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RESUMO

Foram examinados para herpesvirus bovino 1 (B 1),
315 materiais de campo procedentes de rebanhos distribuidos em
onze municipios do Estado de Minas Gerais. Havia historico de
problemas na esfera reprodutiva.

Investigaram-se 230 amostras de raspado prepucial,
47 de muco cérvico-vaginal e 38 de raspado vulvo-vaginal.

Isolou-se HVB 1 em 51,4% dos materiais investiga-
dos em cultivo de células MDBK. A identificacao do agente foi
feita com a prova de soroneutralizacao.

Pelo teste da imunofluorescencia direta, foi possi
vel detectar-se HVB 1 em 40,0% dos materiais examinados.

A imunofludrescéncia mostr0u¥5e menos sensivel mas
de especificidade idéntica ao do método de isolamento do vi-
rus no diagnostico da doenca.

A sensibilidade da linha MDBK para investigar mate

rial de campo, foi considerada satisfatoria.
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1. INTRODUCAOQ

O herpesvirus bovino 1 (HVB 1), agente etiologico
da rinotraqueite infecciosa bovina - vulvovaginite pustulosa
infecciosa (IBR-IPV), & responsavel por graves danos a econo-
mia pecuaria. Na Franca, PIERSON § VAIR (1965) estimaram per-
das de 51 dolares por animal afetado, especialmente nas explo
ragoes leiteiras, onde a enfermidade provoca uma acentuada que-
da na producao de leite e, em certos casos, inumeros abortos.
Estudo mais recente, na Gra-Bretanha (WISEMAN et alii, 1979),
utilizando gado de corte, durante seis semanas, estimou em 36
libras o custo médio de cada animal submetido a risco de in-
fecgao em focos de IBR-IPV.

STEDDOM (1895) descreveu, pela primeira vez,a for-
ma genital (IPV) da doenca na América do Norte e KOKLES (1967),
na Europa, relatou que lesoes similares eram observadas no ga
do, especialmente na Alemanha, a partir de metade do seculo pas
sado. Ficou assim demonstrado que essa forma clinica ja exis-
tia em ambos os continentes antes do surgimentc da forma res-
piratdéria (IBR), s6 descrita nos Estados da California e Colo
rado (U.S.A) por SCHROEDER § MOYS (1954) e McKERCHER et alii
{1955).

Pouco depois, GILLESPIE et alii (1959) e McKERCHER
et alii (195%59) compararam cepas de virus de ambas as formas

clinicas e concluiram tratar-se de um sO agente etiologico, ja




que eram identicas na morfologia, na acgdo sobre cultivos celu
lares, na patogenicidade para bezerros e na patologia, alem de
também iguais nas provas de imunidade cruzada em bezerros e
nos testes de reciprocidade soroldgica, resultando dai uma de
nominagdo combinada de IBR-IPV.

Mais recentemente, o HVB 1 tem sido também associa
do a manifestagoes oculares, reprodutivas, nervosas, digesti-
vas, cutaneas e formas subclinicas, ocorrendo separadamente ou
de modo simultaneo.

Infecgoes experimentais de HVB 1 foram descritas
em cabras (McKERCHER et alii, 1959), suinos (WOODS et alii,
1968; NELSON et alii, 1972} e furoes (SMITH, 1978).

Nao obstante ser um virus que se propaga essencial
aente em bovinos, alguns autores notificaram a presenca de
HVB 1 em suinos (ONSTAD § SAXEGAARD, 1967; SAXEGAARD & ONSTAD,
1967; DERBYSHIRE § CAPLAN, 1976), em cabras (MOHANTY et alii,
1972), bufalos (ST. GEORGE § PHILPOTT, 1972), gni (KARSTAD et
alii, 1974), mink e furdes (PORTER et alii, 1975).

