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RESUMO

No presente estudo, foi produzido e padronizado um antigeno para o teste de Imunodifusio em gel de
Agar (IDGA) para detecgdo de anticorpos precipitantes anti-Virus da Lingua Azul. Este antigeno foi
utilizado para testar 1272 soros de bovinos e 1341 de ovinos provenientes das Mesorregides Sudoeste e
Sudeste do Rio Grande do Sul. encontrando-se uma prevaléncia de 0,63% e 0,15% para bovinos e ovinos,
respectivamente.

Palavras-chave: Lingua Azul. IDGA, prevaléncia, bovinos, ovinos.

ABSTRACT

In the present study, a standard antigen was produced and obtained for an Agar gel Immunodiffusion
(AGID) test to detect precipitating antibodies anti-Bluetongue. This antigen was used to test cattle sera
(1272) and sheep sera (1341) from the Southwest and Southeast regions of Rio Grande do Sul state. It
was found a prevalence for bovines and ovines of 0.63% and 0.15%, respectively.

Keywords: Bluetongue, AGID, prevalence, cattle, sheep.




1 INTRODUGAO

A Lingua Azul (LA) € uma doenga viral, ndo
contagiosa, transmitida por mosquitos do género
Culicoides. Todos os ruminantes domésticos e
selvagens sdo susceptiveis a infecgdo pelo virus
da Lingua Azul (VLA), porém a ocorréncia da
doenga clinica tem sido demonstrada
principalmente nos ovinos (Parsonson, 1992).

O VLA ¢ membro do género Orbivirus, familia
Reoviridae e até hoje foram descritos 24
sorolipos em paises localizados nas dreas
tropicais ¢ subtropicais do mundo. Seu genoma
(18 x 10 kDa) consiste de dez segmentos de
RNA fita dupla sendo trés segmentos grandes (L
1-3). trés médios (M 4-6) e quatro pequenos (S
7-10). Possui simetria icosaédrica, didmetro de
65-70 nm, coeficiente de sedimentacio de 550 S
¢ densidade de flutuagdo em CsCl, de 1.36-1.38
g/cm”. O VLA nio possui envelope lipidico ¢ ¢
formado por duas camadas  protéicas
concéntricas. A camada interna, é composta de
cinco proteinas estruturais (VP, VPs, VP, VPg
¢ VP-) ¢ a camada mais externa de duas proteinas
(VP. ¢ VPs). Trés proteinas nio estruturais NS;,
NS, e NS; sdo produzidas durante a replicagio
viral nas células infectadas. NS; ¢ NS, sdo
sintetizadas abundantemente enquanto que NS; é
dificilmente detectada. A seqiiéncia de todas as
proteinas nio estruturais € altamente conservada
entre os sorotipos, enquanto que das proteinas
mais externas, principalmenie VP2 e VPS5, sdo
variaveis (Roy. 1989).

A distribui¢dio da infecgio no mundo esta
descrita na zona climatica de 40°N ¢ 35°S onde a
populagdo de ovelhas ¢ de aproximadamente
830.000.000 cabegas ou 70.7% do total de
ovelhas do mundo (Parsonson, 1992).

Na Figura 1, observamos os ecossistemas que
representam a ocorréncia do VLA, divididos em
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trés zonas; com o objetivo de facilitar a anslise®t g™

da epidemiologia da doenga. Nas zonas
endémicas a infecgdo é comum ¢ evidenciada por
alta prevaléncia de soropositivos, mas @
aparecimento da doenga clinica ¢ raro, devido &
presen¢a de grande nimero de animais imungs.
O virus pode ser isolado de vetores ou de
animais virémicos. Nas zonas epiendémicas o
numero de animais com anticorpos contra a
doenga pode variar e geralmente ¢ focal. Nestas
areas, surtos esporadicos podem ocorrer. Na zama
livre. 0os animais sio negativos e ndo ha doenga
clinica.

Estas zonas sio dinimicas e representam o
resultado da interagdo virus/hospedeiro/vetor/
ambiente.

Em ovelhas, a sintomatologia clinica podie
apresentar-se¢ nas seguintes formas: edema da
face. febre, corrimento nasal com aparecimento
de crostas, vesiculas na boca e Iabios, inflamacio
do rodete corondrio, claudicacdio, degeneragio
hialina da musculatura esquelética, aumento dws
linfonodos mediastinicos, anorexia, perda de
peso ¢ morte. Problemas reprodutivos tambémn
sio descritos, como aborto, md formagio
congénita ou teratogenias (Radostits et al., 1994},

Os bovinos, na maioria das vezes, n&oe
apresentam sintomatologia clinica. Perda de peso
¢ queda na produgdo de leite podem sex
observados. Alteragées  reprodutivas €
malformagdes congénitas estio enire as mais
comuns, bem como afecgbes na boca. casco e
tetas. podendo ser facilmente confundida com
outras doengas, tais como, a rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR). diarréia bovina a virus
(BVD). febre aftosa (FA), estomatite vesicular ¢
micotica, febre catarral maligna e
fotossensibilizagdo (Hourrigan ¢ Klingspom,
1975).

ZONA ENDEMICA ZONA EPIENDEMICA ZONA LIVRE
®  Alta prevaléncia ® Baixa prevaléncia ®  Animais
soronegativos
e Sintomatologia e Doenga esporadica
clinica rara
e  Surtos localizados

Figura 1. Ecossistemas da LA.
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As perdas econdmicas diretas causadas pela LA
sdo ainda uma grande incognita ¢ poucos estudos
tém sido feito. embora a importincia dessa
doenga na pecudria ¢ na conservagdo da vida
selvagem ja tenha sido relatada (Gibbs, 1988).
Perdas indiretas estdo relacionadas com a
dificuldade de qualificagdo para a exportagdo de
animais ¢ sémen, tornando-se grande entrave
para o comércio entre os paises do Mercosul,
EUA e Euwropa (OLE., 1999 ¢ Normas
Sanitarias-Resolucio N°66/94).

No Brasil. de acordo com levantamentos
sorologicos realizados em varios estados, o0 VLA
estd amplamente difundido geograficamente
entre as espécies bovina, caprina, bubalina e
ovina. Pelos dados obtidos com a sorologia e
pela falta de relatos de casos clinicos da doenga
no campo nas diferentes espécies que sc
apresentam soropositivas, tudo indica que a LA
espalha-se pelos rebanhos do pais de forma
silenciosa (Cunha, 1988).

Condigdes de temperatura € umidade na maior
parte do pais favorecem a multiplicacdo ¢
manutengdo dos  vetores. facilitando a
endemicidade da doenca, tornando grande parte
da populagdo de ruminantes imunes a infecgdo
pelos sorotipos presentes na area (Lobato, 1996)

O Brasil possui hoje cerca de 13.954.555
milhdes de ovinos ¢ um rebanho bovino de
153.058.275 milhdes de cabecas. Entre os
estados criadores destes amimais destaca-se o Rio
Grande do Sul que detém 37% do rebanho
brasileiro de ovinos ¢ 9% dos bovinos do pais.
Na regidio sul do estado concentram-se¢ 0s
maiores criatorios de ovinos (IBGE. 1996).

Bascado na importincia desta regido para
ovinocultura brasileira ¢ considerando a
importancia da LA nas espécie ovina e bovina,
foi proposto neste trabalho o inicio de um estudo
da situacgdo desta doenca na regido. Inicialmente.
foi produzido ¢ padronizado o antigeno de LA
para utiliza-lo na prova de IDGA que € o teste
padrio para detectar anticorpos anti-VLA. de
acordo com a OIE (1999). O antigeno produzido
foi utilizado para testar soros de ovinos ¢ bovinos
provenientes das mesorregides  sudeste e
sudoeste do Rio Grande do Sul.

Os objetivos deste trabalho foram:
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®  Produzir ¢ padronizar antigeno para a prova
de Imunodifusio em Gel de Agar para
diagnostico sorologico da Lingua Azul.

® Determinar a soroprevaléncia da Lingua
Azul em ovinos ¢ bovinos das mesorregides
sudoeste e sudeste do Estado do Rio Grande
do Sul.

2 LITERATURA CONSULTADA
2.1. IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR

Jochim & Chow (1969). desenvolveram pela
primeira vez o0 teste de IDGA para detectar
anticorpos soroespecificos em bovinos e outros
ruminantes domésticos suspeitos de infecgdo
com o VLA, Pearson & Jochim (1979).
utilizaram a técnica de dupla difusdo em agar
(DDA). para detecgdo de anticorpos precipitantes
contra o0 VLA,

O teste de IDGA ¢ reconhecido por ser sensivel
(Della-Porta et al.. 1983: Littlejohns e Burton,
1988: Littlejohns et al.. 1988: Pearson et al.,
1992). mas suas desvantagens incluem a falta de
quantificagdo de anticorpos, o tempo necessario
para realizacdo ¢ a baixa especificidade (Pearson
et al.. 1992),

A baixa especificidade do teste tem sido
atribuida as reagdes cruzadas causadas por outros
Orbivirus. incluindo aqueles do sorogrupo do
Virus da Doenga Epizootica Hemorragica dos
Veados (EHDV) e talvez dos virus pertencentes
ao sorogrupo Palyam ¢ Eubenangee (Della-Porta
et al., 1985 ¢ Afshar. 1994). Na Austrilia, as
reacgoes cruzadas pelo sorogrupo do EHDV sido
consideradas as mais importantes em relagio a
falsa positividade do teste de IDGA e da
interpretagdo de seus resultados do mesmo
(Della-Porta et al.. 1985).

