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RESUMO

Foram examinadas para Herpesvirus Bovino 1 (HVB 1)
um total de 427 amostras bovinas procedentes de oito zonas fi
siograficas, sendo seis do Estado de Minas Gerais, uma do Es-
tado de Goias e uma do Estado do Rio de Janeiro, constituidas
de 400 amostras de hemo-soros, 26 raspados vulvo-vaginais (RWW)
€ um raspado prepucial (RP) de bovinos. Evidenciaram-se anti—
corpos em 280 (70,0%) das amostras de hemo-soros  examinadas
pela prova de hemoaglutinagdo passiva (HAP) e em 269 (67,2%) pe
lo teste de soroneutralizac3o (SN). O virus foi isolado em 21
(77,8%) das amostras de RVV e RP, em cultivo de células MDBK
e identificado através da imunofluorescéncia direta (IED).
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1. INTRODUGZAO

O diagnostico laboratorial das enfermidades causa-
das por herpesvirus baseia-se no isolamento do virus e identi
ficacao mediante diversas provas sorologicas, tais como: so-
roneutralizacao (SN) (DANNACHER & MARTEL, 1978}, fixacao de
complemento (FC) (DOLL et alii, 1953), imunodifusio (ID) (SMI
TH & STEWART, 1978), imunofluorescéncia (IP) (ALLAN et alii,
1984), hemoaglutinacido passiva (HAP) (LABADIE & TOMA, 1979) e
O teste ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (ROSZKOWSKI
et alii, 1978).

No caso especifico do Herpesvirus Bovino 1 (HVB 1)
agente etioldgico da rinotraqueite infecciosa bovina -~ vulvo-
vaginite pustular infecciosa (IBR-IPV), o isolamento & feito
em cultivos celulares primirios, especialmente em células re—
nais de feto bovino (MADIN et alii, 1956) e na linha celular
MDBK (MADIN & DARBY bovine kidney) (STEVENS & GROMAN, 1963 )
produzindo efeito citopatico (ECP) caracteristico, visivel ao
microscopio e inclusdes virais intranucleares do tipo A de
Cowdry (CHEATHAN & CRANDELL; 1957). A identificac¢do se faz pPe
la prova de SN (JENNEY & WESSMAN, 1978).

As provas soroldgicas mais utilizadas para eviden-
ciar anticorpos contra o HVB 1 s3o SN (HOUSE & BAKER, 1971) |,
IF (SCHIPPER & GROW, 1968), FC (WELLEMANS & LEUNEN, 1973} e
ID (ESTELA, 1967).




A prova de HAP tem sido também aplicada ac estudo
do HVB 1, e alguns pesquisadores consideram-na mais rapida e
sensivel do que a SN (WHITMAN & HETRICK, 1965; SHIMIZU et alii,
1972; ZYAMBO et alii, 1973b; ESPINASSE et alii, 1978; KIRBY
et alii, 1974; BERRIOS et alii, 1983).

O HVB 1 foi isolado pela primeira vez nos Estados
Unidos por MADIN et alii (1956). Apds esta descrigdo, a IBR-IPV
tem sido diagnosticada em diversos paises do mundo, sendo res
ponsavel por graves perdas econdmicas.

No Brasil, os primeiros isoclamentos do HVB 1 foram
feitos por ALICE (1978); no Estado da Bahia, examinando raspa
dos das piistulas vaginais de vacas e por MUELLER et alii (1978),
no Estado de Sao Paulo, de um rim de feto bovino proveniente
de matadouro. A presenca de anticorpos contra o HVB 1 foi cons-
tatada por GALVAO et alii (1962-63), no Estado da Bahia, em
158 (34,4%) das amostras de hemo-soros de bovinos colhidas nas
principais regides de pecuaria do estado e por WIZIGMANN et
alii (1972), no Estado do Rio Grande do Sul, em 76 (33,18%)
das amostras de 11 municipios.

Recentemente, GALVAO (1984) examinando materiais de
campo procedentes de rebanhos bovinos de Minas Gerais, conse-
guiu isolar o HVB 1 em 51,4% destes materiais.

O HVB 1 compromete diferentes Orgios e sistemas, in
clusive os da reprodugao. O complexo clinico-patoldgico, além
do sindrome respiratdério (MILLER, 1955), pode vir associado i
querato-conjuntivite (PROVOST & BORREDON, 1965}, vulvo-vagini
te (SAXEGAARD, 1970), aborto (McKERCHER & WADA, 19%64), balang
postite (HUCK et alii, 1971), encefalite (FRENCH, 1962) e en-
terite (WELLEMAN et alii, 1974).