O aparecimento da infecgdo natural depende de uma
enorme variedade de fatores, tais como a cepa de virus, a do-
se e a via de inoculacdo, o estado imunitirio do animal expos
to e também das influéncias ambientais,

A doenga € facilmente transmitida em razio de gran
des quantidades de particulas viricas eliminadas pelas secre-
Goes respiratdrias, oculares e genitais de animais infectados.

DAVIE & DUNCAN (1974) admitem que o HVB 1 perpetua
se na populagao bovina por contato direto e ainda, possivel -
mente, pela infecgao latente que se reativa de forma ocasio-
nal; dessa maneira, a maioria dos animais com anticorpos humo
rais especificos para HVB 1 seriam portadores potenciais da
IBR-IPV, capazes de excretar o vIrus ap0s sua reativacao pro-
vavelmente associada com "stress'" de movimentagao, transporte
alimentagao ou parto.

No Brasil,o primeiro isolamento de HVB 1 ocorreu

no Estado da Bahia, quando ALICE (1978), examinava raspados das




pustulas de vacas que apresentavam lesdes vulvo-vaginais seme
lhantes as da IPV. Nessa mesma €poca, MUELER et alii (1978)

em Sdo Paulo, também isolaram e identificaram o HVB 1 que era

contaminante de uma cultura de células renais de feto bovino.

O teste sorologico mais difundido para mensurar
niveis de anticorpos humorais anti-HVB 1 é o da soroneutrali-
zagao {SN) pelo método beta (HOUSE & BAKER, 1971) e, mais re-
centemente, o da microssoroneutralizacao (MSN) segundo JENNEY
& WESSMAN (1978), através dos quais a prevaléncia mundial da
IBR-IPV tem sido estimada entre 15% e 60%.

Convencionalmente, o diagndstico laboratorial do
HVB 1 € feito pelo isolamento do virus em cultivos celulares
primirios que revelam, ao microscdpio, efeito citopatico (ECP)
caracteristico e inclusoes virais intranucleares do tipo A,
de Cowdry. A identificacdo se faz, em seguida, examinando - se
© agente isolado frente a soro hiperimune especifico anti-HVB
1 em provas de SN ou de MSN.

Ainda que a maior sensibilidade para isolamento de
HVB 1'seja das culturas primirias, especialmente as de célu-
las renais, seu uso torna-se bastante limitado por dificulda-
des na obtengao de feto bovino o que se viabiliza estudar,
a nivel local, o emprego da linha celular MDBK (MADIN § DARBY
bovine kidney)} como alternativa para o isolamento do virus nas
investigagoes de rotina.

A técnica da imunofluorescéncia direta (IFD) e
também utilizada para deteccdo do HVB 1 em culturas de célu-
las infectadas (SCHIPPER § CHOW, 1968), em tecidos fetais e
placentarios (REED et alii, 1971) e em diversas secreg¢Ges cor
poreas (TERPSTRA, 1979).

Se, por um lado, o isolamento do HVB 1 em 1linhas
celulares e sua posterior identificacao pelos métodos de SN
ou de MSN recebem criticas especialmente relacionadas com a
sofisticacao do método, nem sempre ao alcance da maioria dos
laboratorios e com um periodo prolongado, de até 21 dias, pa-

ra emissao dos resultados a técnica da IFD, em contra-partida




e criticada principalmente pela interpretacgdo subjetiva = dos
resultados origiﬁando, em conseqlliéncia, opinides contradito-
rias quanto ao seu uso.

Em vista disso, o presente trabalho tem por finali
dades:

a) avaliar a sensibilidade e especificidade da
técnica da IFD, quando comparada com os procedimentos conven
cionais para isolamento e identificacdao de HVB 1 em amostras
de campo;

b) observar a eficiéncia da linha celular MDBK pa-

ra 0 isolamento de HVB 1.




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Patogenicidade

0 herpesvirus bovino 1 (HVB 1) penetra no corpo do
animal pela via respiratdria ou pelo trato genital, ocasionan
do, respectivamente, a forma clinica IBR ou as formas IPV,
nas femeas e IPB, nos machos.