O teste IDGA tem sido utilizado extensivamente
no diagnoéstico. na vigilancia ¢ para emissio de
certificados de transito. cujos rebanhos sdo
destinados para exportagoces. E um teste simples
de ser realizado. econdémico. confiavel ¢
reproduzivel (Della-Porta et al.. 1983. Della-
Porta et al.. 1985 Pearson et al.. 1992).




Ward et al. (1995) realizaram estudo para avaliar
o teste de IDGA em bovinos infectados com
VLA em Queensland. Austrilia, ¢ observaram,
que 0s anticorpos precipitantes detectados, ndo
persistem  tanto  quanto oS  anticorpos
neutralizantes na auséncia de reinfeccdo com o
VLA. Concluiram que o teste de IDGA deve ser
usado preferencialmente para levantamentos
epidemiologicos através de sorologia e para
vigilancia sanitaria.

2.2. OUTROS TESTES SOROLOGICOS PARA
DIAGNOSTICO DA LINGUA AZUL

Os testes ELISA de bloqueio (B-ELISA),
também referida como ELISA de competigdo (C-
ELISA) foram desenvolvidos na tentativa de
resolver o problema das reagdes cruzadas obtidas
através do IDGA em relagio aos outros membros
do género Orbivirus (Pearson et al.. 1992).

O teste B-ELISA utilizando-se como anticorpo
competitivo um anticorpo monoclonal anti a
proteina VP7 do VLA, ¢ atualmente o método
recomendado pela O.LE para sorologia. Porém,
apesar de mais sensivel e especifico, este método
ainda nio ¢ tdo utilizado quanto o IDGA devido
a sua maior complexidade ¢ menor
disponibilidade de kits comerciais (Martyn et al.,
1990).

Arta et al (1992). comparando a
imunofluorescéncia indireta com o IDGA para o
diagnostico da LA, concluiram que. as duas
técnicas podem ser utilizadas na rotina para
estudos epidemiologicos da doenga. Entretanto, a
imunofluorescéncia indireta tem a vantagem de
quantificar anticorpos ¢ detectar antigenos virais
em células de linhagem continua infectadas com
LA

Entre os testes mais utilizados para deteccdo de
anticorpos neutralizantes ¢ sorotipificacdo estdo
os de soroneutralizagdo em microplacas (SN) e a
inibigio de placas (IP). Os testes de neutralizagio
sio capazes de identificar infecgiio por sorotipos
especificos ¢ possuem alta sensibilidade ¢
especificidade requerendo geralmente 3-5 dias
para sc obter o resultado. Porém reagoes
cruzadas podem ocorrer entre 0s varios sorotipos
de LA existentes (Gard e Kirkland. 1993).

23 PRODUCAO DE ANTIGENO PARA
IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR

Arita et al. (1993), produziram antigeno solavel,
para IDGA, através da inoculagdo do sorotipo 4
do VLA em células de linhagem continua de
células de macaco verde africano jovem
(VERQ). Nesse trabalho. os autores. revelaram
que a provavel proteina responsavel pela reagido
de precipitagdo no teste de IDGA foi NS,. com
peso molecular igual a 60kDa.

Gard e Kirkland (1993). produziram antigeno
através da inoculagio em linhagens de células
VERQ e BHK. e descreveram a clarificagdo da
suspensdo viral feita com Tris-HCl a IM e B-
propiolactona para inativagio do antigeno
concentrado.

Reis ¢ Leite (1994). produziram antigeno do
virus da anemia infecciosa eqiiina para o teste de
IDGA. Nesse trabalho. utilizaram o PMSF como
inibidor de proteinase para testar a estabilidade
do antigeno produzido em  diferentes
temperaturas de armazenagem ¢ concluiram que
a sua adigdo garantin maior estabilidade nas
diferentes temperaturas testadas.

2.4 PROTEINAS ENVOLVIDAS NO TESTE
DE IMUNODIFUSAQ EM GEL DE AGAR

Huismans ¢ Els (1979) ¢ Eaton et al. (1988),
relataram que os anti-soros das infecgdes por
VLA com diferentes sorotipos sdo conhecidos
por conter anticorpos para NS;.

Mechan et al. (1986). utilizando anti-soro
policlonal confirmaram a relacdo antigénica das
proteinas ndo estruturais NS, e NS; ¢ da proteina

Segundo Roy (1996). a proteina estrutural NS1 ¢
sintetizada em maior quantidade que qualquer
outra proteina constituinte do VLA e pode ser
utilizada como reagente no diagndstico grupo-
especifico pelo teste de IDGA.

Gorman (1992). discute a semelhanga entre os
diferentes sorogrupos de Orbivirus. comparando
a segiiéncia de nucleotideos e/ou aminoacidos
dos mesmos para diferentes proteinas. O autor
relaciona ainda estas diferencas com a
distribui¢io das seqiiéncias de nucleotideos
destas amostras.




2.5 DISTRIBUICAO DA LINGUA AZUL E DO
VETOR CULICOIDES NO MUNDO E NO
BRASIL

A distribuigdo geografica do VLA se expande
nas areas tropicais e subtropicais de todo o
mundo. Apenas a Europa ¢ hoje considerada
livre da doenga, apesar de, no passado. epidemias
na Peninsula Ibérica terem sido reportados com
isolamentos do virus (Gibbs ¢ Greinner, 1988).

No Brasil. a LA foi descrita pnmeiramente por
Silva (1978), que identificou a presenca de
anticorpos fixadores de complemento contra o
VLA em bovinos e ovinos no estado de Sdo
Paulo. Os sorotipos envolvidos foram
identificados na Africa do Sul pelo Instituto de
Pesquisas Veterinarias Onderstepoort através de
testes de neutralizagio. sendo eles: 1. 2. 4. 6. 10.
12. 13 e 17, para bovinos ¢ 4. para ovinos. Nesse
mesmo ano, o Brasil reportou oficialmente a
O.1LE evidéncia sorologica da ocorréncia no pais.
sendo o primeiro pais da Aménca do Sul a

identificar a presenga do virus em seus rebanhos
(Ministério da Agricultura - Brasil. 1978).

De acordo com a literatura consultada, o VLA
nunca foi isolado no Brasil. no entanto, em 1980,
60 bovinos da raga Zebu foram importados pelos
EUA e permaneceram na Florida. em quarentena.
por 150 dias. Durante 30 dias entre o ultimo teste
destes animais no Brasil e seu primeiro teste na
Florida. quatro animais  desenvolveram
anticorpos para VLA. Setenta ¢ dois dias apos a
chegada, mais trés animais soroconverieram €
um mais no octagésimo sexto dia. Titulos de
anticorpos neutralizantes contra os sorotipos 4 ¢
20, ambos, exoticos para os EUA. foram
encontrados. O VLA-4 foi isolado de um destes
animais (Campbell e Groocock. 1982).

Com a introdugio da técnica de IDGA. varios
inquéritos  sorologicos  foram  realizados.
demonstrando que o VLA  encontra-se
distribuido por todo territorio brasileiro em
bovinos ¢ outros ruminantes (Tab. 1).

Tabela 1. Anticorpos anti~VLA detectados em varios estados do Brasil, por IDGA.

Autor(es) Estado N°® amostras testadas % Soro-positivos Espécie

Moreira et al. (1980) MG 577 74.0 Bovina
Cunha et al. (1982) RJ 553 40.9 Bovina
Abreu (1982) RR 1472 16.0 Bovina
AM 92 255 Bovina

PA 117 325 Bovina

AP 360 213 Bovina

AP 141 19.5 Bubalina

Abreu et al. (1984) RJ 388 14.9 .Caprina
Cunha et al. (1987) PR 106 198 Bovina
SP 214 53.7 Bovina

SC 174 37.3 Bovina

RS 409 1.2 Bovina

Cunha et al. (1988) RJ 593 441 Caprina
RJ 33 242 Ovina

Silva et al. (1988) MG 340 5.9 Caprina
Brown et al. (1989) Nordeste 76 1.5 Caprina
Castro et al. (1992) MG 451 76.3 Bovina
Arita et al. (1992) SP 190 50.5 Bovina
Sp 72 52.7 Ovina

Lage et al. (1996) MG 329 544 Bubalina
Melo et al. (1997) Sergipe 97 89.7 Bovina
Melo et al. (1997) Paraiba 137 44 Bovina




Com o objetivo de conhecer os sorotipos
existentes no Brasil, Cunha (1990) enviou para
os laboratorios de Plum Island. EUA. 174 soros
positivos testados por IDGA. provenientes dos
estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e do sul
do Brasil. Desses, 24 foram sorotipificados pela
soroneutralizacdo. sendo onze de bovinos, onze
de caprinos e dois de ovinos. O resultado indicou
que varios sorotipos podem estar presentes no
Brasil, mas os sorotipos 4, 6 14, 17 ¢ 19 parecem
ser os mais difundidos.

Forattini (1957) ¢ Wirth (1974). estudaram
mosquitos Culicoides das espécies C. insignis, C.
paraensis ¢ C. furens. Observaram que estes
encontravam-s¢ distribuidos desde o leste dos
EUA até o sul do Brasil. Como exemplo, o C.
insignis foi localizado em Jacksonville, Florida,
bem como em Pelotas, RS.