A hemoéglﬁtinacéo passiva ou indireta (HAP-HAI) &
uma prova soroldogica usada para antigenos que ndo possuem a
propriedade de aglutinar eritrdcitos. E aplicada a grande ni-
mero de antigenos soluveis, protéicos ou polissacarides, os
quais sao adsorvidos & superficie dos eritrécitos que funcio-
nam camo particulas indicadoras. De um modo geral, antigenos po-

lissacarides, guando nao muito purificados, podem fixar-se di




retamente aos eritrocitos. Os antigenos protéicos, entretano,
requerem tratamento previo dos eritrdcitos com Acido tanico '
com o gque €& possivel obter suspensdes celulares especificamen
te aglutinaveis em presenca dos respectivos anti-hemo-soros
(BOYDEN, 1951).

E de grande importdncia no diagndstico a nivel la
boratorial que a prova utilizada seja rapida e precisa, tanto
para se eleger um tratamento mais adequado, como para accmpa-
nhar um programa de prevencao, controle ou erradicacao da doen
ca.

Em vista disso, o presente trabalho tem por objeti
vo avaliar a prova de HAP por ser mais simples, rapida, sen-
sivel e especifica, em comparagao com a prova padrdo de SN e
o método de isolamento de virus em cultivo celular, para de-

terminar a prevaléncia.




2. REVISAO DE LITERATURA

Nas Gltimas décadas tem-se pesquisado novos meéto-
dos para diagnostico das infec¢des virais, visando simplifica
los, sem entretanto comprometer sua sensibilidade e especifi-
cidade.

WHITMAN & HETRICK (1965) foram os primeiros a de-
senvolver experimento com a prova HAP para detectar anticor-
pos contra o HVB 1, comparando-a com a SN. Utilizaram trés he
mo-soros de bovinos e tres hemo-soros de coelhos, colhidos de
animais imunizados com o HVB 1, anti-hemo-soros para herpes sim
ples, herpes zoster e parainfluenza 3 e 16 hemo-soros de bovi
nos. Em todos os testes realizados os resultados obtidos pela
HAP foram iguais aos da SN. Com relacido aos titulos, em mui-
toscasos, os encontrados pela HAP foram até oito vezes mais al
tos do que pela SN. Nao verificaram qualquer reacdo cruzada en
tre o HVB 1 nos testes e herpes.simples, herpes zoster e pa-
ra-influenza 3. Concluiram que a prova de HAP é tdo especifi-
ca quanto a SN e mais sensivel.

MAGLIONE et alii (1971) desenvolveram uma pesquisa
através das provas de HAI e eletoforese, utilizando amostras
de hemo-soros de dois bezerros, um macho e uma fémea, infecta
dos experimentalmente com o HVB 1. Os animais foram testados
antes e apos serem infectados. Os titulos de anticorpos con-

tra o HVB 1 pela HAI, a partir do décimo primeiro dia até o




septuagésimo quarto dia, variaram de 1/16 a 1/32, baixando lo
go em seguida. No exame eletroforético ocorreu um aumento de
gamaglobulina no periodo seguinte a infecg¢do, voltando ao nor
mal em cerca de quatro meses. Os resultados obtidos demonstra
ram que, em bezerros, baixos titulos de anticorpos podem tam-
bém significar recente restabelecimento da doencga.

VENGRIS & MARE (1971) compararam a HAP e a SN no
sistema de microtitulo, usando diferentes cepas de herpesvi-
rus (IBR-LA e IBR-BF). Concluiram que a HAP possue alto grau
de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, e com
relagao as duas cepas de virus usadas notaram gue © mesmo an-
ti-hemo-soro deu dois titulos mais baixos para IBR-BF do que
para a cepa IBR-LA.

SHIMIZU et alii (1972) compararam a HAP e a SN,
através de testes realizados em 130 amostras de hemo- soros de
bovinos de corte, pertencentes a rebanho afetado pela IBR-IPV.
A HAP deu titulos de anticorpos contra o HVB 1, dez vezes mais
altos do que a SN; embora houvesse uma consideravel variacgio
de diferencas entre os titulos. Utilizaram ainda trés vacas in
fectadas pela via nasal, com o HVB 1. Amostras de hemo-soros,
foram colhidas periodicamente para titulagao, e a HAI eviden-
ciou anticorpos a partir do sétimo dia apés a inoculacdo. No
entanto, somente entre o nono e décimo primeiro dias ambas as
provas detectaram anticorpos nas trés vacas, persistindo por
mais de seis semanas. Concluiram que, em estagio precoce de
infeccdo, a HAI & melhor do que a SN, pois evidenciou anticoxr
pos 198 e 75, enguanto que a SN somente o 78, que demonstra es
tigio mais avangado de infeccdo. A HAI mostrou-se mais sensi-
vel do que a SN, combinando_relativa rapidez na execugao, eco
nomia de reagentes e vidraria.