A IBR é freqientemente acompanhada por conjuntivi-
te, provocando, algumas vezes, seqllelas caracterizadas por en

terite, meningoencefalite ou aborto.
2.1.1. Fémcas

A TPV manifesta-se pela formagdo de pustulas e des
carga muco-purulenta no trato genital. A mucosa da vulva se
apresenta com hiperemia e pontos escuros que evoluem para ve-
siculas e pustulas passiveis de alcancarem também a mucosa va
ginal; em alguns casos as pustulas coalescem, dando origem a
uma membrana fibrinosa branco-amarelada que, ao se destacar
da mucosa, resulta na formagao de tlceras (McKERCHER, 1963) .
Esta forma clinica pode ser transmitida pela monta natural ou
pelo contato focinho-vulva, conforme observaram KARHS § SMITH
(1965), e a recuperacao do animal geralmente se da entre 2 -3

semanas. Pode ocorrer, contudo, recrudescencia intermitente do




HVB 1 em certos animais recuperados, com isolamento de virus
e auséncia de doenga clinica (SNOWDON, 1965). Deve-se ressal-
tar, entretanto, que nem toda lesao necrético-pustulosa na mu
cosa da vulva e/ou vagina caracteriza a presenca do HVB 1, ja
que vaginite necrotica pode ocorrer secundariamente a ferimen
tos de parto ou sadismo ou, ainda, por irritagdo devida a pTo
dutos causticos. Por outro lade, ocorréncia de vaginite granu
lar que se manifesta pela presenca de lesoes granulares na mu
cosa da vulva pode resultar em falso diagndstico, tratando-
-se as vezes, de uma hipoplasia de foliculos linfoides na mu-
cosa, que origina lesodes de cor pardacenta ou alaranjada me-
nores que as da IPV; elas nao aumentam de tamanho nos dias sub-
seqllentes e nao se associam a descarga muco-purulenta ou des-
conforto (KARHS, 1977).

2.1.,2. Machos

A balanopostite pustulosa infecciosa (IPB) pode o-
correr em touros que cobrem vacas com IPV. A infecgao adquiri
da caracteriza-se por uma severa balanopostite, cujas lesdes
sao semelhantes aquelas da forma vulvo-vaginal; as ulceras de
correntes induzem o aparecimento de infeccao bacteriana secun
daria, resultando em descarga prepucial purulenta. O estado
geral pode ser afetado por febre, depressiao e inapetencia, o-
correndo indisposicao para a monta. Em casos nao complicados,
a cura se estabelece em 10-14 dias, ainda que a aptidao para
a cOpula e ejaculagdo so retornem em 4-5 semanas (KENDRICK § McENTEE, 1967)

Estudos sobre o efeito da inseminagao de gado sus-
ceptivel com sémen contendo HVB 1 revelaram como possiveis se
qllelas: endometrite e redugao no periodo.do estro (KENDRICK §
McENTEE, 1967), assim como acentuado decreéscimo na taxa de
concepcao (PARSONSON § SNOWDON, 1975).

Presume-se o aborto como consegllencia de uma infec-
cao respiratoria (IBR) natural ou do uso inadvertido de vaci-

nas produzidas com virus vivo modificado. Em ambos os casos, &




indispensavel que a fémea esteja susceptivel no momento da in
fecgao primaria, quando ent3o, por via hematogénica, o HVB 1
podera ser transportado & placenta e posteriormente, através
da veia umbelical, alcancar o feto, ocasionando suamorte (OWEN
et alii, 1964); o aborto, portanto, € sempre decorrente da
morte fetal.

Sob condicoes de campo, cerca de 25% das fémeas pre
nhes entre 4 e 7 meses podem abortar durante um surto, mas,
em geral, a morte do feto acontece no Ultimo trimestre da ges
tagao. Experimentalmente, contudo, OWEN et alii (1964) e KAHRS
et alii (1973) observaram que essa morte pode ocorrer em qual
quer fase de prenhez e muitas vezes & provocada por uma infec
¢ao subclinica.