Varias especies de Culicoides. de comprovada
competéncia na transmissdo da LA. se alimentam
preferencialmente em bovinos do que em ovinos,
tais como: C. brevitarsis, C. vadai e C. fulvus.,
Devido a esse fator associado a uma prolongada
viremia que ocorre nos bovinos. alguns autores
tém sugerido que os bovinos poderiam funcionar
como reservatorios do virus durante as estagoes
mais frias. onde o nimero de vetores ¢ menor
(Gibbs e Greinner. 1988).

Ward (1996) pesquisou a associagdo da
ocorréncia do VLA em rebanhos bovinos com os
fatores climaticos ¢ observou estreita relacdo
entre os fatores climaiticos € a ocorréncia da
infecgdo pelo VLA. Entre esses fatores
salientam-se a temperatura, umidade, vento e
intensidade de luz. que também estio
relacionados a atividade das espécies de
Culicoides transmissoras do VLA.

Os Culicoides se multiplicam em regides
alagadas com alto grau de matéria organica ou
em daguas limpas dec alta salinidade ou
alcalinidade. O pico de atividade destes insctos
estd relacionado com seu ciclo reprodutivo que
depende de condigdes de calor ¢ umidade para
reproducdo (Lobato, 1999).

Estacbes do ano como verdo favorecem o
aparecimento ¢ reproducdo dos vetores ¢
consequentemente a maior transmissio da
doenca. A populagdo dos Culicoides tende a

baixar no outono e inverno quando a temperatura
€ mais baixa (Sellers, 1981).

Diferengas entre a sensibilidade de algumas ragas
a infeccdo e manifestacdo de sintomas para LA
tém sido descrito. Berry et al. (1982),
observaram que algumas ragas de ovinos
destinados a producdo de 1i apresentavam
diferentes respostas imunes quando inoculadas
com vacinas inativadas para LA. Stott et al
(1985), avaliando as respostas humoral e celular
de ovinos das ragas Warhill e Suffolk,
concluiram que a resposta celular avaliada foi
observada para todas as ovelhas da raga Warhill
e apenas 30% da raga Suffolk.

A LA foi incluida pela O.LE. na lista “A” de
doencas infecciosas que reune aquelas cujas
conseqiiéncias socio-economicas podem  ser
graves ¢ de importincia sobre o comércio
internacional de animais ¢ seus subprodutos
(O.LE.. 1999). De acordo com a Resolugdo
Federal N°66/94 referente as normas sanitarias
para a imporagdo e exportagio de animais
ovinos entre os Estados parte do Mercosul ¢
obrigatorio o IDGA para diagnostico da LA.

3 MATERIAL E METODOS
3.1. AMOSTRA VIRAL E CELULAS

Virus da Lingua Azul - sorotipo 4 cedido
gentilmente pelo Centro Panamericano de Febre
Aftosa (CPFA) foi inoculado e multiplicado
inicialmente em BHK-21/C-13 (ATCC/CCL-10)
e posteriormente foi adaptado para crescimento
em células VERO (ATCC/CCL-81). Foi
utilizado meio de crescimento MEM. com 2% de
soro fetal bovino (SFB), antibioticos (Penicilina
1% ¢ Estreptomicina 1%) e antifiungico
(Anfotericina B) a 0,5%.

3.2. TITULACAO VIRAL

As suspensdes virais obtidas foram aliquotadas e
tituladas em microplacas de 96 pogos por
diluigdes decimais (10" a 1077), utilizando-se
oito repetigdes (pogos) por coluna. A primeira
coluna foi utilizada como controle negativo € as
demais. respectivamente. com as diluigdes
decimais da suspensdo viral.

Em cada pogo da placa foram distribuidos 50 puL
da suspensido viral correspondente a sua diluigdo
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na coluna da placa, 50 pL do meio de
crescimento MEM com 2% de SFB e mais 50 pL
de suspensdo celular. Antibidticos ¢ antifiingico
foram acrescentados ao meio MEM. A placa foi
entio levada até a estufa contendo 3% de
atmosfera de CO, a 37°C. onde permaneceu até a
sua leitura (96 horas).

O titulo da suspensdo viral foi calculado pelo
método de Reed & Muench (1938). através do
numero de pogos por coluna que aprescntaram
qualquer ECP.

3.3. PRODUCAO DO ANTIGENO
3.3.1. PRODUCAO DA SUSPENSAO VIRAL

Para producdo da suspensdo viral, as
monocamadas de células VERO com 90% de
confluéncia celular. cultivadas em garrafas
Roller Plastico-Corning com 830 cm” de area de
cultivo, foram inoculadas com 15 ml da
suspensdo viral com sorotipo 4 do VLA,
apresentando titulo de 10™* TCIDs/mL ¢
incubadas por uma hora em estufa a 37°C. Apos
esse periodo foi acrescentado 85 mL de MEM
com 2% SFB. antibidticos ¢ antifiingico. e as
garrafas incubadas novamente na estufa
Quando o ECP atingiu 90% da monocamada,
aproximadamente 48 horas pos inoculagdo. a
garrafa foi congelada a -70°C. Todo o processo
da producdo da suspensio viral em garrafas
roller foi mantido em rotagiio no aparelho CEL-
GRO Rotator* a 2.0 rpm.

3.3.2. PREPARO DO ANTIGENO

A producdo do antigeno foi feita de acordo com
técnicas usadas por Arita et al.. (1993) e Gard &
Kirkland (1993). com modificagdes descritas
abaixo.

A suspensdo viral foi submetido a dois ciclos de
congelamento c descongelamento.
homogeneizado ¢ clarificado por centrifugagio a
10.000 g em centrifuga SORVALL (Rotor
SORVALL - GSA 5.75) por 60 minutos a 4°C.

O sobrenadante do centrifugado foi concentrado
40 vezes no aparclho AMICON 8200 (Modelo
CDS10 — Concentration/Dialysis Selector) por
filtragdo tangencial. utilizando-se membrana
Millipore YMI10, com ponto de corte 10.000
MW e mantido em banho de gelo.

Uma parte do antigeno obtido por ultrafiltracio
foi aliquotado em tubos e a outra. submetida a
ultra-centrifugacdo a 100.000 g por 60 minutos a
4°C. na centrifuga SORVALL-Internacional
(Rotor SW 50.1 — BECKMAN). O sobrenadante
obtido foi referido como antigeno ultra-
centrifugado.

3.3.3. ARMAZENAMENTO DO ANTiIGENO
PRODUZIDO

A uma parte do antigeno produzido foi
acrescentado fenilmetilsulfonilfluoreto
(PMSF)** | que ¢ um inibidor de proteinase. na
concentra¢do de 1 mM diluido em metanol. e a
outra parte permaneceu sem alteracao.

Os antigenos com e sem PMSF foram
aliquotados e armazenados a diferentes
temperaturas de conservacdo (4°C. -20°C e
-70°C). para testar a estabilidade dos mesmos nas
diferentes temperaturas.

3.4. DOSAGEM PROTEICA DO ANTIGENO
PRODUZIDO

A dosagem do antigeno produzido foi realizada
pclo método do Biureto de proteinas totais
(Modificado). utilizando o Kit comercial (Kit-
DOLES reagentes).

3.5 ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Através da cletroforese. foram analisados.
suspensao celular e viral. desprezade do ultra-
centrifugado e antigenos produzidos. antigeno do
Kit VRMD ¢ CPFA, apleando-sc 10pg de
proteina por canaleta.

Para realizagdo da técnica. as amostras foram
separadas em SDS-PAGE (gel de poliacrilamida
contendo Duodecilsulfato de sodio) em placa
vertical do minigel de poliacrilamida (Mini-
Protean®Il da BIO-RAD). segundo descrito por
Laemmli (1970). O gel de resolugdo utilizado
para analise das amostras foi de 12% ¢ o de
empilhamento de 4%.

*Lab-line®
**Sigma®




3.6. COLORACAO PELA PRATA

Apos eletroforese e rapida lavagem em agua
destilada, o gel foi fixado em solugdo de metanol
40% por 30 minutos e em etanol 40% por 20
minutos. Foi transferido para solu¢do oxidante
(dicromato de potassio 1% e acido nitrico 0.2%,
diluido em 4gua) por 10 minutos ¢ lavada em
agua deionizada. Solugdo de prata a 0.2% foi
adicionada ao gel em cimara escura por 30
minutos. Apos nova lavagem em dgua
deionizada o gel foi transferido para a solugio
reveladora por 30 minutos. Apos o aparecimento
das bandas. imediatamente. adicionou-se a
solugdo de acido acético 10% (solugdo “Stop™).

3.7. AVALIACAO DA REATIVIDADE E
ESTABILIDADE DO ANTIGENO

O antigeno produzido concentrado 40 vezes foi
avaliado no dia da produgdo, um més e dois
meses apds, armazenado em diferentes
temperaturas de conservagdo (4°C, -20°C e
-70°C). utilizando como controle o antigeno
padrio Bluetongue Antibody Test Kit
(Veterinary Medical Research and Development
— VMRD) armazenado a 4°C, para verificar se o
efeito da adi¢do ou ndo do PMSF, o tempo e a
temperatura de conservacgdo influenciariam na
estabilidade. Para isto. o antigeno ¢ o soro
controle positivo (SCP) foram simultanecamente
diluidos. A linha de precipitagio formada entre
as diluigdes do antigeno € anticorpo
representaram a reatividade dos antigenos
testados (Fig. 2).

