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RESUMO

Estudou-se a erradicacao de um foco da doenca de
Aujeszky (DA) em um rebanho suino de racas nativas, pertencen-
tes a Fazenda Experimental Heélio Barbosa, no municipio de Iga-
rapé-MG. Foi utilizado o método de soroneutralizacao (SWN) para
jdentificacio dos animais positivos e sua imediata eliminacao.

A SN foi realizada com intervalos de dois meses num
total de nove testes, apresentando os seguintes resultados: 1@
colheita (18,2% de animais positivos); 22 (0%); 32 (0,7%); 42
(0%); 52 (0%); 62 (1,39%); 72 (0,83%); 83 (0,88%) e 9% (0%).
0s tTtulos de SN variaram de 1:2 a 1:64 (com predominancia de
titulos mais baixos), tendo sido abatidos um total de 63 ani-
mais. ' '

A partir de um grupo de trés suinos da raca Piau,
abatidos com SN positiva, o VDA foi isolado em amostras de a-
migdala e pulmido em cultivo de c&lula PK15 e identificadas pe-
la imunofluorescéncia direta (IFD) e inoculag¢ao em camundongos.
Essas amostras, sem sofrerem passagem em cultura de tecidos,
nio provocaram lesoes caracteristicas da DA, gquando inoculadas
em coelhos, mas, quando isoladas em PK15 e inoculadas em camun
dongos e suinos de “raca" Piau e Landrace-lLarge White, provoca
ram a DA clinica.
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1. INTRODUGAQ
Y.

A Doenca de Aujeszky (DA) constitui-se atualmente em
uma das maiores limitacdes para a suinocultura industrial, por
ser causa de aborto, natimorto, mumificacao, absorcac embrio-
naria, problemas respiratdrios e principalmente mortalidade de
leitoes lactentes (HSU et alii, 1984; KLUDE et alii, 1386;
IGLESSIAS, 1937).

Varios estudos tém sido direcionados principalmente
ao controTe e erradicacao da doenca, como se pode constatar nos
ultimos encontros nacionais e internacionais de especialistas
em suinos (CONGRESSO LATINO DE VETERINARIOS ESPECIALISTAS EM
SUTNOS, 1985;INTERNACIONAL PIG VETERINARY SOCIETY, 1984; 1986;
1988). ' -

0 Virus da Doenca de Aujeszky (VDA) tem sua distri-

bui¢ao nos principais paises produtores de suinos, 0s quais i-
niciaram oficialmente nos ultimos anos, programas de controle
e ou erradicacao (VANNIER et alii, 1986; VALK, 1988).

As medidas de controle da DA variam de acordo com a
politica sanitaria de cada pais, recursos laboratoriais, forma
de producao, associada geralmente as diferencas regionais e de
densidade animal, entre outros (AMMENDRUP et-alii, 1936; VANNIER
et atii, 1986; THOW, 1988; VALK, 1988).

0 centro de Pesquisas Veterinarias da Irlanda demons

trou uma crescente incidencia da DA entre os anos de 1973 a 1380
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e um declinio nos proximos trés anos associado 3 introducdo da
vacina no ano de 1981 (KAVANAGH, 1986).° Tndices igualmente cres
centes foram observados nos Estados Unidos entre os anos de 1974
(0,56%) e 1984 (8,78%) (THAWLEY et alii, 1982).

No Brasil, a DA foi descrita pela primeira vez por
CARINI & MACIEL (1912) e, desde entao, outros estudos sobre 1i-
dentificacao de pequenos focos e controle foram realizados nos
Estados de Sao Paulo (CARNEIRO, 1950); Rio Grande do Sul (BAUER,
1955): Rio de Janeiro (SILVA & DOBEREINER, 1960); Minas Gerais
(HIPOLITO et alii, 1960-61%1; SILVA & GIOVANE, 1961; SANTOS et
alii, 1986); Santa Catarina (ROMERO et alii, 1984; SONCINI et
alii, 1984 ; MARQUES & ROMERO, 1985).

Apesar destes estudos, pouco se sabe sobre a viru-
1éncia de cepas isoladas e a possibilidade de erradicacao da
DA de criacoes extensivas de racas nativas.

Tendo em vista a importancia das racas nativas no
nicleo mineiro de preservacdo do suino nacional, este trabalho
visou principalmente a manutencao deste material genetico e te
ve por finalidade:

a) erradicar um foco da DA, atraves de testes de SN
e eliminacao dos reagentes;

b) avaliar a virulencia da amostra isolada por ino-
culacao IN em suinos Piau e Landrace-Large White.




2. LITERATURA CONSULTADA

2.1. Epidemiologia

0s aspectos epidemiologicos do virus da DA (VDA) em
suino baseiam-se no fato de que este e considerado hospedeiro
natural e reservatorio, e as especies altamente suscaﬁﬁveis(bg
vino, cao, gato) servem de alguma forma como monitoras de in-
feccao inaparente (NARA, 1985).

A transmissao pode ser vertical e horizontal, e o
aparecimento da doenca esta relacionado a fatores ligados a in
teracdo hospedeiro-virus. Sabe-se que o VDA e geralmente intro
duzido por via oro-nasal atraves de aerosois, agua, cama, ali-
mentos contaminados (GLOSTER et alii, 1984; NARA, 1985).

Um dado epidemiologico importante esta ligado a trans
missdo do virus. Sabe-se que, leitbOes sdo capazes de transmitir
a doenca por ate 30 dias p65—in0cu1ac50.(Mc FERRAN & DOW, 1973;—
MAES et alii, 1983). Com a utilizacao de tecnicas, como cultu-
ra de fragmentos de tecido e cocultura, o VDA pode ser isolado
em animais recuperados, de seis semanas a treze meses pos ino-
culacao (BERAN, 13980).

0 "stress" do transporte, variacao de temperatura,
"os metodos de criacdo atual, entre outros, podem estar associa
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dos 3 incidépcia e curso da DA em rebanhos contaminados
(GUSTAFSON, 1986).

Surtos em rebanhos confinados levam a perdas maio-
res quando comparados com rebanhos em pasto ou criados em baias
com maior espaco (NARA, 1985).

Granjas abertas, sujeitas ao recebimento de animais
para reposicdo, proveniente de diferentes fontes, agrupados sem
nehuma medida de isolamento, podem causar a disseminacao do pro
blema em uma determinada regido, caso seja feita .a aquisicao
de animais em fase de latencia (NARA, 1985).

HOWARTH & WEST (1981) analisaram 31 rebanhos sorolo
gicamente positivos e, apos trés anos de medidas de .gcontrole
da DA, verificaram que 10 propriedades mantiveram-se infecta-
das. Estas, classificadas como pequenas e medias, caracteriza-
vam-se por praticas ndo intensivas e comercializacao dos ani-
mais. Quando estes rebanhos eram considerados positivos, os pro
prietarios raramente optavam pelo despovoamento como forma de
controle. Em funcdo dos animais ndo serem identificados indivi
dualmente, as perdas economicas nao eram reconhecidas, pois 0s
que morriam de gastroenterite, pneumonia e poliartrite torna-
vam-se mais importantes. Os autores concluiram que, a prevalen
cia de 4,8% da DIA nos rebanhos suinos da California nao repre
sentava problema econdmico sério. A maior parte da infeccao era
mantida por leitoes regionais e por pequenas propriedades @ nao
estava presente em nenhuma granja com manejo eficiente.

Estudos epidemiologicos demonstraram a importancia
do conhecimento de fatores de ambiente que podem alterar a via-
bilidade das diferentes amostras virais (DAVIES & BERAN; 1981).

DAVIES & BERAN (1981) relacionaram o pH e a tempera
tura como fatores importantes na sobrevivencia do VDA fora de
sua celula hospedeira. Utilizando amostra isolada no campo, ve
rificaram que 0 material infectado excretado de animal icom ti-
tulo de 107 pode ser viavel por 10 dias quando mantido a 37%,
40 dias a 250C, 60 dias a 15°C e 120 dias a 40C, se o pH for
favoravel. Assim, os autores concluiram que um ponto importan-




-

te na desinfeccdao de areas contaminadas seria a remocan maxima
dos“dejetoscdos animais, tratamento destes com 51ca1is;0u aci-
dos que permitam pH abaixo de quatro ou acima de nove e poste-
rior contato com raios ultravioleta, que atuam como efetivos i

natijvadores.
2.2. Latencia

0 estado de portador e considerado como fator impor
tante em um rebanho infectado. A infeccao persistente existe
gquando o virus pode ser isolado durante longo periode (persis-
téncia cronica) ou guando o virus ndo e mais isolado por meto-
dos convencionais de rotina (persistencia 1atenté)(NﬁRA,1985L

As infeccoes Tatentes em suinos permanecem desconhe
cidas quanto a condicdo de seu estabelecimento e persisténcia,
taxa de ocorréencia, condicoes e duracdo para recrudescencia
(GUSTAFSON, 1986).