Fetos abortados por comprometimento com a doenca
revelam autdlise, coloracio amarronzada, tecidos friaveis, 131
quido nas cavidades toricica e abdominal, mas auséncia de le-
soes macroscopicas. Ao microscopio, & possIvel observar-se, em
tais fetos, necrose focal do figado, rins e glandulas supra -
renais, além de inclusdes intra-nucleares, nestas Ultimas (KEN-
NEDY, 1973). O intervalo entre a exposicio do virus e o abor-
to pode variar de 8 dias (SAUNDERS et alii, 1972; WILSON, 1974)
a muitos meses (DELLERS, 1975) apds a ocorréncia do surto, ja
que un animal infectado adquire o estado de portador da doenca,

tornando-se apto a reexcretar o virus em condigGes especiais.
2.2. Diagnéstico
2.2.1. Sorologico

Em virtude da ocorrencia freqUente de formas fuga-
zes e subclinicas da IBR-IPV, nem sempre @ possivel um diag -
nostico direto do HVB 1, por deteccdo de virus. Quando isso a
contece, o procedimento adequado & o uso de hemossoros parea-
dos, colhidos com intervalos de 2-3 semanas em bovinos suspel

tos, empregando-os em provas soroldgicas que permitam salien-




tar uma elevagao pronunciada no nivel de anticorpos humorais.

0 emprego desse modelo sorologico para diagnosti -
car HVB 1 deveu-se a MOHANTY § LILLIE (1965}, os primeiros a
padronizarem, para esse fim,a classica tecnica de SN. Conside
rada muito especifica sofreu, ao longo do tempo, certas modi-
ficacoes que permitiram melhorar também sua performance quan-
to a sensibilidade (HOUSE § BAKER, 1971; HUCK & WOODS, 1972;
FAYE et alii, 1976; BITSCH, 1978).

A segunda prova de maior uso em inquéritos sorolo-
gicos & da HA passiva ¢ seus adeptos consideram-na mais sen-
sivel, mais rapida e menos onerosa do que a SN. Contudo, tam-
bém foi necessario introduzir certas modificacgbes na técnica,
para que se alcancgasse o atual nivel de confiabilidade (WHIT-
MAN & HETRICK, 1965; VENGRIS & MARE, 1971; ZIYAMBO et alii,
1973a; ZYAMBO et alii, 1973b; DANNACHER et alii, 1979).

' Outros testes soroldgicos foram igualmente aplica-
dos ao diagnéstico indireto do HVB 1 com resultados nem sem-
pre satisfatorios. WELLEMANS § LEUNEN (1973) compararam tres
desses métodos e concluiram que o teste da imunofluorescéncia
indireta (IFI), de emprego particularmente facil, era mais
sensivel do que a SN e mais especifico do que o teste da fixa
¢do do complemento (FCI); ESTELA (1967), CHARTON et alii (1975),
DARCEL (1977) e LE JEUNE et alii (1977) aplicaram a técnica da
imunodifusio (ID) considerando-a de execugao simples e mais e
conomica, demonstrando boa correlagao com a SN.

Resultados encorajadores foram conseguidos com a
prova da ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e da imuno
peroxidase por HERRING et alii (1980) e EDWARDS et alii (1983),
respectivamente, que concordaram, entretanto, com a necessida
de de novas investigacoes, a nivel de campo, para melhor ava-

liacao dos resultados.
2.2.2. Virologico

Os materiais apropriados ao diagnostico viral do




HVB 1 sao fragmentos de tecidos e orgdos, exsudatos, secre-
coes diversas e conteGdo prepucial. Exsudatos e secrecdes ge-
ralmente sao colhidos pelo emprego de '"swabs” mas, no caso de
muco cérvico-vaginal (MCV), outros métodos de colheita sao tam
bém aplicados, como o uso da pipeta especial descrita por BAR
TLETT (1949) e o do tampao de gaze relatado por MEDEIROS § FI
GUEIREDQO (1971). Para colheita do conteldo prepucial, a técni
ca preferida, no presente, ¢ a de BARTLETT (1949).