ZYAMBO et alii (1973b) analisaram a HAP, atravées de
‘comparag¢des entre seus varios parametros, tais como: prepara-
cao e concentracdo de reagentes, sensibilizagdao dos eritroci-
tos, tratamento dos hemo-soros, tempo e temperatura para esto
car os reagentes e manter a microplaca em teste. Deste modo
determinaram de forma simplificada toda a prova. Em outra




pesquisa, ZYAMBO et alii (1973a) concluiram que quantitativa-
mente a HAP deu titulos de anticorpos em média sete vezes mais
altos aos obtidos pela SN, ao passo que, qualitativamente, se
equivalem.

KIRBY et alii (1974) examinaram 900 amostras de he
mo-soros de bovinos pertencentes a 40 rebanhos diferentes pe-
las provas de HAI e SN. Os titulos de anticorpos contra o}
HVB 1 foram dez vezes mais altos pela HAI do que pela SN. Das
amostras testadas, 9,8% foram positivas para SN, com titulos
1/2, enguanto que 21,2% foram positivas para HAI, com titulos
1/8. Analisaram ainda dois bezerros da raca Jersey de 15 dias
de idade, infectados pelas vias nasal e ocular com HVB 1. A-
mostras de hemo-soros e zaragatoa nasais foram colhidos em in
tervalos regulares. O virus foi isolado 72 horas apos inocula
¢ao e anticorpos foram confirmados pela HAI nove dias apos a
infecgcao. Engquanto gue pela SN, anticorpos em niveis signifi-
cativos nao apareceram até o décimo sétimo dia. Concluiram que
a HAI oferece maior sensibilidade e rapidez do que a SN e sua
elaboragdo é simples, portanto de grande valor para o diagnos
tico da IBR-~IPV.

SWANEPOEL et alii (1976) utilizaram 11 bovinos in-
fectados com o HVB 1 pelas vias nasal ou genital. Durante seis
meses foram colhidas amostras de hemo-soros e analisados atra
vés de HAI, SN e FC. A HAI detectou titulos de anticorpos mais
altos do que a SN, mas com niveis de flutuag¢bes proporcionais.
A prova de FC apresentou uma maior flutuagdo e foi menos sen—
sivel.

DANNACHER et alii (1979) fizeram um levantamento so-
rolégico para a IBR—IPv; analisando 841 amostras de hemo-so-
ros de bovinos pelas provas de HAP e SN. Na anidlise dos resul
tados obtidos com as provas, 805 (95,7%} foram concordantes e
apenas 36 (4,3%) discordantes.

BERRIOS et alii (1983) compararam as provas de SN,
HAP, FC e ID através da resposta imune humoral de quatro coe-
lhos inoculados com o HVB 1, cepa Puente Alto Chile. Todas as

provas detectaram anticorpos a partir de sete dias da primei-




ra inoculac¢ao com um aumento gradual dos titulos, os quais al
cancaram valores maximos entre 28 e 35 dias. Apds uma segunda
-inoculag¢do ocorreu um incremento dos titulos dos hemo-soros,
com valores maximos entre 14 e 21 dias, que em seguida decli-
naram lentamente. Diante disso, recomendam o uso da prova de
HAP para o estudo e diagnostico do HVB 1 por ser econdmica, ra
pida e sensivel.

SURI BABU et alii (1984), na India, analisaram a
prevaléncia da IBR-IPV em 1684 amostras de hemo-soros de bovi
nos pertencentes a cinco regides diferentes, através da prova
de HAI. Encontraram 64,7% (1090/1684) de amostras positivas,
com titulos de anticorpos contra o HVB 1 > 1/8.

No Brasil a aplicagao da prova de HAP-HAI ndo es-
ta sendo usada; apenas dois trabalhos relativos ao assunto fo
ram encontrados.

Em Lavras, Estado de Minas Gerais, LIMA et alii
(1977} examinaram 38 amostras de hemo-soros de bovinos Holan-
deses importado da Argentina pela HAP e identificaram 16 (42,1% )
de amostras reagentes, com titulos, assim distribuidos: nove
com titulos 1/2; seis; 1/4 e uma,1l/8.

Logo em segquida, LIMA (1978), com a finalidade de
pesquisar a prevaléncia de anticorpos contra o HVB 1 no Muni-
cipio de Trés Coragdes, Minas Gerais, examinou 733 amostras de
hemo-soros de bovinos procedentes de 166 propriedades pela pro
va de HAP. Encontrou uma prevaléncia de 6,96% (51/733) de amos
tras positivas, que apresentavam titulos > 1/4.