A latencia e uma caracteristica dos herpesvirus e e
tida como um dos pontos mais problematicos no controle da DA em
suinos. A recuperacao do virus na mucosa oro-naso-faringeana por
metodos convencionais e limitada a 10-25 dias pos-ianfeccao
(RAJCANI et alii, 1969; MAES et alii, 1983). Apos a infeccao
inicial, o VDA desaparece em tempo variavel e entra em estado
de laténcia. Nesta fase, podera voltar a ser elimitado apos um
perfodo indefinido, quando submetido a estimulos ou em certas
condicoes ("stress", condicdes ciimaticas extremas) (HOWARTH,
1969); parto (BERAN et alii, 1980), transporte (KEMMENY, 1981).

2.3, Sinais clinicos

A DA nao possui sintomatologia constante nem patoge
nicidade especifica em relag¢ao a sua ocorrencia nas -diferentes
areas epizooticas (SABD et alii, 1968; TUNG et alii, 1974).

Suinos de todas as idades e racas sdo susceptiveis,
e forma clinica da doenca depende da virulencia da amostra, i-




dade, exposicao previa, dose e a via de infeccao (NA@A, 1985).

Em surtos de infeccao natu?a], 0s sina%s alinicos em
suinos podem variar de uma leve condicao de pirexia acompanha-
da por anorexia e depressao com baixa mortalidade, a sindrome
severa com dispneia, ataxia, convulsdes epileptiformes resul-
tando em alta mortalidade que pode exceder aos 80%. Estas di-
ferencas nos sintomas clinicos em condicoes naturais sao des-
critas por TUNG et alii, 1974; YANG et alii, 1984; IGLESSIAS,
19873 Mc CULLOUGH & T0DD, 1988, que sugerem a existencia de di
ferentes amostras com diferentes graus de virulencia e afinida
de a tecidos. Todas as amostras afetam o SNC, mas algumas pos-
suem maior predilecdo pelo sistema respiratorio (BASKERVILLE,
1972; SONCINI et alii, 1984). o

Varias amostras virais tém sido isoladas e mantidas
em laboratorio baseadas nas caracteristicas do virion, em con-
dicoes naturais e laboratoriais. As amostras NIA-1, neurotrapi
ca, causa 5 a 20% de wortes em leitoes de sete semanas; amos-
tra NIA-2, com predilecdo pelo sistema respiratorio, causa le-
soes no figado e severa rinite e apresenta mortalidade semelhan
te a NIA-1; amostra NIA-3 leva a mortalidade de 13 a 20% em lei
toes de 14 a 20 semanas de idade e 80 a 100% em leitoes de ate
sete semanas; e a amostra NIA-4, ndao patogenica a nenhuma es-
pecie 'animal ate hoje testadas. Qutras amostras com reduzida
natogenicidade incluem, K, SUCH I e amostras vivas avirulenta
(Alva). As amostras virulentas correspondem a amostra Shope,
Dekkinge (ambas de infeccao moderada) e a amostra altamente in
fecciosa (Indiana e Iowa) (NARA, 1985).

0 desenvolvimento de caracteristicas clinicas em i-
noculagdes experimentais por via intranasal (IN), subcutanea (SC)
e oral (V0), apresentam-se semelhantes. Sabe-se gue, na inocu-
lacao IN, o virus e isolado em perTodo menor, pois chega ao SHC
mais rapidamente e apresenta, lesQes mais severas (dois dias pos
inoculacdo). Em inoculacoes IN, os sinais clinicos 1iniciam-se
a partir de tres dias e be]a VO somente apos seis dias. SABO
et alii (1968)-sugeriram a via IN, como de escolha para o su-




cesso das infeccoes experimehtais. s . . y
N 0s titulos soroldgicos colostrais de femeas | infec-
tadas experimental ou naturalmente com o VDA podem ser de duas
a dezesseis vezes maiores do que os anticorpos circulantes, mas
diminuem rapidamente em 24 horas. Esses niveis foram determina
dos como sendo de protecao contra sinais clinicos, mas ndo con
tra a infeccao subclinica e eliminacao do virus. A imunidade
maternal e um fator individual, pois leitles de uma mesma lei-
tegada podem apresentar niveis variaveis de anticornos (3ASKERVILLE,
1972; Mc FERRAN et alii, 1973).
BASKERVILLE (1972), inoculando doses variaveis da
amostra NIA-2 do VDA em dois grupos . de leitoes divididos em a-
nimais procedentes de histerectomia e-desprovidos de <colostro
e de manejo convencional, procurou relacionar dose inoculada
com severidade dos sinais ¢linicos. 0 inicio do aparecimento
dos sintomas ocorreu em menor periodo, e a severidade e exten-
sao das lesoes pos-mortem no sistema nervoso e sistema respira
torio foi maior no grupo de animais inoculados com doses mini-
mas observou-se sinais de curta duracao e recuperacao. 0 gru-
po desprovido de colostro apresentou-se mais susceptivel, ou
seja, sintomatologia e mortalidade precoce mesmo em doses mi-
nimas, quando comparado com o grupo de manejo convencional. Desde
que os sinais clinicos do trato respiratorio precedem o do sis
tema nervoso, muitos leitoes que morreram em estagio inicial da
doenca ndo apresentaram distirbios nervosos. Este fato pode pro
vocar dificuldades de diagnostico diferencial a nivel de campo.
Mc FERRAN et alii (1973) verificaram que, em Tleitoes
imunizados, provenientes de femeas infectadas experimentalmen-
te e desafiados com tres dias de idade, uma correlacao entre so
brevivencia e niveis de anticorpos. Ao contrario destes, os lei
toes susceptiveis (provenientes de femeas com titule < 1:2) a-
presentaram sintomatologia em periodo: menor e morte ao 50 dia.
Levando em consideracdo os niveis de anticorpos normalmente ve
rificados em femeas no pos-parto, a duracdo da imunidade cor-
responde a duracao dos anticorpos colostrais (tres a oito se-




manas), descrita em 1eit6es que nao foram desafiados (KOMANIWA
et alii, 1986). - |

0 tempo de eliminacdo do VDA & variavel de acordo
com as diferentes amostras virais. Com o objetivo de demons-
trar a eliminacao do VDA, MAES et alii {1983} inocularam, por
via intranasal, em doses variaveis, duas amostras virulentas
(P2208B e KC 152-D)e uma atenuada (BUK) em grupos de suinos de
seis a 10 semanas de idade. Em condig¢oes experimentais, as 1i-
noculacoes com baixas doses do VDA aproximam-se mais a realida
de do campo. Assim, um animal recém introduzido no rebanho, que
passou pela fase clinica, mas ainda esta eliminando virus, po-
de contaminar um animal susceptivel, inicialmente a partir de
doses minimas. Uma vez a infeccio instalada, a eliminacdo do vi
rus & continua e, durante o experimento, foi de pelo menos 21
dias, mas sabe-se que na de campo, esta eliminacao acompanhada
individualmente, pode ser de até 30 dias (Mc FERRAN et alii,
1973). Ja experimentalmente, o VDA pode ser eliminado de seis
a 13 meses pos-inoculacao e recuperacao do animal {BERAN et alii,
1980).

2.4, Achados anatomo-histopatologicos

O0s achados de necropsia nao sao considerados como de
importancia para o diagnostico da DA pela falta de lesoes ma-
croscopicas observadas nos animais afetados. Geralmente estas
sio verificadas com mais fregflencia em animais lactentes ou re
cém desmamados. As lesoes variam com a fase da doenca e via de
inoculacaoc. Se o animal & examinado no inicio dos sintomas ner
vosos, havera uma grande congestao de meninges acompanhada por
aumento do 17quido cefalorraguidiano (GUSTAFSON, 1986).

A histologia esta predominantemente 1igada a lesoes
do sistema nervoso central (SNC) e patogenicidade de cada amos
tra (CORNER, 1965; NARITA et alii, 1984). Sabe-se que a rota
neural & a mais importante para a distribuicao do virus e con-
siste principalmente em meningoencefalite nao supurada, gliose
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# focal e difysah ganglioneurite, neuronofagia e degeneragao ngu-

ronal e glial {OLANDER et alii, 1966; NARA, 1985; GUSTAFSON,
1986).

Geralmente, a distribuicao de lesoes depende da via
experimental de inocula¢ao. Em suinos inoculados por via intra
nasal, amigdalas, mucosa nasofaringeana e a regiao anterior do
SNC estao freglentemente lesadas. Essas lesbes serao mais se-
veras, quando comparadas a animais inoculados por via subcuta-
nea (SABD et alii, 1968; TUNG et alii, 1974).

2.5. Diagnostico

2.5.1. Virologico

0 diagnostico e baseado no isolamento e identifica-
cao do virus. 0 virus e isolado em cultivo celular e identifi-
cado por SN e imunofluorescencia (IF) (CRANDELL, 1985; GUSTAFSOWN,
1986).