Para isolamento do virus, CARBREY et alii (1971) u
tilizaram com sucesso as linhagens celulares BT (Bovine Turbi
nate Cell Line) e EBTr (Embryonic Bovine Tracheal Cell Line )
enquanto CANCELLOTTI § TURILLI (1975) trabalharam com a linha
AU-BEKX derivada de cultura primiaria de células renais de feto
bovino. Contudo, o procedimento convencional requer o isola -
mento do virus, preferencialmente em cultivos celulares prima
rios de rim ou testiculo de feto bovino, usualmente de difi -
cil obtengao (GIBBS § RWEYEMAMU, 1977).

Mais recentemente, HOMAN § EASTERDAY (1980/1981) ,
cultivaram "in vitro'" sec¢des de glanglios trigémeos de bovi -
nos e co<ultivaram com a linha celular MDBK outras segoes do
mesmo tecido, conseguindo isolar o HVB 1 latente em animais sem
doenca clinica,

0 segundo passo, ap0s isolamento do agente, € pro-
mover sua identificacao pelo emprego da SN. HOUSE § BAKER
(1971) consideraram o método alfa da SN (virus variavel- soro
constante) mais sensivel que o beta (virus constante-soro va-
riavel), admitindo contudo o uso deste ultimo, em certos ca-
s0s, pela sua maior versatilidade e menor custo operacional ,
aspectos que também induziram a aplicagdo da microtécnica (UL
LIVAN & ROSENBAUM, 1967) nos estudos de SN do HVB 1 (ROSSI §&
KIESEL, 1971; DANNACHER § MARTEL, 1978; JENEY & WESSMAN 1978},

0 teste da imunofloresceéncia direta (IFD) € o se-
gundo procedimento indicado para detecgdo do HVB 1. E um méto
do rapido e de facil manipulagao, requerendo, nao obstante, mi

croscopio especial para observagao e interpretacgao dos exa-
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mes.

GRATZEK et alii (1966) foram pioneiros no uso da
IFD e da microscopia eletronica {ME) para um estudo comparati
vo do HVB 1 replicado em cultivos celulares primarios de tes-
ticulo bovino.

SCHIPPER § CHOW (1968) e NETTLETON et alii (1583),
empregaram a IFD para deteccdao do HVB 1 em esfregacos de se-
cregoes nasais e oculares, usando tamb&m impressoes de teci-
dos diversos colhidos de animais naturalmente infectados com
cepas de IBR.

REED et alii (1971) e POSPISIL et alii (1979) usa-
ram a IFD para detectar HVB 1 em rebanhos com historico de a-
bortos esporadicos, nascimentos prematuros e neonatos debili-
tados, examinando cotilédones placentarios assim como orgios

de fetos e de neonatos que ndo haviam ingerido o colostro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Constituju-se de cinco fetos mesticos da raca Nelo
re, com 1-2 meses de concepgao, 47 mucos cérvico-vaginais (MCV),
38 raspados vulvo-vaginais (RVV), 230 raspados prepuciais (RP)
e 52 hemossoros de bovinos etariamente aptos para reprodugao,
mas que pertencilam a rebanhos com histOrico de baixa fertili-
dade, repeticdo de cios, abortos esporddicos, nascimentos pre
maturos e neonatos debilitados.

Localizados no Estado de Minas Gerais, os rebanhos
receberam, para efeito descritivo, as classificacoes A, B, C,
D, E, F, G, H, I, J e L representando, respectivamente, onze
municipios: Bambui, Guarani, Ibirité, Jodo Pinheiro, Luz, Ne-
pomuceno, Pedro Leopoldo, Piranguinho, Pirapora, Santo Anto-
nio do Monte e Unafi.