Recentemente, GALVAO (1984) , em abrangente traba-
lho de pesquisa, comparou a técnica de imunofluerescécnia di-
reta (IFD) com os procedimentos convencionais para isolamento
e identificacao do HVB 1 em amostras de campo, além de obser-
var a eficiéncia da linha celular MDBK para o isolamento do
virus. Analisou 230 amostras de raspado prepucial (RP), 47 de
muco cérvico-vaginal (MCV) e 38 de raspado vulvo-vaginal (RVV).
Isolou e identificou o HVB 1 em 51,4% destas amostras. Pelo
teste de IFD conseguiu revelar o virus em 40,0% dos materiais

examinados. Em alguns casos, como nas amostras de (MCV), apre




sentaram 74,5% de positivos pelo isolamento de virus e 68,0 &
pela IFD. O teste de IFD apresentou-se menos sensivel, mas de
especificidade idéntica ao do método de isolamento do virus.
Quanto 3 linha celular MDBK mostrou-se adequada para a evidén

ciacdao do HVB 1.




3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material

O material de pesquisa utilizado neste trabalho
constituiu-se de 400 amostras de hemo-soros, 26 raspados vul-
vo-vaginais (RVV) e um raspado prepucial (RP), oriundo de re
banhos bovinos localizados em oito zonas fisiograficas, assim
distribuidas: seis no Estado de Minas Gerais, uma no Estado de
Goias e uma no Estado do Rio de Janeiro. |

As zonas nara efeito descritivo foram denominadas

- Campos das Vertentes (MG)
- Mata (MG)

- Metalurgica (MG)

Montes Claros (MG)

- Triangulo (MG)

- Sul (MG)

- Rio Verde (GO)

-~ Rio de Janeiroc (RJ)

o =Moo aw
1

As amostras de RVV e RP foram colhidas de bovinos

com sintomas clinicos da doenga, inclusive aborto.

3.1.1. Hemo-soros

As amostras de hemo-soros de bovinos foram colhi-
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*3

das em tubos de 10 ml proprios para sangria ("vacuteiner") e
deixados em repouso a temperatura ambiente, até a formagao do
coagulo. O transporte foi feito sob refrigerag¢ao. No laboratd
rio, apos centrifugacdo a 800 g (2.500 r.p.m.) por 10 minutos,
os hemo~soros foram colocados em tubos de 100 x 10mm com tam-
pa de rosca, previamente esterilizados, identificados e pos-

teriormente estocados a -20°C até a realizacao das provas.
3.1.2. Raspados vulvo-vaginais (RVV)

Foram colhidas 26 amostras com uso de pipeta pre-
conizada por BARTLETT (1949). O material era colocado em fras
cos estéreis contendo 10 ml de salina a 0,85%, tamponada, pH
7,2 e transportados sob refrigeracao.

No laboratdrio, separava-se uma aliquota de 3 ml,
tratando-a com antibidoticos (1000 UI de penicilina G potassi-
ca*, 1000 ug de sulfato de estreptomicina* e 50 upg de anfote-
ricina - B** por ml) durante 12 horas a 4°c. Enm seguida, es-

tocava-se a -80°C até o momento de isolar o virus.
3.1.3. Raspado prepucial (RP)
Foi procedido como descrito em 3.1.2.
3.1.4. Virus de referéncia
Cepa IBR-LA, cedida pela Universidade de Davis ,

Califdérnia, foi utilizada como antigeno nas provas sorologi-

case para a produgac de hemo-soros hiperimune.

* Fontoura Wyeth, Sao Bernardo do Campo, Sao Paulc (Brasil).
** Squibb Ind. Quim. S/A, Santo Amaro, Sao Paulo (Brasil).
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3.1.5. Hemo-soro hiperimune

Para a producdo de hemo-soro hiperimune foram uti-
lizados coelhos adultos, machos, infectados com a cepa wviral
de referéncia. O inoculo foi preparado usando-se 108'5 DICC
50/ml da cepa IBR-LA, emulsionada em partes iguais com adju-
vante completo de Freund. Os animais foram submetidos ao se-
guinte esquema de hiperimunizagao:

Inoculacao de 0,5 ml de virus puro por via intrave
nosa (IV) e 2,5 ml da emulsao viral com adjuvante completo de
Freund, por via intramuscular (IM), em quatro sitios diferen-
tes, sequida de quatro inoculagoes subcutaneas (SC), com in-
tervalo de uma semana.

A sangria total, através de puncao cardiaca, foi

procedida uma semana apds a ultima inoculacao.
3.1.6. Cultivos celulares
3.1.6.1. Meios de cultivo

Para crescimento da linha celular, foi utilizado o
MEM-Eagle* suplementado com 5% de soro fetal bovino (SBF) ina
tivado e antibidticos (200 UI de penicilina G potassica, 200
ug de sulfato de estreptomicina e 5 ug de anfotericima - B
por ml), sendo em sequida filtrado. Para replicacao do virus,
o0 meio de manutencao {(MM) utilizado foi idéntico ao de cresci
mento, exceto por conter 0,3% de albumina bovina (AB) ao in-
vés de SFB.