SCP diluigéo 1:32 —u |

O_—__-_p SCP sem diluir
O

‘\
Anti s dilui ‘____—-—-—-—-—'/O \ O
geno sem diluir /O O ~ SCP diluigdo 1:2

/

SCP diluigdo 1:8

SCP diluigdio 1:16 M /
O
O

090
O <)(:>\—~"\'"b Antigeno diluigdo 1:4

SCP diluigéio 1:4

Oo—1T—

O Antigeno diluigdo 1:2

O

Figura 2. Titula¢do do antigeno.

O SCP utilizado foi previamente testado frente
ao antigeno do Kit-VMRD. e apresentou linha
de precipitagdo até a dilui¢do 1:16.

38. ESTUDO DA PREVALENCIA DA
LINGUA AZUL EM BOVINOS E OVINOS DO
RIO GRANDE DO SUL

381 DESCRICAO DA AREA E DA
POPULACAO OVINA E BOVINA DO RIO
GRANDE DO SUL

O Estado do Rio Grande do Sul localiza-se na
regidio sul do Brasil e ocupa uma extensio
territorial de 282.062 km". dividida em 427
municipios e sete messoregides (Tab. 2 e Fig. 3).
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O efetivo de ovinos ¢ composto de 5.081.387
cabegas (IBGE. 1996). caracterizado pelo
sistema  extensivo  (74.64%), em  duas
mesorregides sudeste e sudoeste, permanecendo
0s ovinos todo o tempo em convivio harmonico
nos mesmos pastos e aguadas dos bovinos.

Estas mesorregides foram divididas de acordo
com a estrutura Politico-administrativas do Rio
Grande do Sul. correlacionadas a atividade
agropecudria desenvolvida na regido (IBGE.
1996).

Os bovinos ¢ os ovinos ndo recebem nenhum Tabela 2. Distribuigdio das Mesorregides do
suplemento alimentar. Eventualmente. alguns Estado do Rio Grande do Sul.
rebanhos tém acesso a pastagens artificiais 1999,
cultivadas na estagdo de inverno. formadas
principalmente por forrageiras e no verdo. as N°da iz ifi
leguminosas. Os estabelecimentos mantém as reeiio Mesonegis Geogrilica
criagoes de ovinos ¢ bovinos nas mesmas areas. 1 Centro Ocidental Rio-Grandense
na propor¢do de um ovino para 1.6 bovinos. 2 Centro Oriental Rio-Grandense
Dessa forma.. facilitam o mangjo seletivo das 3 Metropolitana de Porto Alegre
pastagens nativas.

- Nordeste Rio-Grandense
As mesorregides um. dois. trés. quatro ¢ cinco 5 Noroeste Rio-Grandense
correspondem a 25.36% do total de ovinos do 6 Sudeste Rio-Grandatisa
Estado (Tab. 3 ¢ Fig. 4). Sdo caracterizadas por ) uees )

7 Sudoeste Rio-Grandense

propriedades com exploragdo agricola. onde os
ovinos sdo criados em pequenas areas do
estabelecimento  nas  proximidades  das
residéncias.

Tabela 3. Distribuicdo dos rcbanhos de ovinos e bovinos no Estado do Rio Grande do Sul por
mesorregido. 1999.

Mesorregido  N° mun. Yo* N° ovinos Yo** N° bovinos bk
1 25 5.85 510.286 10.04 1.646.772 12.45
2 40 9,35 129.604 2.55 893.508 6.76
3 88 20.60 160.405 3.16 937.641 7.10
- 47 11.00 104.882 2.06 929.564- 7.05
5 192 45.00 382.863 7.55 2.799.202 21.15
6 20 4.70 1.101.002 21.65 1.993.718 15.08
7 15 3.50 2.692.345 52.99 4.020.901 30.41
TOTAL 427 100.00 5.081.387 100.00 13.221.306 100.00

* Porcentagem de municipios das mesorregides em relagio ao total de municipios do Estado do Rio
Grande do Sul.

** Porcentagem de ovinos das mesorregides em relagdo ao total do Estado do Rio Grande do Sul.

*** Porcentagem de bovinos das mesorregidcs em relagio ao total do Estado do Rio Grande do Sul.
Fonte: IBGE 1996




Legenda

[:] Mesorregioes ndo
estudadas

Mesorregides
estudadas

Figura 3. Mesorregides do Estado do Rio Grande do Sul. segundo IBGE (1996).
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SIBLIOTECA-ESCOLA VETERINARIA DA UFM@

3.8.2. REGIAO ESTUDADA

A regido estudada divide-se em duas
Mesorregides: Sudeste e  Sudoeste  Rio-
Grandensc. Essas sdo formadas por 35
municipios,  concentrando-se  0s  maiores

criatorios de ovinos do Estado do Rio Grande do

Sul (IBGE. 1996). Nestas regides concentram-se,
respectivamente, 74,64% dos ovinos ¢ 45.49%
dos bovinos existentes no estado. Dos 35
municipios, somente de 18 foram coletados
amostras (Fig. 4). conforme metodologia descrita
no item 3.8.4 Estratificagfo.

Legenda

Amostras coletadas
da reaido Sudoeste

Municipios amostrados
e nao coletados

H ]

Amostras coletadas
da regido Sudeste

Figura 4. Municipios do Estado do Rio Grande do Sul onde foram amostradas e coletados soros de

bovinos e ovinos. 1999.
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3.8.3. TAMANHO DA AMOSTRA

O numero de amostras de soros de ovinos e
bovinos foi calculado estatisticamente de acordo
com os procedimentos recomendados pelo
Centro Panamericano de Zoonoses (1979). por
conglomerados, com prevaléncia esperada de 5%
para ovinos ¢ 5% para os bovinos, com grau de
confianga de 90% e erro amostral de 20%:

onde:

2
N— ( )

pxd ’

100
N = tamanho da amostra
p = prevaléncia esperada

z = grau de confianga
d = margem de erro esperada

Valores estimados:
p = 5% para ovinos e 5% para bovinos

d=20%
z= 9% (1,64)

3.8.4. ESTRATIFICAGCAO

Como universo amostral coletou-se 1331 soros
de ovinos e 1272 soros bovinos,

18

municipios descritos na Tabela 4. Foram
representados 135 estabelecimentos para ovinos
¢ 128 para bovinos, cada um sendo considerado
uma unidade amostral. O numero de
estabelecimentos que foi coletado. em cada
municipio. foi previamente determinado. Com
base no rebanho ovino, cada unidade amostral foi
representada por um intervalo de 12 mil cabegas
de ovinos.

A partir do momento do sorteio dos municipios
com representatividade. consultou-se as fichas
dos produtores arquivadas nas Inspetorias
Veterinarias e Zootécnicas da Secretaria de
Agricultura do Rio Grande do Sul onde foram
obtidas a lista de todos os estabelecimentos
rurais.

Nos municipios que apresentaram mais de um
estabelecimento sorteado. as  propriedades
estudadas obedeceram uma  distribuigdo
geografica geométrica  de quadrantes
proporcionais e, por conglomerados, foram
sorteadas as propriedades.

As amostras foram estratificadas segundo a
composi¢do do rebanho em: ovinos (90%
ovelhas, 10% de cameiros) com idade superior a
um ano ¢ bovinos (90 % de vacas e 10% de
touros) com idade superior a 2.5 anos.

Tabela 4. Municipios das mesorregides sudoeste ¢ sudeste do Rio Grande do Sul onde foram coletados
soros de ovinos e bovinos com respectivas unidades amostrais, 1999.

Municipio Ovinos Bovinos  N° propriedades amostradas Mesorregido

Alegrete 298 300 3 Sudoeste
Arroio Grande 40 39 4 Sudeste
Bagé 110 120 12 Sudoeste
Cagapava do Sul 49 0 3 Sudeste
Cangugu 40 34 4 Sudeste
Herval 130 119 13 Sudeste
Hulha Negra 10 10 1 Sudoeste
Lavras do Sul 46 50 5 Sudoeste
Pedro Osorio 20 20 2 Sudeste
Pelotas 10 10 1 Sudeste
Piratini 50 50 5 Sudeste
Rio Grande 20 20 2 Sudeste
Santana da Boa Vista 40 40 4 Sudeste
Santana do Livramento 140 140 14 Sudoeste
Sdo Borja 50 50 5 Sudoeste
Sdo Francisco de Assis 30 30 3 Sudoeste
Sio Lourengo do Sul 10 10 1 Sudeste
Uruguaiana 238 230 24 Sudoeste
TOTAL 1341 1272 135
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3.9. COLETA DE SANGUE

As amostras de sangue dos ovinos foram
colhidas por venopungdo da jugular, apos tosquia
¢ assepsia do local a ser puncionado. Nos
bovinos. apds a assepsia da regiiio ano-caudal as
amostras dec sanguec foram coletadas por
venopungao coccigea.