A distribuicao de lesces e disseminacdo do virus e
variavel e depende da via de inoculacao, duracac da infeccao e
amostra viral. Os tecidos de eleicdo para isolamento sdao amig-
dala, linfonodos cervicais, mucosa nasal, cerebro, pulmao e
glandulas salivares entre outros (TUNG et alii, 1974; GUSTAFSON,
1986). |

SABO et alii (1968, 1969), considerando as tres vias
de inoculacOes experimentais, oral, nasal e subcutanea, éonc]qi
ram que para isolamento da amostra virulenta CV0OS, da DA, os
materiais preferenciais seriam amigdala, linfonodo «cervical e
mucosa nasal, nervo trigeminal e bulbo olfatario. 0Os resulta-
dos negativos obtidos na imunofluorescencia e histologia das
amostras coletadas do pulmao diferiu de resultados de varios
autores, que o consideravam importante orgao para desenvolvi-
mento e isolamento em casos de campo do VDA. Esta discrepancia
de resultados se deve a3 diferenca das amostras virais e sua a-

finidade aos tecidos pulmonares,.
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. Quanto a viabilidade do virus, sabe-se que, fora de
suas cétulas hospedeiras, e dependente da preésenca dé:hidrata—
¢3ao, proteina, temperatura e pH (GUSTAFSON, 1986). |

0 VDA e isolado em uma grande variedade de cultivos
celulares de mamiferos e aves, sendo eles fibroblasto de gali-
nha, rim de suino {PK), rim de ovino (LK), rim de bovino (MDBK),
VeroPK, BHK, entre outros (NARA, 1985).

Dois tipos de efeito citopatico (ECP) podem ocorrer
em cultura de celula, ou seja, um formado principalmente por
sincicios e outros por células arredondadas, altamente refrata
rias (balloon). Anterior ao arredondamento ocorre a dissolucao
da membrana de celulas vizinhas no foco do efeito, formando o-
casionalmente células gigantes. 0 ECP pode entao progredir pa-
ra a completa destruigao celular e limitar-se a deixar a lami-
na de célula livre da parede do tubo de cultivo, margeada de q@
lutas infectadas. Isto ocorre quando as doses infectantes sao
baixas (NARA, 1985; GUSTAFSON, 1986).

As caracteristicas do ECP em cultivos celulares po-
de indicar que a amostra e virulenta quando associada a forma-
cao de sincicios, enguanto que amostras atenuadas sao mais ap-
tas a formarem celulas infectadas arredondadas (BITSH et alii,
1980; CRANDELL, 1985; Mc CULLOUGHT et alii, 1988).

IGLESSIAS (1987), com o objetivo de comparar a vi-

" rulencia de duas cepas do VDA isolado em um foco na Inglaterra,

inoculou dois grupos de leitdes em idades de dez semanas. Cada
grupo foi dividido em animais infectados por inoculacac intra-
nasal e por contato. As amostras utilizadas apresentavam com-

_portamentos diferentes em cultivo celular e foram denominadas

de R (com formacao de células arredondadas) e S (sincicios). Os
animais inoculados e expostos por contato com a amostra S de-
monstraram.uma infeccao aguda e manifestacdes clinicas eviden-
tes, a partir de cinco dias. Neste grupo houve uma taxa de so-
brevivencia de 30%, sendo gque estes apresentaram aumento de ti
tulos de Ac neutralizantes. No grupo inoculado com amostra R,
observaram-se leves sinais clinicos a partir de oito dias, sem
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mortalidade e desenvolvimento de titulos gaixos.

Sabe-se que uma amostra virulenta pode sobreviver em
animais experimentalmente inoculados, por um longo periodo, sem
causar sintomatologia, e o VDA pode ser isolado em outros or-
gaos se nao o SNC, mas as lesoes observadas, nao parecem ser de
grande importancia (TUNG et alii, 1374; BERAN et alii, 1980).

BERAN et alii (1980), combinando técnicas de frag-
mento e cocultura, detectaram o VDA em leitoes infectados ex-
perimentalmente, as seis semanas de jdade, durante 13 meses pﬁg
infeccdo. 0 virus foi isolado com maior fregllencia nas amjgda-
las, ganglio trigeminal, "pool" de ganglio trigeminal, bulbo
olfatorio e nervo-otico do gque em outros tecidos. Nao houve o
isolamento apos trés semanas de infeccdo por tecnicas de iso-
lamento convencionais. Por nao haver coleta de material seria-
da durante o curso do experimento, ficou dificil determinar se
0 VDA nesses tecidos persistiu por extensos periodos como in-
feccdo ou se ocorreu a recruscedencia.

A identificacao do VDA por imunofluorescencia dire-
ta (IFD) e um metodo de grande sensibilidade. Diferente do tes
te de soroneutralizacao (SN), 6 processe nao proporciona amos-
tragem em larga escala mas, e simples e rapido (NARA, 1985).

0 antigeno viral e detectado por fluorescéencia em
areas perinucleares de cultivo como altos tTtuleos ate seis ho-
ras pos inoculacao. A partir dai, a area de fluorescencia vai
se extendendo por todo o citoplasma e, com 16 horas, o ECP ten
de a provocar ruptura da estrutura celular e nucleo. Nesta fa-
se, todo o complexo celular fluoresce {STEWART et alii, 1967;
NARA, 1985; GUSTAFSON, 1986}. - - - - oinn

0 VDA produz inclusdes intranucleares em neuronios
do SNC, dos ganglios espinhais e em outros tecidos, como, por
exemplo, das éngda]as, mucosa nasal e faringeana, nodulos Tin
faticos, tanto em infeccdes exparimentais quanto naturais (GUSTAFSON,
1986).
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?2.5.2. Sorologico c

0s testes sorologicos nais utilizados s3ao soroneu-
tralizacao (SN); iimunodifusdo em agar-gel (IDGA); microimunodi
fusio; Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA); microradioi-
munoensaio fase solida indireta, fixacao de complemento, hema-
glutinacdao indireta, entre outros (CRANDELL, 1985).

0 "Animal Plant Health Inspection Service" (APHIS),
ligado ao departamento de Agricultura dos Estados Unidos, pre-
conisa, para diagnostico da DA, os testes Si e ELISA, como o-
ficiais (CRANDELL, 1385).

0 teste de SN tewm alta especificidade e sensibilida
de, quando comparado com outros testes de triagem, mas as rea-
¢oes falso positivas e falso negativas podem ocorrer. 0 falso
positivo & observado guando em baixos titulos (1:2 ou 1:4). Es
tes sio considerados positivos a 1:2 pela maioria dos pesquisa
dores (BASKERVILLE, 1972; WHIGHT et alii, 1982), mas outros con
sideram 1:2 como suspeito e 1:4 como positivo (ELIMINATING,
1982). Um resultado positivo no teste de SN indica gque a infec
cao ocorreu sete a 12 dias antes da coleta da amostra. Um tes-
te negativo indica que o animal nao foi infectado nos ultimos
sete a 12 dias da coleta (THAWLEY et alii, 1982).

0 sangue colhidos para teste de SN e freglienteiente
toxico para as células. A toxicidade e resultade de fatores,
como residuos de detergente e antissepticos em tubos, rolhas,
seringas de coleta e bactérias. Espera-se que entre 0,5-1% de
amostras de sangue {observando taxas maiores no verio), apre-
sentem-se citotoxicas, necessitando repeticao da coleta (BANKS
& CARTWRIGHT, 1983; ROMERO, 1935; GUSTAFSON, 1336).

0s testes sorologicos nao diferenciam anticorpos ma
ternais (passivos) e anticorpos ativos, nem animais em estado
de latencia. Assim, ao se testar animais novos, ou recentemen-.:
te introduzidos no rebanho, deve-se considerar a interpretacao
dos resultados e cuidados epidemiologicos como a quarentena
(CRANDELL, 1985).
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' . 2_?, Controle €.

2

Para se selecionar uma estrategia de controle da
DA, deve-se levar em consideracao fatores epidemioldgicos re-
lacionados principalmente com o rebanho, ou seja, tipo (repro-
ducdao ou terminacao), tamanho da granja, prevalencia do VDA no
rabanho e na regiao, valor do waterial genetico, manejo (n0 de
animais/baia, quarentenario, tipo de unidade), facitidade de
reposicao animal, historico de vacinacdao ou de sinais clinicos
da doenca (THAWLEY et alii, 1982).

Esses fatores devem ser analisados antes de qualquer
_decisao sobre a metodologia de controle, tendo, como objetivo,
-se]ecionar uma estrategia com alta probabilidade de sucesso,
com o minimo de alterac3o de manejo ou nerda financeira (THAWLEY
et alii, 1932).

Os planos de controle constituem-se de segregacao
das leitegadas, despopulacao e repopulacao e de teste-elimina-
cao (ELIMINATING, 1982; THAWLEY et alii, 1982).

A segregacdo de Teitegadas e uma estrategia recomen
dada para rebanhos de alto valor genetico, onde se tem uma pre
valencia < 50% de taxa de animais sorologicamente positivos em
declinio ou estavel. Caracteriza-se por eliminacao de todas as
porcas apos o desmame, Segregacao e teste das leitegadas em u-
nidades para isolamento e, teste de todos os machos (ELIMINATING,
1982; THAWLEY et alii, 1982).