3.1.6.2. Linha celular

Foi utilizada a linha celular MDBK, cedida pelo

Centro Panamericano de Febre Aftosa - Dugue de Caxias, Rio de

* GIBCO Laboratorie, Grand Island, New York (USA}).




Janeiro, Brasil.

Os monoextratos celulares foram lavados com solu-
c¢ao salina fosfatada (PBS) pH 7,2 e incubados a 37°C, por cin
co minutos, com solucao de tripsina versene (STV), preparada,
com tripsina* a 0,5% e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) **,
A suspensao celular assim obtida foi diluida em meio de cres-
cimento na concentraciao de 3 x 105 celulas/ml e distribuida em
garrafas de Roux (100 ml/garrafa}. Estas foram mantidas em es
tufa a 37°C por 48-72 horas para a formacdo da monocamada ce-

lular.
3.1.7. Eritrocitos

Sangue de ovinos sadios foi colhido em solugio de

Alsever e estocado a 4°C por um periodo maximo de sete dias.

3.1.8. Diluente

Na prova de HAP foi utilizado, como diluente, sali
na a 0,85% suplementada com 2% de hemo-soro de coelho, previa
mente inativado em banho maria (BM) a 64°C por 30 minutos.

3.2, Metodos

3.2.1. Provas soroldgicas

3.2.1.1. Hemoaglutinagao passiva (HAP)

Para vpesquisar anticorpos contra o HVB 1, foi uti-

lizada a prova de hemoaglﬁtinacéo passiva descrita por ZYAMBO
et alii (1973b).

* DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan (USA)
** REAGEN Quimibras Ind. Quim. S/A, Rio de Janeiro (Brasil).
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3.2.1.1.1. Titulagdoc do virus

A titulacao da cepa IBR-LA foi feita através de di

L 1077) em microplacas* de fundo pla-

luigbes decimais (10~
no. Para cada diluicao foram usados cinco pogos. Em cada pPOCO
foi colocado 0,025 ml de MEM-Eagle, sem soro, com auxilio de
micropipetas** simples ou micropipetas*** de canais miltiplos ;
em seguida distribuia-se cada diluig¢do do virus (0,025ml) nos
pocos correspondentes, mantendo a microplaca en temperatura am-
biente por 60 minutos e acrescentou-se a cada poco 0,050ml da
suspensao celular (104 células/ml} em meio de crescimento, su
plementado com 5% de SFB. A microplaca foi colocada a 37°C em
incubador contendo 5% de CO2' Apos 72 horas efetuou-se a lei-
tura microscopica, e o titulo infectante do virus foi calcula

do pelo método de REED & MUENCH (1938).
3.2.1.1.2. Preparacdo do antigeno (ag)

Para a produg¢ao do antigeno, as garrafas de Roux a
presentando a monocamada foram lavadas com PBS PH 7,2 e inocu
ladas com 106'5DICC 50/ml do virus. Apds um periodo de 60 mi-
nutos a 37°C, foi adicionado MM, e as garrafas foram incuba-—
das em estufa a 37°C até apresentacao de efeito citopatico (ECP),
completo. Depois de trés ciclos de congelacio e descongelacao,
o fluido de células infectadas com o virus foi centrifugado a
1.800g por 15 minutos e o sobrenadante centrifugado a 60.000g
por 90 minutos em centrifuga**** Beckman modelo C® - 50, sob
refrigeracao. O sedimento final foi suspenso em salina na pro
porgao de 1/10 do volume original, distribuido em aliquotas de

1,8 ml e estocado a -80°%, por um periodo maximo de 66 dias.

* LIBRO Chemical Co., Inc. New Haven, Connecticut (USAa).
** DINATECH Laboratories Inc., Alexandria, Virginia (USA).
*** EFLAB OY, Helsinki (Finl&ndia).
**** BECKMAN, Inc., Palo Alto, Califérnia (USA) .
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3.2.1.1.3. Preparacao de eritrdcitos formolados e
taninizados (EFT)

Os eritrdocitos colhidos em solugdo de Alsevaer fo-
ram lavados trés vezes com PBS pH 7,2 e diluidos para obter-
se uma suspensao a 10%. Adicionou-se igual volume de salina for
molada a 3%, e a mistura foi incubada em estufa a 37% por 20
horas. Em seguida foi lavada trés vezes com PBS pH 7,2 e © se
dimento suspenso a 10%.

A taninizacdo foi feita misturando acido tanico* na
concentracao de 1/20.000 em salina a 0,85% com igual volumeda
suspensao anterior e estocada a 4°c por um periodo maximo de
16 dias. |

3.2.1.1.4. Sensibilizacao dos EFT pelo Ag (EFT/Aqg)

0 método de VENGRIS & MARE (1971) foi wusado para
sensibilizacao dos EFT/Ag.