Utilizou-se tubos com vacuo estéreis. 7 x 100
mm. com agulhas multiplas (21 G x 17),
descartaveis ¢ adaptadas em suporte. Em
scguida. cada tubo foi inclinado 45° por um
periodo de uma hora, em temperatura ambiente
para a dessoragem completa. Em seguida, os
tubos foram centrifugados (7000 x g) por periodo
de 10 minutos ¢ o sobrenadante (soro) foi
transferido com auxilio de uma pipeta automatica
com capacidade de 1000 pl para um frasco
plastico. esterilizado. com capacidade de 3 ml. O
soro aliquotado foi devidamente identificado
quanto a regido pertencente. numerado e
estocado a -20°C, até o processamento das
amostras no Laboratorio de Virologia Animal do
DMVP-EV da UFMG.

3.10. QUESTIONARIO

Foram rcalizados 128 questionirios nas
propriedades rurais coletadas. com o objetivo de
verificarmos algumas caracteristicas do tipo de
criacdo das propriedades estudadas. tais como:
ragas dos ovinos e bovinos, sistema de criagdo,
tipo de exploragdo para bovinos (came ¢ leite) e
ovinos (carne. 13 ou misto). tipo de terreno das
propriedades (seco. alagadico ou misto) e
principais doengas observadas nos rebanhos
bovinos ¢ ovinos (Anexo I).

311, PROVA  SOROLOGICA  PARA
DETERMINACAO DA PREVALENCIA DA
LINGUA AZUL NO RIO GRANDE DO SUL

Para detec¢io de anticorpos precipitantes contra
o virus da Lingua Azul. foi utilizada a Técnica de
dupla difusdo em agar (DDA). segundo Pearson
& Jochim (1979).

Foi utilizado solugdo de NaCl a 0.85% ¢ agarose
na concentra¢do final de 0.9% diluida em agua
destilada e deionizada.

Para fluidificacdo, a agarose foi levada ao banho-
maria até completa homogeinizagio dos
componentes. Sobre as laminas previamente
desengorduradas e secas, foi colocado 4.5 ml da
solucdo. Apds a solidificagdo. as ldminas foram
armazenadas por 24 horas na cimara Gimida para
estabilizagdo do gel.

Foram feitos orificios no agar com furador de
sete furos de 3 mm de didmetro com 2.4 mm de
distdncia entre os pogos. O antigeno foi colocado
no pogo central e o soro controle positivo nos
pocos 1 e 4 da roseta (30 ul em cada pogo). Nos
quatro pogos restantes foram colocados os soros
a serem testados (Fig. 2).
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Figura 5. Mapa de distribuicdo do antigeno
(Centro), soro controle positivo (1 ¢ 4) ¢
amostras de campo (2,3.5 ¢ 6) na lamina.

As laminas permaneceram em cimara umedecida
(com azida sodica a 1%) por 48 horas em
temperatura ambiente. Foram. entdo. observadas
através de luz indireta e fundo escuro as linhas
de precipitacio. formadas entre o antigeno € 0
anticorpo. Os resultados encontrados podem
variar de acordo com a concentragdo das
amostras testadas. A identidade da linha formada
com o soro controle positivo foi a base para
leitura do teste.

O antigeno ¢ o soro controle positivo utilizados
para as provas sorologicas. foram
respectivamente. o antigeno produzido ¢
concentrado 40 vezes na Escola de Veterinaria
da UFMG e “pool” de soros positivos testados ¢
titulados frente ao antigeno padrio VMRD.




4 RESULTADOS

4.1. COMPARACAO ENTRE OS ANTIGENOS
CONCENTRADO E CONCENTRADO/ULTRA
-CENTRIFUGADO

O antigeno concentrado 40 vezes apresentou
linhas de precipitacdo idénticas ao antigeno
concentrado ¢ ultra-centrifugado no SCP ¢ os
mesmos  apresentaram  resultados  idénticos
quando comparados ao antigeno do kit VRMD.
através do teste de IDGA.

Para realizagdo das provas soroldgicas utilizou-
se, entdo, o antigeno somente concentrado ¢ nio
ultra-centrifugado.

4.2, ELETROFORESE
POLIACRILAMIDA

EM GEL DE

Para comparagio das proteinas presentes nos
antigenos do kit VRMD, CPFA e do antigeno

1 2 3 - 5

produzido concentrado 40 vezes utilizou-se o
SDS-PAGE com o objetivo de verificar os
padrdes das bandas dos mesmos.

Os resultados obtidos na eletroforese das
amostras sio mostrados na Figura 6.

De acordo com analisc da Figura 6, observamos
que as bandas evidenciadas nas canaletas 3. 4 ¢ 5
referentes aos antigenos produzido, Kit VRMD e
CPFA possuem padrio semelhante, apesar da
amostra da canaleta 3 apresentar menor
concentragdo de proteinas.

As bandas observadas na canaleta 6 devem-se
provavelmente a proteinas constituintes do SFB,
uma vez que nenhuma outra proteina foi

visualizada e seu peso ¢ muito proximo de 60
kDa.

120 kDa

—— 90kDa

680 kDa
50 kDa

30 kDa

Figura 6. Eletroforese em minigel de poliacrilamida, corado pela prata. Amostras: (1) Tampdo de corrida;
(2) Albumina sérica bovina; (3) Antigeno produzido concentrado 40 vezes por ultra filtragio tangencial
(4) Antigeno VRMD: (5) Antigeno CPFA. (6) Desprezado do ultra-concentrado; (7) Suspensio viral
(Sorotipo 4 -VLA). (8) Suspensio celular (VERO) com SFB: (9) Padrido de peso molecular

GIBCO"(PM).

4.3. REATIVIDADE X ESTABILIDADE DO
ANTIGENO PRODUZIDO

De acordo com o item 3.7, os resultados
encontrados na avaliagdo da reatividade do
antigeno foram os seguintes. representada pela
maior diluigio onde se observou linha de
precipitacio:

No dia da produgio, a adigio do PMSF ndo
demonstrou diferenca nos resultados obtidos
entre as linhas de precipitagio formadas em
relacdo aos antigenos sem PMSF mantidos a 4°C,
bruto, diluido duas ou quatro vezes. Porcm., o
antigeno produzido com e sem PMSF foi
superior a0 antigeno padrio, quando bruto ¢
diluido duas vezes (Tab. 5).
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O antigeno bruto, um més apos a produgdo, nio apos a producdo, observou-se uma queda na

apresentou queda na poténcia em relagdo ao dia reatividade do antigeno produzido em todas as
da producdo em nenhuma das temperaturas em temperaturas testadas, porém mais acentuada
que os mesmos foram  armazenados, para o antigeno armazenado a 4°C sem PMSF
independente da presenga do PMSF. Ji em (Tab. 7).
relagio ao segundo més apos a producdo. o
antigeno bruto com e sem PMSF apresentou Estes resultados indicam que o antigeno
queda na sua reatividade (Tab. 6). armazenado com PMSF mostrou-se mais reativo
em relagio ao sem PMSF nos dois meses
O antigeno diluido duas vezes. um més apds a testados frente ao antigeno padrio. Porém, a
producdo manteve-se estavel em todas as temperatura de —70°C € que determinou a maior
temperaturas de armazenamento testadas, estabilidade para ambos os antigenos.

independente da presenga do PMSF. Dois meses

Tabela 5. Reatividade do antigeno padrdo (Pa) bruto diluido duas e quatro vezes, armazenado a 4°C,
comparado ao antigeno produzido com e sem PMSF a 4°C. no dia da produgdo frente ao soro
controle positivo.

Diluigdes Ag (Pa) Ag ¢/ PMSF Ag s/ PMSF
Bruto 12 1:4 1:4
Diluido 2x 1:4 1:8 1:8
Diluido 4x 1:8 1:8 1:8

Tabela 6. Reatividade do antigeno produzido bruto em diferentes temperaturas de conservacdo e em
diferentes periodos, com e sem PMSF. comparado ao Ag padrio (Pa) armazenado a 4°C frente
ao soro controle positivo.

Ag (Pa) Ag bruto ¢/ PMSF Ag bruto s/ PMSF
4°C 4°C -20°C -70°C 4°C -20°C -70°C
Dia 0 1:2 1:4% - - 1:4* - -
1 Més 1:2 1:4% 1:8* 1:4* 1:8% 1:8* 1:8*
2 Meses 132 1:4% 1:2 132 1:2% 1:2* 1:4*

* Fraco positivo

Tabela 7. Reatividade do antigeno produzido diluido duas vezes em diferentes temperaturas de
conservagdo e em diferentes periodos, com e sem PMSF, comparado ao Ag padrio (Pa)
armazenado a 4°C frente ao soro controle positivo.

Ag (Pa) diluido 2x Ag diluido 2x ¢/ PMSF Ag diluido 2x s/ PMSF
4°C 4°C -20°C -70°C 4°C -20°C -70°C
Dia 0 1:4* 1:8% - - 1:8* - -
1 Més 1:4* 1:8% 1:8# 1:8% 1:8% 1:8% 1:8%
2 Meses 1:4* 1:4* 1:4* 1:4 1:2 1:4 1:4

* Fraco positivo
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4.4. CARACTERISTICAS DAS PROPRIEDADES

ESTUDADAS A exploragio de ovinos mais difundida € a

criacdo mista (Fig. 7).
De acordo com o questiondrio rcalizado
verificou-se que:

13%

O Carne
@La
OMisto
30%

Figura 7. Tipos de exploragdes para ovinos nas propriedades amostradas
das regides sudoeste e sudeste do Rio Grande do Sul, 1999.