0 metodo de despopulagdo e repopulacao e valido em
rebanhos de pouco valer genético, alta prevalencia de animais
positivos (> 50%), apresentando a doenca em progressao, com e-
vidente aparecimento de novos casos clinicos, tornando-se im-
nraticavel outro tipo de estrategia. 0 rebanho, caracteriza-se
por ser de confinamento total, mantendo unidades de aeracao
comum. A medida e de custo elevado que interrompe o manejo nor
mal da granja e e utilizada gquando nao se tem outra obncao
(ELIMINATING, 1982; THAWLEY et alii, 1932).

0 teste de eliminacao sao utilizados em rebanhos com
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baixa taxa de infeccdo (< 50%), apresentando animais positivos
com baixos indices de anticorpos (t7tulos ;:1:16). E recomenda
vel quando se deseja a manutencio do material genetico, mas nao
& bem sucedido se a infeccao se encontra sob forwma ativa, com
rapida distribuicao no rebanhs que, se apresenta, em geral, al
tamente confinado. E caracterizado por sorologia de todos os a
nimais, eliminacao dos positivos, com retestes a cada trinta
dias. 0 rebanho sera considerado negativo apos dois testes so-
rologicos consecutivos, recomendandeo-se retestes de 25% do re-
banho a cada quatro meses. Apresenta-se como uma forma de con-
trole de baixo custo, gue nao interrompe 0 manejo e 0 curso nor
mal de abate. Se ao final de quatro testes positivos deve-se con
siderar outra estrategia (ELIMINATING, 1932; THAWLEY et alii,
1982).

Quanto 3 vacinacao, como forma de controle, e impor
tante levar em consideracao que, uma vez instalado em um reba-
nho, o VDA pode multiplicar-se e persistir pds infeccao em a-
nimais imunizados com a vacina inativada ou viva. Assim, a va-
cinacio contra a DA reduz perdas economicas associadas a mor-
talidade, a perda de peso de suinos em crescimento e transtor-
nos renrodutivos em porcas gestantes, porem nao elimina o fato
de que este rebanho pode tornar-se um potente foco de infeccgao
ou ate mesmo de animais com infeccdo latente (SABD & RAJCAHNI,
1976; WITTMANN et alii, 1980; CRANDELL, 1385).

Com o objetivo de determinar a eficacia do teste-e-
liminac3ao e a vacinacdo (vacina viva modificada) como forma de
controle da DA, WRIGHT et alii (1982), acompanharam 13 reba-
nhos no Estado de #dissouri. Dentre estes, 10 foram suometidos
ao teste-eliminacao e oito a vacinacao, sendo que cinco eramn
sorologicamente positivos e tres sorologicamente negativos, on
de apenas as fameas eram vacinadas. Os rebanhos considerados fo-
ram de racas puras, terminagao e comerciais. Apesar de alguns
dos rebanhos apresentarem taxas de prevalencia < 50% para DA,
o teste eliminacdo demonstrou eficacia em dez dos 10 rebanhos
acompanhados. Nao houve possibilidade de comparacao entre oS
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dnis metodos de controle, uma vez que %:maioria dos rebanhos
submetidos a vacinacao possuTaﬁ“histBriéo de sintomatologia c11
nica, enguanto gue, para 03 rebanhos submetidos ao teste elimina-
cio, a maior parte foi diagnosticada por sorologia. Em tres dos
cinco rebanhos sorologicamente positivos vacinados, houve evi-
déncias de que o virus continuou circulando pela introducao de
marris e machos nejativos, jue soroconverteram apdos um ames de
permanéncia no rebanho., Em outro rebanho supbmetido a vacinacao,
apesar de nio ser possivel o isolamento do virus em suas lei-
tegadas, estas mantiveram-se com titulos persistentes _por um
neriodo de até trinta semanas de idade. Esses titulos podem ser
considerados resposta a vacinacdo ou persistencia da infecgao
pelo virus de campo.

ROMERO et alii (1386) erradicaram o VDA de seis plan
téis reprodutivos de suinos atraves do teste-eliminacao. As ta
xas de infeccio detectadas nos planteis foram de 17%; 1,5%;
21,1%; 2,1%; 5,2%; e 0,4%. 0 intervalo entre sorologias conse-
cutivas variaram entre quatro e vinte e oito semanas e o tempo
necessario para erradicacao foi de dois a trés testes. 0s au-
tores concluiram gue, em alguns casos, houve necessidade de rea
lizar um maior nimero de sorologias para erradicacao da DA, de
vido aos maiores intervalos entre dois testes consecutivos.

Um dos mais importantes problemas a se considerar
em relacao ao controle da DA & a inabilidade de se detectar
suino portador, tido como responsavel pela persistencia do vi-
rus em rebanhos recuperados. Considerando este fato, BERAN (1330)
apresentou a biopsia de amigdala couo de extremo valor para a
adocao de medidas de controle, principaliente por impedir o sa

crificio de animais.
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3. MATERIAL E METODOS

‘3.1. Granja

O nucleo mineiro de preservacdo de racas suinas na-
tivas foi implantado em 1380, na Fazenda Experimental '?rof.Hg
lio Barbosa", (FEHAB) pertencente a UFMG, localizada no munici
pio de lgarape, a 55 km de Belo Horizonte, tendo por objetivo
preservar, caracterizar e selecionar as racas nacionais.

0 npresente trabalho foi desenvolvido naquele nucleo,
concoinitantemente com outros dez projetos ligados principalmen
te a area de reproducdo, genetica e nutrigao.

0 plantel foi iniciado a partir de 26 femeas e 14 ma
chos Pidu, adquirﬁdos de pequenas criagdoes dos wmunicipios de
Curvelo, Luz, Uberlandia e Passa Tempo, em Minas Gerais. Atual
mente esta raca representa 86,78% do total do rebanho. Poste-
riomente, foram introduzidos suinos das "racas" Caruncho, re-
presentando 8,08% do rebanho; Pirapetinga, 1,31%; Mundj, 1,91%;
kilo, 0,73%; Casco de burro, 3,59%.

As femeas eram mantidas em regime semi extensivo ate
duas semanas antes do parto, numa area de sete hectares, divi-
dida ém piquetes de 300 m? de terra e vegetacao natural. Na fa
se de paricao, essas femeas eram confinadas nas baias de pa-

ricao com seis m2, cimentadas e com solario. A partir de duas
semanas pos-parto, até 42 dias (desmama), duas a tres porcas
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eram agrupadas com as leitegadas em ba1as de 12 m2 cimentadas,
tom solario, para a1e1tanento coletivo. Apos a desmama, as fe-
meas permaneciam em baias semelhantes as do aleitamento cole-
tivo, proximas as dos machos e depois eram levadas para pigue-
tes, com o rufiao. Os varroes eram confinados em bajas indivi
duais, cimentadas, de seis m? com solario. Da desmama ate 105
dias, os leitdes permaneciam na creche, quando estavam prontos
para a venda. Esta era constituida de piquetes semelhantes aos
das féemeas gestantes,

A partir de 1988, a estrutura da granja foi mudada.
As femeas gestantes, passaram para baias coletivas (seis em ca
da baia) de aproximadamente 16 m?, cimentadas, providas de so-
lario e com divisorias em telas, sem acesso a piquetes. Essas
novas instalacoes saoc adjacentes a maternidade. Quanto a fase
de paricdo, lactacao e creche, o manejo permaneceu 0 mesmo dos

anos anteriores.

A alimentacido desses animais & constituida de racao
balanceada, a base de milho e soja, conforme o NRC, para as di
versas categorias, com fornecimento esporadico de verde, duas
vezes/dia.

0 controle sanitario limita-se a vacinacao contra
pneumoenterite dos leitoes em idade de 21 a 42 dias.-Em meados
de 1988, apos um surto de salmonelose, foi introduzida a vaci-
na autogena em leitoes com 21 e 42 dias e femeas a duas sema-
nas antes do parto. A vacinacdo contra peste suina classica era
feita, mas sem registro ate 1988. A partir dai, a vacinacao pas
sou a ser de rot1na em leitoes apos a desmama, femea aos seten
ta e noventa dias de gestacao e nos varrﬁes,'éhua1mente.

Ao inicio do experimento verificaram-se casos de a-
borto e natimortos, atribuidos a causas nao identificadas ou
por falta de controle sanitario eficiente.

Quanto a limpeza e desinfecgao, foi recomendada a u
tilizacao do hipoclorito de sodio a 2% e vazio Sanitario das
baias. ‘
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0 controle de endo e ectoparasitos foi feito com um
major rigor a pértir de 1988. Utilizou-se pulverizacoes de gua
tro em quatro meses contra sarna e hemotopinus (tres banhos,
um/semana) com Neguvon Assuntol* ou Triatox.**

3.2. Sorologia

Foram colhidos um total de 1611 soros, de 60/60 dias
de todo o rebanho suino da FEHB.

A idade de colheita foi estabelecida inicialmente a
cima de quatro meses, mas, a partir da setima, a idade Timite
passou a ser de dois meses.

A colheita foi efetuada com agulha 100 x 20, intro-
duzida na veia jugular ou na cava cranial.

0s soros, coletados em tubos estéreis, apos o dessa
ramento, eram acondicionados em geladeira, entre 2 a 3°c.