Trés partes do Ag diluido 1/4 em salina a 0,85% fo
ram misturadas com duas partes de PBS pH 6,4 e uma parte de
EFT, nesta ordem. Esta mistura foi incubada em BM a 37% por
30 minutos, lavada trés vezes com PBS pH 7,2 e o sedimento sus
penso a 2% no diluente. O EFT/Ag foi estocado a 4°c por um pe

riodo maximo de sete dias.
3.2.1.1.5. Tratamento dos hemo-s50ros

Os hemo-soros foram inativados em BM a 64°c por 30

minutocs.
3.2.1.1.6. Titulacao dos hémo-soros

A titulacdao dos hemo-scros foi feita em micropla-
cas** de fundo em "V" com diluigdes duplas de 1/2 a 1/4096 dos

* MERCK Ind. Quim. S/A, Rio de Janeiro (Brasil).
*%* LIBRO Chemical Co., Inc., New Haven, Connecticut (USA).
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hemo-soros em volume de 0,025 ml no diluente, utilizando mi-
cropipetas simples e microdiluidores* de 0,025 ml de capacida
de. Em cada pogo das respectivas diluig¢des, foi adicicnado 0,025
ml de EFT/Ag sendo as placas agitadas e mantidas a 4°c. con-
troles apropriados de hemo-soros positivo e negativo, EFT/Ag,
hemo-soro teste mais EFT/Ag e EFT, foram mantidos nas mesmas
condi¢bes. Apds um periodo de oito horas, as microplacas fo-
ram examinadas, sendo o titulo expresso na maior dilui¢ao do

hemo-soro que apresentava aglutinagdo do EFT/Ag.
3.3.1.2. Soroneutralizagao (SN)

Foi realizada em microplacas de fundo plano, se-
guindo a técnica descrita por ROSSI & KIESEL (1971).

Os hemo-soros foram inativados em BM a 56°C por 30
minutos. A titulacac foi feita através de diluicdes duplas de
1/2 a 1/4096 em volumes de 0,025 ml em MEM-Eagle, suplementa-
do com 2% de SFB; adicionando-se igual volume da cepa IBR-LA
contendo 200 DICCSO/O"025m1 .
células). A microplaca foi mantida em estufa a 37 C por 12 ho

(doses infecciosas 50% em cultivode

ras. Em seguida foi acrescentado a cada poc¢o 0,025 ml da sus-
pensao celular em meio de crescimento, suplementado com 8% de
SFB. Foram usados controles do meio de crescimento, da suspen
sdo celular e do virus. A microplaca foi colocada a 37% em
incubador contendo 5%-de C02. A leitura microscopica realiza-
va-se 72 horas apos e o titulo neutralizante era expresso co-
mo a reciproca da maior diluig¢3o do hemo-soro qgue neutraliza-

va 200 DICC do virus.

50

3.2.1.3. Imunofluorescéncia direta (IFD)

Para detectar a presenca do HVB 1 em cultivo celu-
lar MDBK, foi utilizada a prova de imunofluorescéncia direta
(IFD) descrita por SILIM & ELAZHARY (1983}).

* DYNATECH Laboratories Inc., Alexandria, Virginia (USA).
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3.2.2. Isolamento de virus

Para pesquisa do HVB 1 nos RVV e RP, foi seguido o
método desenvolvido por GALVAO (1984).

3.3. Procedimentos estatisticos
3.3.1. Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi estimado por amostragem a
leatoria simples, aplicando-se a férmula recomendada pelo CEN
TRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS (1979).

p (100 - p) 22
' pd?

100

onde: n = numero de amostras a serem testadas;

D = prevaléncia esperada = 50%;
d = margem de erro esperada = 10%;
Z = grau de confianga = 1,96
_ 50 (100 - 50) . (1,96)? _ 400 amostras de he-
) \ 7 mO-sS0ros
50 . 1082
100 /I

3.3.2. Sensibilidade e especificidade

O calculo de sensibilidade e especificidade da HAP
com relacao a prova de SN e o método de isolamento de virus,
foi realizado segundo THORNER & REMEIN (1961). Os dados foram
registrados em tabelas de calculo e processados de acordo com
as formulas de THORNER & REMEIN (1961) (TAB. I).