Em relagiio aos bovinos, observamos que as predominantemente voltadas para a produgfio de
propriedades rurais estudadas nas regides carne (Fig. 8).
Sudoeste e Sudeste do estado sdo

2%

O Carne
H Leite

98%

Figura 8. Tipos de exploragdes para bovinos nas propriedades amostradas
das regides sudoeste ¢ sudeste do Rio Grande do Sul. 1999.

33




Vilg
A

= e
] L
) ¥
w EiBLI0TECA

&
% ge?

A Figura 9 demonstra que 75% das propriedades bovinos. devido a grande extensio das
rurais mantém o ciclo completo de criagdo para propricdades localizadas nestas regides.

3% 1% 7% 1% 2%
\ O Cria/Recria/Engorda

| Cria/Recria

O Cria

O Recria

B Engorda

O Recria/Engorda
H Cria/Engorda

75%

Figura 9. Tipos de criagdes para bovinos encontrados nas propriedades amostradas
das regides sudoeste e sudeste do Rio Grande do Sul, 1999.

As caracteristicas raciais dos ovinos indicam que Corriedale e 36% criam mais de uma raca em
35% das propriedades possuem animais da raga suas propriedades (Fig.10).
20%
mideal
mCorriedale
oTexel
o OQutras

Figura 10. Caracteristicas raciais dos ovinos encontrados nas propriedades amostradas
das regides sudoeste ¢ sudeste do Rio Grande do Sul. 1999.

As caracteristicas raciais dos bovinos indicam
que 37% dos bovinos criados sdo animais
cruzados (Fig.11).

20%

O Zebuinos
B Outras ragas
O Aberdin
16% O Hereford
B Cruzados

1Be 14%

Figura 11. Caracteristicas raciais dos bovinos encontradas nas propriedades amostradas
das regides sudoeste ¢ sudeste do Rio Grande do Sul, 1999
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As propriedades amostradas encontravam-se
localizadas em terrenos secos, alagadicos ou
mistos (4reas alagadicas e secas em uma mesma
propriedade). Os terrenos alagadicos sdo
caraclerizados por dreas com alta umidade do
solo ¢ varzeas sazonalmente alagadas cobertas
por grama batatais (Paspalum notatum) ¢ angola

51%

(Brachiaria mutica). Os secos caracterizados por
areas montanhosas ¢ planaltos compostos de
vegetacdo nativa (trevos diversos, azevém, aveia,
ervilhaca entre outras). Analisando o grafico
verificamos que 51% das propriedades estudadas
possuiam terrenos mistos (Fig. 12).

O Seco
@ Alagadico
0 Misto

8%

Figura 12. Tipos de terrenos encontrados nas propricdades amostradas
das regides sudoeste e sudeste do Rio Grande do Sul, 1999.

Dos 128 proprietarios entrevistados somente
39% declararam que algum tipo de doenga
ocorria no rcbanho ovino. Destes, 12% tinham
problemas com aborto. repeticio de cio e fetos
mumificados concomitantemente:; 11%
descreveram quadros independentes de aborto ou
repetigdo de cio e 16% relataram o quadro de
“foot root” causado pela bactéria Fusum

bacterium. Nessas propriedades com “foot root”,
13% eram propricdades localizadas em terrenos
secos ¢ pedregosos. Em nenhuma das
propriedades amostradas foi descrito mal
formacdo congénita de bovinos ou ovinos. Nas
demais nio foram citados a ocorréncia de
qualquer doenga (Fig. 13).

O Foot Root

16%

12% | Aborto/Repeticao/ Feto
Mumificado

O Outras

0
1% O Nao relatadas

Figura 13. Doengas relatadas nos ovinos nas propricdades amostradas
das regides sudoeste ¢ sudeste do Rio Grande do Sul. 1999.




Em relagdo a descricio de doengas encontradas tais como, aborto/repeticio de cio ou somente
nos bovinos, 47% do total de proprietirios repeti¢do de cio em suas propriedades (Fig. 14).
relataram presenca de problemas reprodutivos,

35% [ Aborto/Repeticao
m Outras

: 0O Nao relatadas
53% ¢

12%

Figura 14. Doengas relatadas nos bovinos nas propriedades amostradas
das regides sudoeste ¢ sudeste do Rio Grande do Sul, 1999.

4.5. PREVALENCIA DA LINGUA AZUL NAS uma propriedade no municipio de Sdo Borja com
MESORREGIOES SUDOESTE E SUDESTE dois ovinos positivos pela prova de IDGA,
DO RIO GRANDE DO SUL EM OVINOS significando  0.74% das propriedades com

animais positivos ¢ 0,15 % de prevaléncia de
Do total de 1341 soros de 134 propriedades anticorpos para a LA (Tab. 8 e Fig. 15).
amostradas para ovinos, foi constatada somente

Tabela 8. Resultados de Imunodifusio em Gel de Agar para Lingua Azul em ovinos do Rio Grande do

Sul, 1999
Mamicipios Propricdades  Propriedades ~ N° amostras Ovinos %*
amostradas positivas. coletadas positivos  positivos
Alegrete 30 0 298 0 0
Arroio Grande 04 0 40 0 0
Bagé 11 0 110 0 0
Cacapava 05 0 49 0 0
Cangucu 04 0 40 0 0
Herval do Sul 13 0 130 0 0
Hulha Negra 01 0 10 0 0
Lavras do Sul 05 0 46 0 0
Pedro Osorio 02 0 20 0 0
Pelotas 01 0 10 0 0
Piratini 05 0 50 0 0
Rio Grande 02 0 20 0 0
Santana da Boa Vista 04 0 40 0 0
Santana do Livramento 14 0 140 0 0
Sdo Borja 05 1 50 2 4.0
Sdo Francisco de Assis 03 0 30 0 0
Sdo Lourencgo do Sul 01 0 10 0 0
Uruguaina 24 0 238 0 0
TOTAL 135 1 1341 2 0.15

*Porcentagem no municipio.
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4.6 PREVALENCIA DA LINGUA AZUL NAS
MESORREGIOES SUDOESTE E SUDESTE
DO RIO GRANDE DO SUL EM BOVINOS

Do total de 1272 soros de 128 propriedades
amostradas. foi constatada uma propriedade em
Santana da Boa Vista com  dois bovinos
positivos ¢ uma propriedade em Sdo Borja com
scis bovinos positivos pela prova de IDGA,
significando 1,56% de propriedades com animais

positivos e 0,63% de prevaléncia de anticorpos
para LA (Tab. 9 e Fig. 15).

Os soros positivos foram testados frente ao
antigeno padrio (VMRD) e obtiveram
exatamente o mesmo resultado encontrado
anteriormente. Esse segundo teste, foi realizado
para confirmar os resultados encontrados com o
antigeno produzido.

Tabela 9. Resultados de Imunodifusdo em Gel de Agar para Lingua Azul em bovinos do Rio Grande do

Sul. 1999.

Municipios Propriedades Propriedades =~ N° amostras Boyi_nos %j"
i amostradas positivas coletadas positivos pOsitivos
Alegrete 30 0 300 0 0
Arroio Grande 04 0 39 0 0
Bagé 12 0 120 0 0
Cangugu 04 0 34 0 0
Herval do Sul 12 0 119 0 0
Hulha Negra 01 0 10 0 0
Lavras do Sul 05 0 50 0 0
Pedro Osorio 02 0 20 0 0
Pelotas 01 0 10 0 0
Piratini 05 0 50 0 0
Rio Grande 02 0 20 0 0
Santana da Boa Vista 04 I 40 2 5
Santana do Livramento 14 0 140 0 0
S3o Borja 05 1 50 6 12
Sio Francisco de Assis 03 0 30 0 0
Sdo Lourengo do Sul 01 0 10 0 0
Uruguaina 23 0 230 0 0
TOTAL 128 2 1272 8 0.63

*Porcentagem no municipio.
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Diagnéstico da Lingua Azul
por municipio

B Negativo

@ Posiivo bovino

@l Postivo bovino

ovino

Figura 15. Municipios com animais soropositivos para Lingua Azul nas mesorregides
sudoeste e sudeste do Estado do Rio Grande do Sul, 1999.
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5 DISCUSSAO
5.1. ANTIGENO PRODUZIDO

As técnicas de produgdo de antigenos para uso na
prova de IDGA geralmente se baseiam na
concentragdo de suspensdes virais brutas, apos
clarificagdo para retirada de restos celulares.

De acordo com Arita et al. (1993). para obtengdo
de melhor qualidade do antigeno produzido ¢
indicada a ultra-centrifugacdo. Porém os
resultados obtidos neste trabalho. através do
IDGA. sugerem que o processo da ultra-
centrifugacdo apos a concentragdo do antigeno
ndo ¢ necessario. uma vez que ela pode aumentar
0 custo ¢ o tempo final da produgio do antigeno,
apresentando resultados iguais.

O antigeno produzido e os antigenos padrdes
utilizados demonstraram semelhancas nos
padroes das bandas na cletroforese. Uma banda
bem evidente proxima do PM de 60 kDa esta
presente nos antigenos produzido ¢ CPFA e fraca
no antigeno VRMD. A presenca desta banda ¢
compativel com NS; (PM64) que ¢ uma proteina
conservada entre os diferentes sorotipos do VLA,

A possibilidade de NS, ser a proteina
evidenciada no SDS-PAGE realizado com o
antigeno  concentrado 40  vezes  esta
fundamentada no trabalho de Arita et al. (1993).
Nesse trabalho foi demonstrado que somente
uma banda de proteina com peso molecular
proximo de NS, (64 kDa) foi obtida quando a
banda de precipitagdo foi recortada da agarose e
estudada por eletroforese. Essa proteina seria
responsavel pela linha de precipitagdo no teste de
IDGA.