Os rebanhos eram controlados para brucelose, lep-

tospirose, tricomonose e campilobacteriose.
3.1,1. Fetos

Foram recebidos no laboratdrio, sob refrigeracio, e-
xaminados por necropsia, colhendo-se no ato, pecas de pulmao,

figado, rim e bago.
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Para isolamento de virus, macerava-se aproximada-
mente 1 grama de cada pecga, em "'pool", ao qual se acrescenta-
va solugao salina fosfatada (PBS) pH 7,2 suplementado com 0, 3%
de albumina bovina* (AB}, fracao V, para obter-se uma suspen-
sao final a 20% centrifugada, em seguida, por 20 minutos a
1500 g, a 4°C. 0 material sobrenadante era tratado com anti -
bioticos (1000 UI de penicilina G potassica**, 1000ug do sul
fato de estreptomicina** e 50ug de anfotericina - B*** por ml)
durante. 30 minutos a 4OC, sendo usado imediatamente ou estoca
do a -80°C.

Para detecgdo de virus por imunofluorescencia dire
ta (IFD), os fragmentos colhidos eram seccionados (3-4 micra
de espessura) em microtomo de congelamento, depois do que se
montavam dois cortes do tecido por lamina. A fixacao era fei-
ta em acetona, por 15 minutos, a temperatura ambiente e o
material corado em seguida ou estocado a 4°¢ ou -20°C, depen-

dendo do tempo de duragao da estocagem.

3.1.2. Raspado vulvo-vaginal (RVV); muco cervico -
vaginal (MCV)

As 38 amostras de RVV eram constituidas de plstu -
las e exsudato vulvo-vaginal. Foram colhidas usando-se cotone
te**** estéril, que era depois introduzido em tubo contendo 2
ml de PBS + AB e mantido sob refrigeracdo até chegar ao labo-
ratorio, preferencialmente no mesmo dia.

O MCV (47 amostras) fol colhido com pipeta semelhan
te ds utilizadas em inseminacao artificial; a ela se acoplava

uma pera de borracha para sucgao do muco, logo transferido a

* Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri (USA)
** Fontoura Wyeth, S3do Bernardo do Campo, Sao Paulo (Brasil)
*** Saquibb Tnd. Quim. S/A, Santo Amaro, Sao Paulo (Brasil)

**** Johnson § Johnson S/A, Jaguariuna, Sao Paulo (Brasil)
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tubo contendo 2 ml de PBS + AB e transportado em recipiente Te-
frigerado.

No mesmo dia da colheita, o material chegava ao la
boratorio onde era submetido a uma agitacdo vigorosa em apa
relho Vortex*, para dispersar 0 muco oOu exsudato; no caso do
cotonete, sua remocado era efetuada e o volume inicial comple-
tado com PBS + AB. A suspensdo era tratada com antibidticos ,
separada em duas alfquotas, uma das quais, para isolamento de
virus, podia ser estocada a -80°C até o momento do uso. Da se
gunda aliquota, 0,025 ul eram depositados sobre lamina de tes
te miltiplo para IF (contendo oito anéis delimitadores de a-
reas), usada no exame de toxoplasma ; utilizava-se um anel
para cada material, que depois secava a 37 °c, por 10 minutos,
procedendo-se posteriormente 2a fixagao em acetona, por 15 mi-
nutos; a lamina era usada em seguida ou estocada a ~20°C para

uso oportuno.

3.1.3. Raspado prepucial (RP)

Colheram-se 230 amostras, com uso de pipeta preco-
nizada por BARTLETT (1949). O material era vertido para 10 ml
de salina a 0,85%, tamponada, pH 7,2, que se transportava sob
refrigeracao.

No laboratério, separava-se uma aliquota de 2ml,
tratando-a com a mesma concentracgao de antibioticos para 1so0-
1amento de virus, sendo o restante do material centrifugado
(4°C) a 120 g por 10 minutos; o sobrenadante era novamente cen-
trifugado a 10.000 g, por 30 minutos e o sedimento, diluido
para fornecer uma suspensao de células adequadas ao teste de

IFD, executado como descrito em 3.1.2.