Py

TABELA I - Modelo de tabela para calculo de sensibilidade e
especificidade da HAP

SN ou Isolamento de virus

HAP Total
Positivo Negativo

POSltiVO a b a+b
Negativo c a c+d
Total a+c b+d a+b+c+d
Nota: a = bovinos positivos pela prova

b = falsos positivos para a prova

¢ = falsos negativos para a prova

d = bovinos nao doentes negativos para a prova

Sens. = 2 x 100

a+ ¢
Esp. = 4 x 100

b + d
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4. RESULTADOS

A Figura 1 mostra os estados e zonas fisiograficas,

de onde o0s animais amostrados sdo provenientes.
4.1. Fregfiéencia de anticorpos

Pela prova de HAP, 280 (70,0%) das 400 amostras de
hemo-soros bovinos foram positivas para HVB 1 e pela SN 269
(67,2%) também o foram (TAB. I1I).

Dos 280 hemo-soros positivos ao teste de HAP, 110
(39,2%) apresentavam titulo 1/8, 162 (57,8%) tinham variac¢oes
de 1/16 a 1/64 e anrenas 8 (2,8%) amostras apresentavam titulo
> 1/124 (TAB. III).

No teste de SN dos 269 hemo-soros positivos, 18
(6,6%) apresentavam titulo 1/4 e a maioria 251 {(93,3%}) com tl
tulo variando de 1/8 a > 1/124 (TAB. IV).

4.2. Freqliéncia de isolamento

Foi isolado o HVEB 1 em 21 (77,8%) das 27 amostras
de RVV e RP examinadas. O isolamento foi confirmado pela pro-
va de IFD,

4.3. Avaliacdo da prova HAP
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FIGURA 1 - Procedencia dos hemo-soros bovinos por estados e

zonas fisiograficas.
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4.3.1. Em relagdoc a prova de. SN

Verificou-se, dentro dos hemo-soros analisados pe-
los dois testes, heterogeneidade de titulos de anticorpos pa-
ra o HVB 1 variando de 0 a > 1/128. Nos titulos 1/8, 1/16 e
1/32 foram encontrados maiores indices de anticorpos (TAB.III
e IV).

A TAB.V mostra osg resultados de sensibilidade 73,3%
e especificidade 42,4% da prova de HAP quando comparados com
a SN.

4.3.2. Em relacao ao método de isolamento

A TAB. VI apresenta os resultados da prova HAP, u-
sando-se, como referencial comparativo, o método de isolamen-
to de virus em cultivo celular MDBK. A HAP apresentou sensibi
lidade 86,4%, especificidade de 40,0% e concordancia de 77,8%.
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TABELA V - Avaliag¢do de sensibilidade e especificidade da pro

va HAP em relagao a SN

SN
HAP Total
Positivo Negativo

Positivo 231 49 280
Negativo 84 36 120
TOTAL - 315 ' 85 400
Sens. = —3—_ x 100 s = 23 v 100 = 73,3

a + ¢ 315

36

Esp. = —3% % 100 E = —— % 100 = 42,4

b+ d 85
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TABELA VI -~ Avaliacdo de sensibilidade e especificidade da
prova HAP em relacgao ao método de isolamento  de
virus

HAP Isolamento de HVB 1 Total

Positivo Negativo
Positivo 19 03 22
Negativo 03 02 05
TOTAL 22 05 27
Sens. = & x 100 S = 13 x 100 = 86,4%
a + b 29
d 2

Esp. = — x 100 E = —<  x 100 = 40,0%
b+ d 5
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TABELA VII - Resultados obtidos pelo método de isoclamento de

virus e a prova de IFD com as amostras de RVV e

RP, e pelas provas de HAP e SN nos respectivos

hemo-soros

Nimero Isolamento Titulo
de do '

animais HVB 1 IFD HAP SN
01l - N 1/4 1/2
02 I P 1/32 1/8
03 I P 1/16 1/32
04 I P 1/16 1/16
05 I P 1/16 1/16
06 - N 1/4 1/2
07 I P 1/16 1/16
08 I P 1/16 1/8
09 I P 1/16 1/16
10 - N 1/8 1/8
11 I P 1/64 1/32
12 - N 1/16 1/16
13 I P 1/64 1/16
14 I P 1/64  1/32
15 I P 1/64 1/32
16 I P 1/16 1/32
17 I P 1/16 1/32
18 I P 1/2 1/2
19 I P 1/16 1/8
20 I P 1/16 1/16
21 I P 1/8 1/4
22 I. P 1/8 1/4
23 - N NR 1/2
24 I P 1/2 1/2
25 - N 1/8 1/8
26 P 1/32 1/32
27 P 1/32 1/4

I = Isolamento
= Positivo

NR = Nao reagiu
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5. DISCUSSAO

5.1. Freqliéncia de anticorpos

As freqfiéencias 70,0% e 67,2% de anticorpos contra
o HVB 1, obtidas respectivamente pelas provas de HAP e SN,
foram consideradas expressivas, comoc demonstra a TAB.II. Re-
sultados aproximados foram conseqguidos por GALVAO (1984) e
SURI BABU et alii (1984). .