Huisman & Els (1979). Mechan et al. (1986) ¢
Roy (1996), ja relatavam a importancia de NS,
como sendo uma das provaveis protcinas mais
importantes para a reagdo antigénica no teste
IDGA. NS, esta relacionada com o aparecimento
dos tubulos que estio presentes em grande
numero. predominantemente, em volta ou
proximo do nucleo. ligados a filamentos
componentes do citoesqueleto da célula e
presume-se que estdo envolvidos nos processos
de replicagiio ¢ transporte viral. Estas estruturas
sdo compostas -apenas de NS,. proteina expressa
em maior quantidade que qualquer outra durante
a replicagdo do VLA (Eaton et al.. 1988). Porém

nio podemos afirmar que a banda semelhante
encontrada entre os antigenos seja NS,, uma vez
que. bandas semelhantes as evidenciadas nos
antigenos, foram também visualizadas na
suspensdo celular.

Gorman (1992), descreveu o gene que codifica a
proteina NS, para o VLA sorotipo 10 e para
EHDV-2: possui tamanho idéntico, 60% de
similaridade na seqiiéncia de nucleotideos e 50%
de similaridade na seqiiéncia de aminodcidos.
Apesar de algumas outras proteinas como VP, €
VP; mostrarem semelhancas na seqiiéncia de
aminoacidos, parece que as reagoes cruzadas que
podem ocorrer entre estes dois virus na IDGA
podem ser devido a NS;.

No processo de concentragdo da suspensdo viral
por filtragdo tangencial, proteinas de baixo peso
molecular foram desprezadas. permanecendo
somente aquelas de maior peso molecular. Nesse
processo de ultra-filtragdo, 98% das proteinas
com pesos moleculares iguais ou superiores a 17

kDa foram retidas pela membrana e
consequentemente estio presentes no
concentrado obtido.

5.2. REATIVIDADE X ESTABILIDADE DO
ANTIGENO PRODUZIDO

Os antigenos tratados com PMSF mostraram ser
mais reativos ¢ estaveis as diferentes
temperaturas de armazenagem em relagio ao
antigeno sem PMSF, um més e dois meses apos a
sua produgdo. Ainda. podemos concluir que a
melhor temperatura de armazenagem do antigeno
durante o periodo testado foi de -70°C, onde as
linhas de precipitagio formadas cntre 0s
antigenos ¢ anticorpos foram mais claras (fortes).

A manutengio da qualidade do antigeno tratado
com PMSF ¢ provavelmente devido a sua agdo
de ligacdo aos sitios ativos das serino-proteinases
presentes nas organelas celulares, impedindo que
elas degradem polipeptideos presentes no meio
(Reis & Leite. 1994). O antigeno tratado com
PMSF. permaneceu livre destas enzimas.
tornando sua atividade antigénica mais eficaz.
com linhas de precipitagdo mais fortes.

O antigeno bruto com PMSF permaneceu estavel
com linhas de precipitagdo claras ¢ fortes no
periodo testado (dois meses). O tempo utilizado
para testar a estabilidade do antigeno produzido




foi pequeno e por isto sugerimos que o teste de
estabilidade seja realizado por um periodo maior
que o estudado.

5.3. PREVALENCIA DA LINGUA AZUL EM
OVINOS DO RIO GRANDE DO SUL

At¢ o momento, no Brasil. anticorpos contra a
LA em ovinos somente haviam sido descritos por
Cunha et al. (1988) no Rio de Janeiro ¢ Arita et
al. (1992) em Sdo Paulo. os quais. observaram
prevaléncia de 24.2% e 52.7% de soropositivos
em um total de 33 e 72 animais testados,
respectivamente.

Cunha et al. (1987). ja mencionavam a
importancia de um estudo mais detalhado sobre a
importincia ccondmica desta doenga no Rio
Grande do Sul. uma vez que a ovinocultura tem
grande importincia economica para o Estado e
por ser este. 0 maior criatorio de ovelhas do pais.

Neste trabalho foram estudadas 1341 amostras
coletadas de ovinos acima de um ano de idade, e
observou-se 0.74% de propriedades com ovinos
positivos correspondendo a 0.15% de animais
soropositivos. Este resultado indica uma baixa
prevaléncia da doenga nesta espécic no Rio
Grande do Sul. uma vez que as regides
amostradas (Sudoeste ¢ Sudeste Rio-Grandense).
compreendem 0s maiores criatorios de ovinos.
com um ecfetivo de 3.800.000 animais.
significando 75% do rebanho total do estado e
37% do total existente no Brasil (IBGE.1996). A
baixa prevaléncia encontrada nesta regido. pode
ser diferente para as regides localizadas ao Norte
¢ Nordeste do Estado. onde as condigdes
epidemiologicas (temperatura e umidade) podem
favorecer a multiplicag¢do e atividade dos vetores.
Contudo, a alta prevaléncia de terrenos mistos e
alagadigos nas propriedades estudadas. associada
a temperatura ideal (13°C a 35°C). podem
facilitar a multiplicagdo dos vetores. ¢ ocorréncia
¢ transmissdo da LA. como descreve Sellers.
(1981). No Rio Grande do Sul o verdo ¢é
caracterizado por temperaturas meédias que
oscilam entre 20°C ¢ 40°C. ¢ no inverno média
de 10°C a 15°C (IBGE. 1993).

No presente estudo. observou-se que ovinos e
bovinos foram positivos em uma mesma
propricdade que se localizava no municipio de
Sdo Boma. Destes. dois ovinos ¢ seis bovinos
foram soropositivos. Nesta propriedade  os
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animais conviviam harmonicamentec ¢ sobre 0
mesmo manejo ndo diferindo das demais
propriedades  estudadas. Esses resultados
poderiam indicar a existéncia de espécies de
Culicoides com preferéncia alimentar pelos
bovinos em relagio aos ovinos na drea estudada.
como relatados por Gibbs e Greinner. (1988).

5.4 PREVALENCIA DA LINGUA AZUL EM
BOVINOS DO RIO GRANDE DO SUL

Apesar dos varios trabalhos mostrarem sorologia
positiva para bovinos em varias partes do Brasil
(Lobato. 1999) apenas o relatado por Cunha
(1987) trata do estudo da LA em bovinos no Rio
Grande do Sul. Os autores pesquisaram
anticorpos anti-LA em 409 bovinos adultos.
procedentes de criages leiteiras de 13
municipios localizados nas mesorregides Centro-
ocidental ¢ Noroeste Rio-Grandense e
encontraram prevaléncia de 1.22%. através da
prova de IDGA.

Neste trabalho. das 1272 amostras de soros
bovinos testadas, seis bovinos oriundos de Sdo
Borja ¢ dois bovinos de Santana da Boa Vista
foram soropositivos para LA, significando 1.56%
das propriedades com animais positivos ¢
estabelecendo uma prevaléncia de anticorpos
precipitantes de 0.63%. diferindo da prevaléncia
de 1.22% encontrada por Cunha et al., (1987).
Esta divergéncia entre os resultados se da
provavelmente pelas diferentes condigdes
ambientais que apresentam as mesorregioes
estudadas neste trabalho ¢ por Cunha et al
(1987). Diferencas ambientais nos municipios
das regides mais ao norte do estado podernam
favorecer a multiplicacio dos vetores ¢
consequentemente, a transmissdo.

O municipio de Sdo Borja encontra-se na latitude
(S) 28.67683° ¢ longitude (WG) 55.96910° com
uma altitude de aproximadamente 500 m. ou
seja. ¢ 0 municipio com maior longitude em
relagdo aos demais municipios amostrados. Ja o
municipio de Santana da Boa Vista, apresenta
uma latitude de (S) 30.89591 ¢ longitude (WG)
53.15308.

Sellers (1981). indicava que o limite de latitude
sul para presenca do VLA era incerta para a
Ameérica do Sul. Parsonson (1992). descreve que
este limite estana entre 40°N e 35°S. Segundo o
Codigo Zoosanitario Intermacional  (1999).




Capitulo 2.1.9, Articulo 2.1.9.2 item 1,
considera-se um pais livre da LA quando a sua
totalidade estd localizada na zona situada fora
dos limites de 40°N e 35°S e que ndo estejam
adjacentes a um pais que nio esta livre de LA.

Com os dados obtidos neste trabalho podemos
sugerir a presenga do VLA para a latitude sul de
28.67°, estabelecendo novos limites para a
presenca do mesmo.

Cunha et al. (1988) e Ward (1996), discutem que
animais estabulados ou em cnagdes intensivas
s3o mais susceptiveis aos vetores, talvez pela alta
concentragdo de animais por area e ou pelas
caracteristicas das propriedades, tais como:
umidade elevada ¢ presenca de 4gua parada
favorecendo assim a presenca ¢ multiplicagdo do

mosquito.