0 soro era entdo enviado para o Laboratorie Nacio-
nal de Referéencia Animal (LANARA***}, onde se processou o tes-
te de SN. Para realizacao deste teste, o laboratdrio utiliza a
celula SK-6, cepa de virus 936 LANARA e protocolo propric com
tecnica padronizada.

3.3. Virologia

Dos 63 animais sorologicamente Dpositivos abatidos
(tTtulos 2 1:2), foram colhidos fragmentos de amigdala, pulmio
e placenta para isolamento do virus. -

As amostras colhidas, separadas em grupos de sete, e
foram estas transportadas sob refrigeracao ao laboratorio e con
geladas a -20°C até o processamento.

0 grupo selecionado para isolamento em celula, ca-

* BAYER do Brasil S/A.
**  COOPER'S - Brasil S/A.
**%% + ANARA-MA - CP 50 - Pedro Leopoldo-MG.
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mundongo e coelho coniyou, de tres suinos, sendo eles: animal
n0 1 (titulo 1:8), com amostras colhidas de amigdala (A1), e
oulmio {(P1); animal n? 2 (1:16), com amostras colhidas A2, p2
e PL2 (placenta) e animal n? 3 (1:8) com amostras de A3 e P3.
Este grupo sofreu um periodo de estocagem de 60 dias.

0 procedimento de tecnica era feito por maceracao
de um grama de cada amostra a qual acrescentou-se solucao sa-
lina fosfatada 1:10 (PBS), pH 7,2; em seguida, apos homogeini-
zacdao, centrifugou-se por 20 minutos a 5000 g a 4°C por duas
vezes, separando-se o sobrenadante. Este foi tratado com anti-
biotico e fungicida (1000 UI penicilina G potassica*, 1000 wug
de sulfato de estreptomicina*, e 50 mg de anfotericina B**/m])
"over night" a 40C, quando se processou nova centrifugacao'pa—:
ra ser utilizado imediatamente ou estocado a -80°C para poste-
rior inoculacdo em celula, camundongo e coelho.

3.3.1. Inoculacao em celula

Para a pesquisa do virus, foi utilizada celula de
linhagem PK15. Utilizaram-se quatro tubos de ensaios de culti-
vo celular para cada amostra, lavados duas vezes em PBS e pos-
teriormente inoculados com 0,2 m1 do inoculo previamente pre-
parado e inoculados a 37°% por 60 minutos. Findo este periodo,
0os tubos recebiam 1,5 ml do meio de manutencao (MM), retorna-
vam a estufa e eram observados ao microscopio a cada 24 horas,
por quatro dias consecutivos, para constatacao de efeito cito-
patico caracteristico (ECP). -

0 material foi considerado negativo apos sofrer qua
tro passagens sucessivas.

0s tubos considerados positivos foram submetidos a
trés ciclos de congelamento e descongelamento e inoculados em
tubos de Leigthon com laminula (0,2 m1). Com 50 a 60% de ECP,:

* Industria Farmaceutica Fontoura Wyeth S/A.
** Squibb - Industria Quimica S/A.
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estas eram fixadas e coradas para exame por imunofluorescencia
direta (IFD). ¢

As laminulas positivas, fixadas em acetona fria, fo
ram conjugadas contra antissoro anti-Aujeszky marcado pelo i-
sotiocianato de fluorescencia {ITCF) e incubado em camara umida
por 30 minutos a 37%. A laminula, posteriormente Tlavada com
PBS, pH 7,2, por periodos de 15 minutos, eram enxaguadas rapi-
daimente em agua destilada, e apos secarem em temperatura ambi-
ente, eram montadas com glicerina tamponada, pH 8,5, e examina
das. Utilizaram-se, como controle positivo, celulas inoculadas
com o virus de referencia.

3.3.2. Inoculacao em camundongo

Camundongos de 21 dias foram separados em grupos de
quatro animais/amostra. Cada grupo foi inoculado por via intra
cerebral com 0,03 ml de inoculo original, dos materiais A1, P1,
A2, P2, PLZ2, A3, P3.

Além dos inoculos originais, os camundongos tambem
foram inoculados com suspensdes (diluidas em PBS 1:5) proveni-
entes da 13, 2@, 32, e 43 passagens em PK15 destes mesmos ino-
culos.

0s animais foram observados durante oito dias pos-
inoculacao e, ao morrerem, foram necronsiados e feito "clap" ce
rebral em laminas fixadas e coradas para exame pela IFD. '

3.3.3. Inoculacao em coelho

Num total de 21 coelhos, com idade entre oito a dez
semanas, foram inoculados por via subcutanea (SC) na dose de
tres a cinco wl de indculo original (macerados tratados, de a-
migdala e pulmao). Este material era proveniente dos animais.
nositivos com titulos variaveis entre 1:4 a 1:64. Os coelhos fo
ram observados durante um periodo de oito dias.
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\ 3.3.4, Inoculacao em suino
v
S

3.3.4.1. Inoculacao intranasal

Foram inoculados por via IN quatro grupos compostos
de quatro leitoes cada, sendo, Grupos I e III, leitGes landra-
ce-lLarge uhite (proveniente de desiama precoce :nedicada) e, Grupos 11 e
1V, Piau (nativo), todos com idade de cinco sewanas (TAB. I).

Embora o rebanho seja constituido de varias racas na
tivas, a inoculacao IN foi realizada em Piau, por ser este de
maior representatividade no rebanho trabalhado.

A suspensao utilizada no Grupo I (raca industrial)
e o Grupo Il (raca nativa) foi isolada de aimigdala de animal
proveniente do rebanho em estudo, com titulo sorologico de
1:16.

0 material, isolado em celula #MDBK (Mardin e Darby
bovine Kidney)}, foi executado como descrito em 3.3.1. apresen-
tando ECP a partir da 32 passagem. A linhagem PK15 teve proble
mas no laboratorio, porem o experimento prosseguiu-se com a 1i
nhagem #DBK.

0 Grupo III {raca industrial) e o Grupo IV (raca na
tiva) foram inoculados com cepa isolada em foco c¢linico da DA

(CNPSA, VDA, 227/83). 0 Grupo V foi mantido como controle.

Quanto ao peso inicial dos animais, observou-se uma
grande diferenca, relacionada principalmente a0 manejo e racga.
Assim, o Grupo I apresentou peso medio de 5,9 kg; o Grupo II,
1,5 kg; o Grupo III 6,56 kg e o Grupo 1V, 2,9 kg.

A titulacao das suspensoes utilizadas foi feita por
diluicoes decimais, inoculadas sobre celulas cultivadas em tu-
bos de ensaio. Utilizou-se 0,2 ml da suspensao viral em guatro

" tubos de cultivo, por diluigao (107 % a 107%), incubando-se a

37% por 60 minutos, em seguida, acrescentaram-se 1,8 nl de weio
de manutencao (MM) com 2% de soro fetal e os tubos retornavam
a estufa, procedendo-se a Ultima leitura microscopica anos 72
horas. Calculou-se entao, o titulo infectante do virus, pelo me
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TABELA I - Grupos de suinos Piau e Landrace-large White inocula
dos com amostra isolada na FEHB e com amostra refe-

rencia (AR)

Grupo Numero animais inoculados Raga Amostra inoculada
I 4 LLW* FEHB
II 4 Piau FEHB
B ITI 4 LLW? AR
IV 4 Piau AR

* = Landrade-Large White
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todo, REED & MUENCH 51938). ) |
? As do%esiuti1izadas foram de 2 x 107%° TCDs,/m] nos
Grupos I e II e de 2 x 107 TCDs,/m}, nos Grupos III e IV,

Foram observados os sinais clinicos (descarga nasal,
espirro, apatia, taquipnéia, quadro nervoso), controle de peso
e temperatura.

Todos os grupos foram previamente testados (SN ne-
gativa) e acompanhados sorologicamente a cada quatro dias. Ao
morrerem, foi realizada necropsia e colhidos fragmentos de a-
migdala, pulmao e sistema nervoso ("pool" de cortex cerebral,
cerebelo e medula), nara sorologia isolamento e histopatologia.

0 procedimento para o isolamento foi o mesmo utili-

iYL -
- zado no Jtem 3.3.1. e a celula trabalhada tambem foi a MDBK.

3.3.4.2. Lesdes anatomo-histopatologicas

0s animais foram examinados macroscopicamente e, a
seguir, colheram-se fragmentos de amigdala, pulmao e SNC (cere
bro) para histopatologia.

Este material, fixado em formol neutro a 10% por 24
a 48 horas, foi recortado, lavado em agua corrente, desidrata-
do, diafanizado, infiltrado pela parafina, laminado a cinco mi
crometros, corado pela tecnica da Hematoxilina-Eosina (LUNA,
1968) e examinado ao microscopio otico.
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4. RESULTADOS

4.1. Sorologia

Neste trabalho, foram realizadas nove sorologias in-
tervaladas de dois meses, que estao relacionadas na TAB. II.

Pela instabilidade deste nlcleo de suinos, varios da
dos encontravam-se incompletos e imprecisos. Faltavam fichas
individuais, e a venda de leitdes tinha controle deficiente. 0
numero total do rebanho variou fregllentemente devido ao nasci-
mento e venda de animais.

