colhidos em
Governador Valadares.

Todos os "pools" examinados foram negativos
na IFI. As amostras de soros reagentes a SN apresenta-

ram-se positivos na IFI, sendo dois soros com titulo
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1:2, dois com titulo 1:4 e um com titulo 1:8.

No Quadro IV s3ao mostrados, comparativamen-

te, os titulos obtidos com soros estudados no

mento sorologico.

levanta-



QUADRO II

Titulos dos soros de coelhos vacinados e submetidos
a SN com variagao na temperatura e tempo de contato

soro-virus

Incubacao soro-virus

Numero do TTtulo
Experimento Temperatura Tempo
1 ambiente 30" 10710
2 ambiente 90" 10-1-0

3 379C 90 1/14.8

27



QUADRO III

Resultados da SN em camundongos de imunossoros anti-DA

Dilui-

Mortalidade

Imunossoro M Titulo

¢ao NO % t50
1:5 0/8 - -

A 1:25 2/8 25 - 1:56
1:125 6/8 75 49 dia
1:5 0/8 - -

B 1:25 3/8 37 .5 - 1:46
1:125 6/8 75 40 dia
1sh 0/8 - -

C 1=25 4/8 50 50 dia 1:30
12125 7/8 87,5 40 dia
1:5 0/8 - -

D 1:25 3/8 37.5 - 1:55
1:125 5/8 62,5 590 dia
1:5 0/8 - ”

E 1:25 1/8 1255 - 1:110
1:125 4/8 50 50 dia

78



QUADRO IV

Comparacao entre os titulos da SN e IFI em imunossoro

e soros a testar

Titulos

SN CIFI

a) Imunossoros

A 1:56 1:40
B 1:46 1i32
c 1:30 1:20
D 1550 1:40
E 1110 1:64
b) Soros a testar
1 1513 1:8
2 s 1:4
3 1z 5 1:4
4 T2 b ¥y
5 152 ¥s2




5. Discussdo
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0 estudo da SN mostrou boa sensibilidade dos
camundongos ao metodo, poréem, a idade dos animais, a
adaptacao e a conservagao da amostra sao fatores que
parecem influenciar no funcionamento da tecnica. Supe-
radas estas limitagoes, pode-se confiar plenamente na
veracidade dos resultados, alcancados pela SN. Estes
achados coincidem com as observagdes feitas por SHOPE
(1931), KOJONOK & CRECZI (1956) e FRASER & RAMACHANDRAN
(1969), que revelaram a importancia do camundongo no
isolamento e identificagdao do virus. Em seus trabalhos
sobre VDA em animais de laboratorio, os autores verifi-
caram que camundongo jovem & bastante sensivel a prova
de SN, apresentando resultados comparaveis a cultura de
tecido, quando trabalhados com ateé uma semana de idade.

A IFI e, possivelmente, a forma mais simples
de detectar anticorpos. 0 problema das laminas positi-
vas nao apresentarem VDA, citado por JENTSCH (1968) po-
de ser comprovado nesta pesquisa, contudo, a sensibili-

dade do método aumenta quando s3ao usadas impressoes fei-



tas com cerebro de camundongo que mostrou quadro clini-
co completo da doencga.

Neste trabalho procurou-se correlacionar os
titulos obtidos pela IFI e SN, guardando-se a carac —
teristica intrinsica a cada um dos metodos; na IFI o
titulo & dado pela visualizagao do complexo fluorescen-
te antigeno-anticorpo da mais alta diluicao examinada,
anquanto que na SN, o tTtulo € expresso em fungdo do
logaritmo da diluigao do vTrus. Desta forma, os resul-
tados conseguidos pela prova de SN estao de acordo com
o esperado pois sao os anticorpos neutralizantes aque-
les que atingem niveis mais altos e que se mantem esta-
veis durante mais tempo, havendo tambem, uma relagao
inversa entre o numero de doses letais empregadas e o
titulo obtido.

0s menores titulos obtidos pela IFI se deve,
possivelmente, ao fato deste metodo dep<nder, essencial
mente, da quantidade de virus existente na 1impressao.
Entretanto, a rapidez e eficiencia da técnica em baixas
diluicoes sao fatores a considerar quando a pesquisa se
referir apenas a identificacao da infeccgao.

Para se trabalhar com maior numero de amos-

tras, o levantamento sorologico foi inicialmente reali-
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zado em "pools" de cinco soros, Esta fase teve como ba-
se a pesquisa de BURROWS (1963) que trabalhou com soros
de 58 porcos e 120 varroes, tendo na diluigao 1:10, de-
tectado anticorpos em 26% dos porcos e 56% dos varroes.
Provavelmente este autor conseguiu detectar anticorpos
por ter trabalhado com soros de suinos que tiveram con-
tato com focos da DA o que nao se constatou na presente
pesquisa.

Numa segunda etapa, trabalhou-se com soros
diluidos a partir de 1:2, pois acreditou-se que o fator
diluigao 1:10 tenha sido responsavel pela alta negati —
vidade encontrada. Esta nova orientagao esta de acordo
com outras pesquisas que objetivaram medir sorologica —
mente a extensao dadoenga. 0 indice de 2.1% de infec-
¢ao em suinos revela que, de certa forma, a DA @& pouco
comum no Estado de Minas Gerais. Entretanto, esta pes-
quisa abrangeu somente algumas regioes do Estado e a
colheita do material foi realizada em epoca que nao se
constatou nenhum foco da doenga. Assim, pode-se corre-
lacionar estes resultados aos obtidos por outros auto-
res:

MACKAY & cols. (1962) estudando um foco d&

DA verificou que 60 de 72 amostras colhidas foram posi-
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tivas na diluigdao 1:2 e 593 suinos de regides proximas
ao surto apresentaram-se negativos ao teste.