O tipo de criagdo predominante encontrado neste
estudo para bovinos e ovinos foi de propriedades
com grandes extensdes de terras, onde os animais
eram mantidos nos campos na maior parte do
tempo, caracterizando o sistema de criagdo
extensiva. A propriedade onde se encontrou
bovinos € ovinos com SOros positivos, no
municipio de Sdo Borja, tinha como principal
atividade a produgdo leiteira ¢ 0s animais eram
criados em sistema semi-intensivo. Talvez essa
andlise possa indicar que animais criados
confinados ou em menores areas possam estar
mais susceptiveis aos vetores que aqueles criados
extensivamente, uma vez que os resultados
encontrados por Cunha et al. (1987) também
foram obtidos em rebanhos leiteiros.

Pelas entrevistas realizadas parece que a LA ndo
representa uma doenga que causa prejuizos
diretos nos rebanhos estudados. Alguns sintomas
clinicos descritos pelos proprietarios como
aborto e repetigdo de cio podem ser compativeis
com a doenca. Porém quando associou-se a baixa
prevaléncia de anticorpos encontrada, concluiu-
s¢ que essas doencas descritas sdo provavelmente
relacionadas a outras ligadas ao diagnostico
diferencial da LA. Entretanto. nio deve-se
descartar a possibilidade de que ocasionalmente
quadros clinicos da LA possam ocorrer e ser
confundidos com outras doengas ou mesmo
passarem desapercebidos.

E importante ainda ressaltar. os prejuizos que a
LA pode trazer com as regras de restricio de
mercado. O Rio Grande do Sul integra um grupo

de grande relevancia no que tange a formacdo
politico-econdmica do Mercosul. De acordo com
a Resolugio N°66/94 do Ministério da
Agricultura que estabelece normas sanitdrias
para importagio e exportagdo de animais ovinos
entre os estados que fazem parte do Mercosul
exigi-se que: Capitulo II — Artigo 8 “O Servigo
de Satide do pais de origem deve certificar que
ndo ocorreu Estomatite Vesicular e Lingua Azul
durante os tultimos trezentos e sessenta € Cinco
dias anteriores ao despacho dos animais, no
estabelecimento de origem efou procedéncia e
durante os ultimos noventa dias nos localizados
num raio de 25 Km”;, Capitulo IV — Artigo 10
“Os animais motivo de exportagdo, serdo
mantidos em isolamento durante 30 dias prévios
ao embarque em instalagdes aprovadas. segundo
Norma Vigente MERCOSUL e sob supervisdo
oficial. Deverido ser submetidos. de acordo com a
sua categoria (destino final). as seguintes provas
sanitarias em laboratorio oficial ou habilitado.
com resultado negativo, a fim de que seja
expedido o certificado sanitario correspondente:
item 2 — Lingua Azul (A- Prova de ELISA-B ou
B- Imunodifusio em Gel de Agar)”.

O problema de importagdo de animais deve ser
considerado, pois os resultados obtidos neste
trabalho mostram que a area estudada apresenta
um grande numero de animais susceptiveis.
Sabe-se que a probabilidade de introdugio da
doenga pela importagdo de ovinos ¢ bovinos
vivos ¢ muito maior que a introdugdo de sémen
ou embrides. Embora a transmissio venérea
através de sémen contaminado e transmissdo
congénita do VLA possam ocorrer na populagio
de ruminantes. a restrigio geografica da doenga
indica que estes mecanismos ndo sdo importantes
para a perpetuacio da doenca a longo prazo
(Lobato, 1999).

Apesar da baixa prevaléncia encontrada, os
resultados indicam que o virus esta circulando no
ambiente. Por isto, ¢ importante lembrar que
mudangas climaticas em regides limitrofes das
dreas endémicas, movimentos de animais,
mudanca nas caracteristicas da estagdo chuvosa ¢
principalmente movimento dos ventos podem
trazer os vetores Culicoides das regides distantes
para arcas com grande numero de animais
susceptiveis, poedendo provocar mudangas na
prevaléncia e ocorréncia clinicada LA,
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A identificagdo dos sorotipos presenies no
sudoeste ¢ sudeste Rio Grandense seria de
extrema importincia ndo sO0 para fins de
exportagdo e maior seguranga na importacdo de
animais mas também no caso de elaboracio de
vacinas. caso surtos da doenca venham a ocorrer.
O wvirus nunca foi isolado no Brasil ¢ a
informagdo que temos sobre 0S Sorotipos
presentes. ¢ baseada na virus neutralizagio
realizada em laboratorios de referéncia fora do
pais. Os resultados destes testes mostraram que
os sorotipos 1. 2.3, 4.5.6,7.10, 12, 13, 14, 17,
19 ¢ 20 foram encontrados para bovinos. 4. 6. 11,
12. 13. 14 e 17 para caprinos ¢ 4 para ovinos
(Silva., 1978 e Cunha. 1990). Campbell e
Groocock (1980). confirmaram os sorotipos 4 e
20 para bovinos. sendo o sorotipo 4 isolado de
um bovino exportado do Brasil para os EUA. E
importante salientar que o sorotipo 4 do VLA ¢
exotico para os EUA.

Como o Brasil. outros paises localizados em
regides tropicais ¢ temperadas apresentam um
grande numero de animais soropositivos para LA
sem registrar prejuizos com ocorréncia clinica da
doenga. Este fato vem sendo discutido ¢ estudado
por pesquisadores que suspeitam que isto pode
ser devido a diferenca de patogenicidade entre os
sorotipos  existentes e/ou  diferenga de
sensibilidade entre ragas podendo existir algumas
que sejam mais resistentes a infecgdo ou
manifesta¢io dos sinais clinicos.

Trabalhos realizados por Berry et al. (1982) ¢
Stott et al. (1985). descreveram que algumas
racas de ovinos destinadas a producdo de 13 e as
ragas Warhill ¢ Suffolk apresentavam diferentes
respostas imunes ao VLA, Bascados nestes
dados procuramos saber através do inquérito de
opiniio as ragas de ovinos ¢ bovinos mais
freqiientes. Em ovinos observamos maior
freqiiéncia das ragas Ideal. Corriedale ¢ Texel
(64%) e em bovinos os Zebuinos. os cruzados ¢
raga  Hereford correspondiam a = 70%,
caracterizando para ambas as espécies. ragas com
aptidio para camc. Nas propriedades onde
cncontramos animais positivos predominavam
respectivamente as ragas Holandesas ¢ Zcbuinas
para bovinos: Ideal ¢ Cormedale para ovinos ¢
aparentemente ndo havia sintomatologia clinica
da doenca. Por¢m devido a baixa prevaléncia da
doenga na regido estudada nenhuma associacio
entre a raga. soropositividade e doenga clinica
pode scr analisada.
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O teste IDGA ¢ muito empregado na vigilincia
sanitiria ¢ em levantamentos cpidemiologicos
(Della-Porta et al., 1985 ¢ Litticjohns et al.,
1988). E o testc recomendado pelos orgdos
oficiais (Resolugdo 66/94) e O.1.E.(1999) ¢ além
de ser um teste de baixo custo ¢ de facil
execugdo. Suas desvantagens estdo relacionadas
com a falta de especificidade. quantificagdo, a
ndo qualificacdo dos sorotipos envolvidos,
podendo ainda existir reagdes cruzadas com
outros Orbivirus (Afshar, 1994).

A necessidade do cumprimento das regras de
importagdo ¢ exportagdo de animais vivos € a
efetivagido de programas rigidos voltados para a
vigilancia sanitaria da LA devem ser enfatizados
pelo governo federal.

O conhecimento da situagio da doenca nos
ovinos das regides localizadas ao norte do estado
do Rio Grande do Sul sio fundamentais para o
trinsito entrc os paises constituintes do
Mercosul.

6 CONCLUSOES

e (O antigeno produzido ¢ satisfatorio para
utiliza¢do nos testes para diagnostico da Lingua
Azul pela prova de IDGA.

e (Condigdes ideais para armazenagem do
antigeno produzido foram com PMSF a -70°C.

e A porcentagem de propricdades na regido
estudada com animais posiuvos foi de 0.74%
para ovinos ¢ 1.56% para bovinos. de acordo
com a unidade amostral estabelecida.

¢  Os resultados obtidos nesse estudo sugerem
uma baixa prevaléncia da LA para as regides
sudoeste ¢ sudeste do Rio Grande do Sul com
prevaléncia de 0,63% para bovinos e 0.15% para
ovinos.

e  Anticorpos anti Orbivirus estdo presentes na
latitude sul de S°28.67683 ¢ longitude de
WGP55.96910.
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ANEXO 1

INQUERITO DE OPINIAO
1) Identificagdo do proprietaro:

Nome:

Estabelecimento:

Municipio:
Enderego: Telefone:

2) Qual a principal atividade: ( ) Pecudria () Agricola  ( ) Mista

3)Rebanho:

Ovino: ( )Came ( )La ( )Misto
Bovino de corte: ( )Cna ( )Recria ( )Engorda
Bovino de Leite: ( A ( )B ( )C

4) Caracteristicas raciais:

QOvinos: ( )Merino ( )ldeal ( )Texel ( )Corriedale
( ) Il de France ( )Sufolk ( )Outras

Bovinos: ( )Charolés ( )Zcbuinos ( )Aberdin angus ( ) Hereford

5) Tipo de solo: ( )Alagadico ( )Seco ( )Misto

6) Tem observado surtos de doencas no rebanho? Quais? Bovino ou Ovinos?

Abortamento
Repetig¢do de cio
Pododermite

Fetos mumificados
Foot Root

Outras

— —— ——

( )Outras

Lh

‘»d