4.2. Virologia
4.2.1. Inoculacdao em celula

0 VDA foi isolado das quatro amostras, A1, P1, AZ,
P3. A amostra A2 apresentou ECP a partir da 22 passagem em ce-
lula, apos 48 horas de inoculacao, enquanto as demais a partir
da 32 passagem e com 24 horas.

As amostras identificadas pela IFD foram Al, P1, e
P3 na 42 passagem e A2 na 23 passagem (TAB. III).

4.2.2. Inoculacao em camundongos

" 0s camundongos inoculados com as sete amostras (i-




T e dnd

‘opeululdatsp oeN = (ON

- - 0 001 16l - 0 LGl - - AN aN aN an aN m.

2eil @ 2L 2efl 1 £e66  00€ 99°0 2 ¢t - Gl €2 Lve 00l g6 vy 8

;_,.,._v"_ 99| ¢ [L°66  6l1 mw.o_ ! g2t ¥ 6l £ gl L6 - 9g 2y L

2+l - 0 1986 L2 6E°L l ¢l - L mﬂ. 22¢€ A - 06 i 9

- 88°/ el 00l 491 - 0 g91 - - Ll 8Lt 121 © 99 2ls §

- - 0 ol lEe - 0 1€2 b - 8l €L LL 99 LEY 4

8:1 26°6 L 62°66 0wl L0 L 32} o¢ - 0é LL €6l 174 00% €

- 06°0 } eol 1LY - 0 Lil 9l - ¥4 v 0L ve V22 l

yorl B 2il 0 C g/*1g 092 ¥2‘gl 89 elE N aN aN N aN GN aN- |
(NS) 01 OP®)  Gesey oedts | seLp mm:mEmp |MmN TIPS
s0o1601040s % souog % - % t 73109 sy -oday '$3cAdRA GCL - Cp LR L LUIBU -€GR4 oo

1e10] $801197 $903197 [e30L [e30L

s0|N3L|

(gH34) ,esoqdeg OL|3H 40SS3304d, |RIudWLIAdX] epuazed ep efuesf ep ouLns oyuegad Ou epezLiess

s

etbolodos - 1T y13gve




=

—
Ty

el

)

“ae
ZF

v el

Ly

[Xs)

oog




27

noculo original) do primeiro grupo, trabalhadas no rebanho, nao
apresentaram nenhuma reagao nervosa ou morte. ! i

Porem, guando inoculadas com essas meswas sete amos
tras, mas passada em célula PK15, apos apresentaram ECP, opser
'vou-se sintomatologia caracteristica da DA. Assim, as amostras
A1 na 32 passagem e A2 na 22 apresentaram 70% de morte. Ja as
iamostras Al e P3 na 42 passagem e P1 e A2 na 32 e 42 passagens
apresentaram 100%.

A IFD foi positiva em esfregacos dos cerebros de ca
mundongos inoculados com a amostra A2, 2@ passagem; Al e P1, 33
passagem e P3, 42 passagem (TAB. IV).

Julgou-se desnecessario trabalhar com outros grupos,
visto que logo de inicio fof obtido o isolamento do VDA.

4.2.3. Inoculacao em coelho

Vinte amostras ootidas de 13 suinos, cujos titulos
variavam de 1:2 ate 1:64; guando inoculados em coelhos, nao pro
duziram doenca.

Estas amostras foram conservadas a -20°C e processa
das para inoculacao num periodo de 60 a 90 dias.

4.2.4. Inoculacdo em suinos
4.2.4.1. Quadro clinico

Os sinais clinicos iniciaram-se no 29 dia pos inocu
lacao (p.i.).

0 quadro respiratorio, representado inicialmente por
secregao nasal e espirros, foi observado a vpartir de quatro
dias, sendo mais severo nos grupos I e III (TAB. V, VI e VII).

0 guadro nervoso,. observado tambem a partir do 49
dia p.i., foi mais acentuado no Grupo IV. A partir do 60 dia
p.i., todos o0s grupos apresentaram-se com dificuldade de Tevan
tar, desidratados, apaticos, convulsoes constantes, tremores mus
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‘TABELA V + Ié?cio e grau de severidade dos sinais clinico: em leitoes da

"paca" Piau e Landrace-Large White inoculados por via .IN com
amostra de VDA isolada do rebanho suino da FEHB e amostra de re-

ferencia

b - . - - - *
Severidade dos sinais Evolucao c11n1ca nos grupos inoculados ‘d1as *
c1inicos Amostra FEHB Amostra de referencia

I* I1 ITI Iv
Hipertermia : 2 ND 2 2
Apatia 3+ 2+++ 3+ 3+
Secrecao nasal, espirros Ay 4+ 44+ 4+
Taquipneia 4+ 2+ 4+ 4+
Constipacao 5+ 4+ 4+ 44+
Sintomas nervosos 444 * 4++ 4+++
Morte 5-7 3-6 6-7 5-7
Grupo I* = Landrace-Large White (quatro leitoes)
Grupo II = Piau {quatro leitges)
‘Grupo III = Landrace-Large White (quatro leitdes)
Grupo IV = Piau {quatro leitoes)
*k = Severidade dos sinais clinicos
* = Sinais inconstantes em poucos animais
+ = Sinais clinicos em grau leve
++ = Sinais clinicos em grau moderado
4+ = Sinias clinicos em grau severo

ND = Nao determinada




TABELA VI - Quadro clinico do grupo de leitoes
White inoculados com amostra isolada na FEHB (Gru-

30

Landrace-Large

po 1)
Sinais Clinicos D 2.3
1 2 3 4 5 6 7

Hipertermia 0/4* 3/4 4/4 3/4 3/3 3/3 0/0
Apatia 0/4 0/4 4/4 4/4 373 3/3 0/0
Secrecao nasal, espirros 0/4 0/4 4/4 4/4 2/3 2/3 0/0
Taguipneia 0/4 0/4 0/4 2/4 2/3 2/3 0/0
Sintomas nervosos 0/4 0/4 0/4 4/4 3/3 3/3 0/0

0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 073 3/3

Morte

* - Animal com sinal clinico/grupo
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TABELA VII - Quadro clinico dos grupos de leitoes Piau inocula
dos com amostra isolada na FEHB (Grupo II)

Sinais clinicos i S
1 2 3 4 5 6

Hipertermia NO* NO NO NO NO NO
Apatia 0/4** 4/4 3/3 3/3 1/1 0/0
Secrecao nasal, espirros 0/4 0/4 2/3 2/3 0/1 0/0
Taquipneia 0/4 1/4 2/3 2/3 0/1 0/0
Sintomas nervosos 0/4 0/4 0/3 0/3 171 0/0
Morte 0/4 0/4 1/4 0/3 2/3 1/1
NO¥ = Nao observado

hk

n

Animal com sinal clinico/grupo
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¢ulares e andar em ¢circulo e, na fase final, %pstBtomo com mo-
vimento de pedalagem (TAB. V). B _

0 Grupo II apresantou quadro ¢1inico de forma aguda,
a partir do 29 dia p.i., sendo observado principalmente apatia,
desidratacio e mortes subitas entre trés a seis dias. Um unico
animal deste grupo apresentou-se com sﬁntomato]ogia nervosa (TAB
VII).

No Grupo II1I foi observado guadro clinico mais pro-
longado, com mortes entre seis e sete dias (TAB. VIII).

A excecao do Grupo 11, que apresentou quadro clini-
co agudo, foi observada hipertermia em todos o0s grupos a par-
tir do 29 dia p.i. (FIG. 1, 2, 3 e 4).

No Grupo I e 1II, observou-se guadro de hipertermia
mais prolongado {entre dois a seis dias) apresentando tempera-
turas mais elevadas (FIG. 1 e 2).

Ja o Grupo IV apresentou um quadro de hipertermia
em um periodo menor entre dois a quatro dias (TAB. IX).

Quanto ao teste de SN realizado no 49 dia p.i. ne-
nhum dos animais apresentaram-se reagentes. Nao houve possibi-
l1idade da realizacdo de um segundo teste, pois os animais mor-

reram ate 70 dia p.i.
4.2.4.2. Isolamento

0 VDA foi isolado de todos ©0S grupos, a excecao do
Grupo III,

Nos Grupos I, Il e IV, o wmaterial inoculado apresen
tou ECP logo na 12 passagem. Assim, no Grupo I foi realizado o
isolamento em duas amostras de amigdala, uma de pulmao e tres
do SNC no Grupo IIl, duas de amigdala, gquatro de pulmao e duas
no SNC no Grupo 1V, duas de amnigdala e duas de pulmao (TAB. X).

0 ECP, nos grupos relacionados apresentaram-se se-
melhantes, com.formacéo inicial de sincicios e posterior des-

truicao da parede celular.