Comparando nossos resultados com aqueles cbtidos
por LIMA et alii (1977), 42,1% dos animais testados no Munici
pio de Lavras - MG foram reagentes ao HVB 1 e LIMA (1978) 6,9 %
de animais positivos com titulos > 1/4 no municipio de Trés
Coragoes - MG, verificamos divergéncias entre as freqliéncias
eﬁcontradas; estas divergéncias podem estar ligadas na execu-
cao da técnica, que tinha limitagdes no Brasil e também no ti

po de amostragem realizada.
5.2. Hemoaglutinacao passiva

Analisando as zonas fisiograficas estudadas indivi
- dualmente através das duas provas, verificou-se que a freglién
cia de amostras de hemo-soros positivas em seis zonas (A, B,
C, E, G e H) foi semelhante, exceto em duas das zonas (De F),

onde este percentual teve grande diferenca.
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Das 21 cepas de virus detectadas pelo metodo de i-
solamento e comprovadas pela prova de IFD, 19 (90,4%) foram i
gualmente positivas em suas amostras de hemo-~-soros correspon-
dentes para a HAP (TAB.VI). Nao foi encontrada na literatura
disponivel trabalho que permitisse comparar esses dados.

Para a sensibilizacao dos EFT, a diluicaoc do Ag que
melhor titulo obteve com seus reciprocos anti-hemo-soros foi
1/4, concordando com os experimentos de ZYAMBO et alii (1973b).

Com o tratamento dado aos hemo-soros em BM a 64° C
por 30 minutos, procurou-se remover as aglutininas ndo especi
ficas. Devido & inativacao de IgM, alguns hemo-soros de altos
titulos foram reduzidos em duas casas decimais, mas os de bai
xos titulos nao foram afetados (ZYAMBO et alii, 1973b). No
presente trabalho, este tratamento ndoc afetou a positividade
dos hemo-soros, ao ponto de torna-los negativos, com a vanta-
gem de eliminar aglutinacdes inespecificas.

A incubacgao da microplaca, em teste, a 37°C produz
pobre sedimentacdo dos eritrocitos nos pogos de controle (WHIT
MAN & HETRICK, 1965; ZYAMBO et alii, 1973b). ZYAMBO et alii
(1973b), verificaram que a 24%c a sedimentagdo dos eritroci-
tos e os titulos dos hemo-soros sao semelhantes aos mantidos
a 4°C. No entanto, a incubagao a 24°C tem a desvantagem da rea
caoc se desfazer apds trés a quatro horas (WHITMAN & HETRICK ,
1965; ZYAMBO et alii, 1973b). Na incubacaoc a 4°C a leitura foi
feita de cito a 18 horas, concordando com os achados de WHIT-
MAN & HETRICK (1965), VENGRIS & MARE (1971), SHIMIZU et alii
(1972), KIRBY et alii (1974), BERRIOS et alii (1983) e SURI
BABU et alii (1984) e a reacao se manteve por 48-72 horas, se
melhante aos descritos por WHITMAN & HENTRICK (1965) e ZYAMBO
et alii (1973b).

Consideraram-se positivos para a prova de HAP os
hemo-soros que, a partir da diluicao 1/8 (Z¥AMBO et alii, 1973a),
apresentavam ao menos 50% de aglutinagao dos eritrocitos (KIRBY
et alii, 1974; SURI BABU et alii, 1984). Os titulos de anti-
corpos > 1/8 foram confirmados pela prova de SN.

Os titulos dos hemo-soros obtidos pela prova de
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HAP na maioria das amostras mantiveram certo eguilibrio com
os da SN, nado sendo superiores (WHITMAN & HETRICK, 1965; SHI-
MIZU et alii, 1972; ZYAMBO et alii, 1973a; KIRBY et alii,
1974; SWANEPOEL et alii, 1976), provavelmente devido ao tra-
tanento que foi dado aos hemo-soros (ZYAMBO et alii, 1973a),
ou por causa do estidioc de infecgdo nos animais (MAGLIONE et
alii, 1971; SHIMIZU et alii, 1972).

Diante dos resultados obtidos, sugerimos para no-
vos trabalhos a sorologia sequenciada em animais infectados na-

turalmente ou artifidialmente.
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6. CONCLUSOES

Os resﬁltados obtidos permitem concluir:

1. A prova de HAP é tdo sensivel guanto a SN.

2. A HAP € mais ripida, mais economica e mais fa-
cil de executar do que a SN,

3. A especificidade da HAP foi menor em relaciao a
SN e ao método de isolamento de virus.

4. A concordancia de 77,8% da HAP com o método de
isolamento de virus foi satisfatoria, demonstrando a eficién
cia da prova.

5. Os altos indices de hemo-soros positivos (70,0%)
demonstram que o HVB 1 existe de forma enzodtica em nosso

meio,
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