HOWARTH (1969) realizou pesquisa sobre a
prevalencia da infecgdo em suinos da California. Ani-
mais de sete dos nove ranchos estudados apresentaram
anticorpos neutralizantes e dos 680 soros testados, a
uma diluigdo 1:4, observou-se a presenga de infecgao em
29% dos rebanhos. Este total foi conseguido em periodos
estacionais corresnondentes ao inicio do inverno e do
verdo. No entanto, durante tres anos ocorreu surto da
DA, diagnosticado por HOWARTH & PAOLI (1969).

BUNN (1975) em trabalho sobre incidencia da
infeccao pelo VDA em suinos de I1linois, observou 4.25%
de positividade, em diluigao a partir de 1:4, numa re-
jiao em que a doenga nunca foi reportada. 0 resultado
alcancado n3ao pode ser explicado pelo autor que sugeriu
a falta de assistencia aos rebanhos como fator respon-
savel pela ausencia de dados sobre a doenga.

0 manejo mais adequado adotado nas criagoes
de suinos e a pequena amostragem utilizada sao fatores
que poderao ter influido nos baixos niveis da infecgao
obtidos neste trabalho. Porem, observando os resultados

conseguidos nas diferentes fases do levantamento, bem
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como nos trabalhos dos diversos autores consultados, ve-
rifica-se que a infecgao peio VDA esta presente em bai-
xos niveis de anticorpos nos rebanhos suinos.
Resultados positivos encontrados nas amos-
tras colhidas em criagles, parece estar relacionado com
o fator idade. O0s animais de matadouros geralmente es-
tdo na faixa dos seis meses de idade enquanto que os de
criagdes utilizados neste levantamento, foram matrizes
e varroes e que, por serem mais velhos, tiveram maiores
chances de se infectarem. CARNEIRO (1939) e  BURROWS
(1963) enfatizam a _resenga da infecgdo em porcos, du-
rante longo periodo de vida, porem, esta possibilidade

so devera ocorrer em regioes onde exista foco da DA.



6. Conclusodes

1.
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A IFI tem sensibilidade relativa a SN na identifi-
cacgao de anticorpos anti-DA;

O0s valores obtidos na SN guardam correspondencia
com os tTtulos encontrados na IFI;

Titulos iguais ou mais altos de anticorpos foram ob-
tidos na SN;

A diferenga proporcional entre os valores encontra-
dos na SN e IFI, tende a aumentar a medida que 0s
soros apresentam maiores quantidades de anticorpos;
A DA se mantém em baixos niveis no Estado de Mi-
nas Gerais. Resultados mais efetivos sébre a infec-
¢ao poderao ser obtidos em trabalho com-amostragem
mais significativa e, tambem, de regidoes onde te-

nham ocorrido casos da doenga.



7. Resumo

Foram estudadas para presenga de anticorpos
anti-DA, pelos metodos da SN em camundongo e IFI, com-
parativamente, 810 amostras de soros de suinds sendo
556 obtidas em matadouros e 254 em criagoes, provenien-
tes de 31 municipios do Estado de Minas Gerais.

Um total de 660 amostras foram estudadas
sob forma de "pool" de cinco soros e nao revelaram an-
ticorpos em nenhum dos metodos. Das 235 amostras exami-
nadas individualmente, 5 (2.1%) foram positivas, apre-
sentando titulos que variaram de 1:2 a 1:11 na SN e de
1:2 a 1:8 na IFI;

Na padronizagao da SN e da IFI foram utili-
zados soros de sete coelhos vacinados com vacina expe-
rimental inativada com betapropiolactona e cinco soros
hiperimunes de origem suina. Os anticorpos nos soros de
coelhos foram titulados pela SN sendo submetidos a tres
diferentes temper..uras e tempos de incubagao. A tempe-
ratura de 379C, durante 90 minutos o titulo foi de 1/
14.8 DL, tendo sido considerado o melhor resultado

obtido.



40

0s imunossoros de origem suina foram titu-
lados pelos metodos de SN e IFI. Todos os soros titula-
dos reagiram positivamente em ambas as provas. Os titu-
los mais altos foram conseguidos na SN, cuja amplitude
variou de 1:30 a 1:110. Na IFI os titulos variaram en-

tre 1:20 a 1:64.



8. Summary
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A study of 810 samples of pigs serum were
analysed for antibodies agains Ajueszky Disease (AD),
utilizing serum-neutralization (SN) in mouse and
Indirect Fluorescent Antibody (IFI) Technic. Of the
total samples ggé were from ~ a slaughterhouse and 254
from pigs farms, of 31 counties in the State of Minas
Gerais, Brazil.

A total of 660 samples analyzed as a “pool"
of five serums, by both methods (SN-IFI), thit not
demonstrated any antibodies agains AD. From 235 serum-
samples analyzed, only 5 (2,1%) were positive, with
titles of 1:2 to 1:11 for SN and 1:2 to 1:8 for IFI:

Hyperimmune serum from five pigs and seven
rabbits previously immunized with inactivated virus
(betapropiolactone) of a an experimental vaccine were
utilized for standard SN and IFI technics.

Neutralization of antibodies titer of rabbits
serum, were determined by three differents temperatures

and incubation time. At 370C and 90 minutes, tittle of
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1/14.8 DL50 were obtaimed, and this considered the best

results.
Hyperimmune serum of swine origen were title

by SN and IFI, serum titer were positive by both methods.
The higher titers were seen in SN from 1:30 to 1:110 and

for IFI titers were 1:20 to 1:64.
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