TABELA VIII - Quadro clinico do grupo
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de leitoes Landrace-Lar-

ge White inoculados com amostra referencia (Gru-

po I111)

Sinais clinicos D a_s

1 2 3 4 5 6 7
Hipertermia 0/4* 4/4 474 4/4 4/4 2/2 0/0
Apatia 0/4 0/4 1/4 3/4 4/4 2/2 0/0
Secrecao nasal, espirros 0/4 0/4 0/4 4/4 4/4 0/2 0/0
Taquipneia 0/4 0/4 0/4 1/4 2/4 0/2 0/0
Sintomas nervopsos 0/4 0/4 0/4 4/4 4/4 2/2 0/0
Morte | 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 2/4 2/2

* = Animal com sinal clinico/grupo
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FIGURA 1 - Temperatura corporal do grupo de sui-

Media das temperaturas do grupo inoculado.
Madia das temperaturas do grupo controle,.

Inoculacao.

Landrace-Large White, inoculados

com amostra isolada na FEHB (Grupo 1)
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0 1 Va 3 4 5 6 Dia
M = Media das temperaturas do grupo inoculado.
¢ - Media das temperaturas do grupo controle.

Dia 0 = Inoculacao.

FIGURA 2 - Temperatura corporal do grupo de sui-
nos, Piau, inoculados com amostra iso-
lada na FEHB (Grupo II).
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0 1 2 3 4 5 6 Dia
W = Media das temperaturas do grupo inoculado.
C = Média das temperaturas do grupo controle.

Dia 0 = Inoculacao.

FIGURA 3 - Temperatura corporal do grupo de sui-
nos Landrace-Large White, inoculados
com amostra referencia (Grupo III).
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C
0 1 2 3 4 5 6 Dia
= Media das temperaturas do grupo inoculado.
C = Media das temperaturas do grupo controle.

Dia 0 = Inoculacao.

pos Piau, inoculados com amostra
ferencia {(Grupo IV).

FIGURA 4 - Temperatura corporal do grupo de sui-

re-
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TABELA IX - Quadro clinico do grupo de leitoes Piau inoculados

com amostra referencia (Grupo IV)

Sinais clinicos D a_s

1 2 h3. 4 5 6 7
Hipertermia 0/4* 4/4 4/4 474 0/3 071 0/0
Apatia 0/4 0/4 4/4 4/4 4/3 1/1 0/0
Secrec¢ao nasal e espirros 0/4 0/4 0/4 4/4 473 1/1 0/0
Taquipneia 0/4 0o/4 0/4 4/4 473 0/1 0/0
Sintomas nervosos 0/4 0o/4 0/4 1/4 3/3 1/1 0/0
Morte 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 2/3 1/1

* = Animal com sinal clinico/grupo
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4.2.4.3. Achados anét?mo-histopato16gicos

0s grupos inoculados com as duas amostras nao apre-
sentaram grandes diferencas em relacao a necropsia. Obéervaram
se lesoes pouco mais severas no grupb inoculado com amostra do
virus de referencia (Grupos III e IV), apresentando cerebro com
areas congestas mais extensas e edema pulmonar mais acentuado,
com areas de consolidacao e pneumonia (TAB. X).

Quanto ao quadro histopatoldgico, as lesdes diferen
ciaram-se de acordo com o grau de severidade da doenca em cada
grupo (TAB. XI).

As lesces de amigdala variaram de discreta a modera
da hiperplasia de foliculos linfoides, alem de areas de conges
tao e hemorragia. Apenas um animal do Grupo III destacou-se por
abresentar quadro de congestao mais acentuado, observado tam-
bem durante a necropsia. |

Quanto ao pulmao, os Grupos I e III apresentaram-se
com grau de lesoes semelhantes relacionado a discreta a modera
da congestdo, com areas locais de enfizema e hemorragia. Ji nos
Grupos II e IV, a congestao apresentou-se mais generalizada,
de grau moderado a severo, com aumento da celularidade das pa-
redes alveolares, espessamentodos septos, com areas de enfi-
zema e hemossiderina. Tres animais do Grupo Il e um do Grupo
IV apresentaram severa broncopneuiionia intersticial aguda com
extensas areas hemorragicas, caracterizado por .infiltrado de
celulas inflamatorias predominantemente mononucleares (linfoci
tos) e polimorfonucleares (neutrofilos) e exsudacdo constitui-
do por celulas descamadas, piocitos e "debris" celulares na luz
dos bronguios.

0 principal achado histopatologico no SNC foi a me-
ningoencefalite nao supurada aguda, e todos os grupos apresen-
taram esta lesao mas em graus diferentes. No Grupo I, observou
se 0 guadro histopatologico nervoso mais acentuado, quando com
parado com o Grupo II, apresentando lesoes relacionadas com con
gestdo, desmielinizacao, gliose focal associada a degeneracao
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TABELA X - Isolamento do VDA de suinos Piau e Landrace-lLarge
White inoculados com amostra da FEHB e com amostra
de referencia

Grupos inoculados

Amostras colhidas®* Amostra FEHB Amostra referencia
| 11 111 IV
A 2/4%* 2/4 0/4 z2/4
p 1/4 474 0/4 2/4
SNC 3/4 2/4 0/4 0/4
*A = Amigdala
P = Pulmao
SNC = Sistema nervoso

* %

Amostras positivas/amostras inoculadas
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i

+++ = Lesoes

**Grupo |
-Grupo 11
Grupo 111

Grupo IV

TABELA XI - LesOes macroscopicas observadas nos grupos de sui-
nos Piau e Landrace-Large White, inoculados com as
amostras da FEHB e de referencia

i Z
Orgao Lesoes Amostra FEHB Amostra de referencia
I Il I11 Iv

Amigdala Congestao x _ _ N

Pulmao Congestao + + + +
Edema + ++ + +++

SNC Congestao + ++ ++ ++

Intestino Congestao + + - +

*_ = Sem apresentar lesoes

+ = Lesoes em poucos animais

+ = Lesoes leves

++ = Lesoes moderadas

severas

Raca SPF Landrace-Large White

Raca Pilau

Raca SPF Landrace-Large White

[

Raca Piau
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de neuronios e manguito perivasc‘u1agr. ¢s Grupos III e IV nao
apresentaram grandes diferencas entre 0s grupos I e II, apenas
observarou-se gliose difusa e neuronofagia (TAB. XII).
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TABELA XIJ - Achados histopatologicos observados em sunms
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Piau

e.landrace-Large White inoculados com amostras da

FEHB e de referéncia

Grupo inoculado*

Orgdo L e s a o Amostra FEHB Amostra de referencia
I 11 111 IV
Amigdala Hiperplasia folicular + + + +
linfoide
Congestao R + + +
Pulmao Congestao + ++ o+ ++
Hemorragia + ++ 3 +
Enfizema £ + + ++
Edema + + * +
SNC Congestao ++ o+ ++ +
Degeneracao e neuronofagia ++ H+ + +
Manguito perivascular + % + +
Gliose + + ++ .|.
* Grupo I = Landrace-Large White
Grupo II = Piau
Grupo III = Landrace-Large White
Grupo IV = Piau

\‘.

!
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5. DISCUSSAQ
5.1. Testes de SN e rewocao dos reagentes

Como este trabalho foi desenvolvido em wum rebanho
cujo objetivo principal era a preservac¢ao genetica de racas na
tivas em extingdo, procurou-se um método de erradicacao que nao
envolvesse a despopulacao da granja. Desta forma, optou-se pe-
la estrategia, teste de SN eliminacao dos reagentes, conforme
experimentos de outros pesquisadores (HOWARTH & WEST, 1981;
THAWLEY et alii, 1982).

0s resultados sorologicos bimensais demonstraram que
o nimero de animais sorologicamente positivo diminuiu, sugerin
do que a doenca n3ao se apresentava sob forma ativa no rebanho.
A partir da 33 sorologia, observou-se apenas casos esporadicos.

Nesta 32 sorologia, apenas um animal foi positivo.
Fra uma porca da "raca" Piau, gue estava gestante e que, por
seu alto valor genetico, foi mantida no rebanho ate a desmama
de sua leitegada. Este fato ocorreu entre a 32 e a 52 sorolo-
gia. Por nao possuir instalacoes apropriadas para o isolamento
e por deficiencia de pessoa],-esta porca ao parir foi indevida
mente colocada com outra negativa, juntamente com sua Jelitega-
da, possibilitando, assim, uma possivel distribuicao do virus
neste grupb (BASKERVILLE, 1972; iic FERRAN & DOW, 1373; MAES et
alii, 1983). Apos a desmama, essas duas leitegadas foram agru-




padas a outras, no piquete%de creche.

Por ser o 49 'e 50 testes sorologicos negativos, con
siderou-se a DA erradicada, mas, no periodo entre a 53 e 62 s0O
rologia, ocorreu a introducao, no rebanho, de animais de ori-
gem desconhecida. Como o objetivo principal do nicleo & a pre-
servacao de racas suinas nativas em extincao, muitas vezes tor
na-se imprescindivel aproveitar oportunidades para aquisicao de
animais. Foi o caso de tres porcas da "rag¢a" Casco de Burro,
recebidas por doacao, procedentes do Rio Grande do Norte e de
12 animais da "racé" Mundi, oriundos da regiao de Tarumirim-MG
Devido a falta de instalacdes, esses animais foram introduzi-
dos no rebanho, sem a devida quarentena, e, na oitava sorolo-

3]

gia, um do6s animais da "raca" Mundi, apresentou titulo sorolo-
gico de 1:32 pelo teste de SN.

Na 62 sorologia, foi detectado um unico animal so-
rologicamente positivo que, coincidentemente, nasceu e foi des
mamado na mesma epoca da leitegada da porca positiva ao 39 tes
te. Este fato tornou-se importante em relagao a manutencao do vi
rus neste rebanho, pois, leitoes filhos de porcas positivas po
dem eliminar o VDA por ate oito semanas sem, no entanto, tor-
narem-se sorologicamente positivos (BASKERVILLE, 1972; Mc FERRAN
& DOW, 1973; MAES et alii, 1983).

0 stress do transporte, a impossibilidade de se fa-
zer o vazio sanitario, a falta de pessoal para a realizacao de
Timpeza e desinfeccdao eficiente, a alteracao do manejo, efetua
da durante o experihento, podem ter contribuido para o apareci
mento de novos reagentes, o que concorda com outros autores co
mo NARA, 1985; BASKERVILLE, 1981; CRANDELL, 1985. - -

Por outro lado, sabe-se que, nesta estrategia de er
radicacao, recomenda-se o teste sorologico de 30 em 30 dias, o
que nao ocorreu neste trabalho. As condi¢oes da granja, ou se-
ja, manutencdao dos animais ein regime semi extensivo, dificulta
va 0 seu agrupamento mensal. Nosso experimento, procurando mi-
nimizar este problema, utilizou sangrias.bimensais, que seriam

mais convenientes para criacoes extensivas e semi extensivas
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[THAMLEY et alii, 1982; WHIGHT et alii, 1982). )

N Qutro fator importante a se considerar como': pbnto
1imitahte foi o teste de SN. Embora seja o teste de referencia,
de alta sensibilidade e especificidade, apresenta 1imitac6es
quanto a ‘citotoxicidade, verificada em soros hemolizados ou con
taminados, o que pode levar a resultados falso negativos (THAWLEY
et alii, 1982). Para se obter resultados satisfatorios na es-
trategia, testes de SN e eliminacao dos reagentes, o intervalo
entre a sangria e o resultado deve ser minimo. Em nosso expe-
rimento, o tempo entre 0s retestes dos soros toxicos (presen-
tes em 2% dos soros colhidos) ou mesmo entre a propria sangria
bimensal e o resultado de SN, foi considerado, em alguns casos,
demasiado longo, em media, 30 dias. Est;‘étraso nos resultados
contribuiu para a manutencdo de animais positives no rebanho,
comprometendo assim, parcié]mente, 0 experimento.

A nersisténcia do VDA no ambiente & um fator impor-
tante no controle. Desde o inicio do experimento, tentou-se uma
limpeza das baias através da utilizacao de hipocloreto de so-
dio a 2%, mas, pela falta de pessoal tecnico, esta medida nao
foi prontamente cumprida. Por este mesmo motivo, nio nos foi
nossTvel estabelecer um controle nos piquetes, atraves da re-
mocao dos dejetos ou mesmo aeracao da terra que poderia ameni-
zar a viabilidade do VDA (DAVIES & BERAN, 1331).

Qutro ponto a ser discutido esta ligado ao tempo de
duracio de anticorpos colostrais que pode levar a resultados
falso positivos (Mc FERRAN & DOW, 1973; BASKERVILLE, 1981, MAES
et alii, 1983). Por esta razao, no inicio do trabalho, so fo-
ram estudados suinos com mais de 16 semanas de idade, para o
teste de SN, mas a partir da setima sorologia, este fato foi
reconsiderado e 0 teste passou a ser efetuado em animais com i
dade a partir de oito semanas.

Durante as nove sorologias,. nenhum animao filho de
fémea infectada apresentou-se com titulos sorologicos a DA. Es
te fato sugere gue animais provenientes de maes, ainda que com
baixos titulos, nEo apresentam riscos de inféccao, 0 que nao
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se pode afirmar em felacéo a sua c§pacidade de eliminar virus
(Mc FERRAN & DOW, 1273; BERAN et alii, 1980; KOMANINA et atii,
1936).

A wmanutencio de animais sorolocgicamente reagentes sem
adeguado isolamento, no rebanho em estudo, assim como a perma-
nencia de falso negativo, a introducao de novos animais no re-
bénho sem quarentena e exames previos; o periodo demasiado Ton
go entre duas sorologias; a idade tardia da primeira colheita
em Teitdes, poderiam ser considerados como fatores 1limitantes
na eliminacao da infecgao.

Nao se pode excluir fatores ligados a outras doen-
cas ou mesmo as. condicdes sanitarias precarias da granja, como
causa da mortalidade de leitdes e alguns casos de aborto veri-
ficados com certa freqﬂéncia no inicio do trabalho (HOWARTH &
WEST, 1381). :

Ndio foi possivel levantar dados com o objetivo de se
comparar os indices zootecnicos, ao inicio e final do experi-
mento. Observou-se porem, um acentuado decréscimo na taxa de
natimortos e refugos durante o trabalho. Mas, a partir destes
fatos, ndo se pode concluir que esta melhoria deveu-se a eli-
minacao progressiva dos animais sorologicamente positivos a DA
neste rebanho, uma vez que, seu manejo e as condi¢oes sanita-
rias foram alteradas durante a execucao do trabalho.

Nao se sabe se houve infecgao latente em periodos
indeterminados, durante o experimento. 0 que se tem de conclu-
sivo & que o VDA foi isolado por metodos de rotina nos animais
sorologicamente positivos, sugerindo uma persistencia cronica,
que levou a um quadro assintomatico da DA, possivelmente devi-
do a pronria condicao de manejo deste rebanho.

Todas estas dificuldades discutidas podem ser con-
sideradas como fatores limitantes na erradicacao da DA neste
rebanho, e as -fakhas conetidas devem ser evitadas em futuros

exnerimentos.
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. 5.2. Inocu1ac§0 em coelhos :

Nio houve reproducio da DA em nenhuma das 20 amos-
tras inoculadas em coelhos. Sabe-se porem que o fato de as a-
mostras trabalhadas terem sido estocadas a -20°C e trabalhadas
posteriormente num periodo entre 60 a 90 dias, poderia ter pro
vocado a queda de titulos do VDA no material, impossibilitando
assim o seu isolamento (DAVIES & BERAN, 1981).

5.3. Inoculacao em suinos

Quanto aos resultados da inoculacgao qF Piau e Lan-
drace-Large White, em termos de sintomas e lesdes anatomo-his-
topatologicas, nao foram observadas diferencas marcantes entre
aquelas racas e as duas cepas trabalhadas. Porem, no Grupo IV,
nio se isolou o VDA do SNC, apesar de todo o grupo apresentar
morte com sintomatologia nervosa. Pela localizacao restrita do
VDA no SNC, pode ter ocorrido, durante o experimento, colheita
de material para isolamento em locais diferentes, possibilitan
do, assim, a obtencdo de materiais com diferentes concentragoes
de virus (TUNG et alii, 1974). |

0s testes soroldgicos negativos realizados aos qua-
tro dias pos inoculagdo nos quatro grupos condizem com resulta
do de Mc FERRAN et alii (1965).

0s resultados evidenciam a susceptibilidade de lei-
tses Piau, provenientes do rebanho com forma subclinica da DA,
tanto a cepa homologa (FEHB) isolada do foco, quanto a cepa de
referencia. A cepa da FEHB, embora proveniente de forma subcli
nica, foi igualmente patogenica para suinos Piau e Landrace-
Large White. |

A TAB. VI mostra que se isolou o VDA de tres grupos
de suinos (I, II e IV) dentre os quatro inoculadgs. O nac iso-
lamento do virus no Grupo III ndo tem nenhuma razdo cientifica
Acredita-se que a conservacao do material a -ZOOC'duranteump@
riodo mais longo, como no caso deste grupo, tenha inativado o0
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virus ou mesmo alguma outra interferéncia durante a
_ _ , Sy C
cao do material (DAVIES & BERAN, 1981).
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6. CONCLUSOES

0s resultados obtidos no presente trabalho permitem

as seguintes conclusoes:

. Embora tenha sido observado uma reducao acentuada
da infecc¢cdo, o trabalho nao permitiu a sua erradicécao, possi-
velmente devido aos per?odos relativamente longos entre a san-
gria e a eliminacao dos reagentes, introducaoc de animais soro-
logicamente desconhecidos, ou persistencia do virus no auwdien-

te durante o experimento.

. A amostra isolada, mostrou-se patogenica para ca-
mundongo e suino, das racas Piau e Landrace-Large White embo-
ra nio tenha sido verificado nenhum episodio clinico da doenca
no rebanho, durante o periodo de execucao do trabalho.

. Maior numero de cepas, isoladas de forma subclini
cas da DA, deveria ser estudada comparativamente, assim como as
sorologias do plantel deveriam ser mantidas a intervalos mais
curtos, visando a conclusoes mais definitivas.
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