* Biomatic, Porto Alegre, Rio Grande do Sul (Brasil)

x** Tnlab, Sio Paulo, Sao Paulo (Rrasil)
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3.1.4. Soros

Examinaram-se, para soro-conversao, 26 hemossoros
pareados, colhidos com intervalos de trinta ou sessenta dias
nos mesmos bovinos que forneceram material para isolamento de
virus. Os soros foram <¢larificados por dois ciclos de centri-
fugacao a 1000 g, durante 20 minutos, inativados em banho ma-
ria (BM) a 56°C por 30 minutos e estocados a -20°C até o mo-

mento do uso.
3.1.5. Virus de referéncia

Cepa 1BR-LA, cedida pela Universidade de Davis, Ca
lifornia, foi usada para produgdo de soro hiperimune e como

antigeno em provas sorologicas.,
3.1.6. Soro hiperimune

Produzido em coelhos adultos, machos, infectados com
a cepa viral de referencia. O inoculo era preparado usando-se
108‘5 DICC 50/ml da cepa IBR-LA, emulsionada em partes iguais
com adjuvante completo de Freund. Os animais, sangrados pre-
viamente, sofriam o seguinte esquema de hiperimunizacao: 1¢
dia, 1 ml do virus puro por via intravenosa (IV) e 2 ml de e-
mulsao viral por via intramuscular (IM), em dois sitios dife-
rentes: 15, 30 e 45 dias depois da primeira inoculagao (DPI},
repetiam-se as doses IV e IM; no quinquagésimo quinto dia DPI
extraia-se o sangue total por pungdo cardiaca e o soro proces
sado como em 3.1.4, era titulado na linha MDBK cultivada emn

microplaca.
3.1.7. Cultivos celulares

3.1.7.1. Meios de cultivo

Para crescimento da linha celular, utilizou-se o)
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MEM-Eagle* filtrado e suplementado com 5% de soro fetal bovi-
no (SFB) inativado, tendo em vista os achados de GIBBS § RWEYEMAMU
(1977).Para evidenciagao do virus, o meio de manutengdo (MM) u
tilizado foil idéntico ao de crescimento, exceto que .continha
0,3% de albumina bovina (AB) em lugar do SFB. Na microssoro -
neutralizagao a AB era substituida por soro de galinha (SG) a
2% (ALICE et alii 1960 ~ 61; DANNACHER & MARTEL, 1978), ou
SFB.

3.1.7.2. Linha celular

Usou-se a linhagem de células MDBK (MADIN § DARBY
bovine kidney), cedida pelo Centro Panamericano de Febre Af-
tosa - Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil.

Os monoextratos celulares, cultivados em frasco de
vidro, pyrex, semelhante aquele utilizado para diluicao de
leite, eram lavados com solugao salina fosfatada (PBS) pH 7,2
e incubados a 37°C, por cinco minutos, com solugao de tripsi-
na versene (STV), preparada com tripsina** a 0,5% e EDTA-aci-
do etilenodiaminotetracdtico***. A suspensao celular assim ob-
tida, era diluida na concentracao de 3 x 10° células/ml em
meio de crescimento e logo distribuida em tubos de ensaio 16
mm x 150 mm e tubos Leighton com laminulas, em volumes respec
tivos de 1 m1l e 1,5 ml. Os tubos de cultivo mantidos em estu-
fa a 37°C eram usados 48-72 horas apds, quando se apresenta -

vam com 70% de confluencia celular.

3.2. Metodos

* GIBCO Laboratories, Grand Island, New York (USA)
** DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan (USA)

*** REAGEN Quimibras Ind. Quim. S/A, Rio de Janeiro, RJ (Bra
sil)
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3.2.1. Isolamento e identificacdo soroldgica do vi

TUS

Para pesquisa de virus, usavam-se tres tubos de cul
tivo celular MDBK, um dos quais era do tipo Leigthon, lava-
dos com PBS por duas vezes, apds o que'eram inoculados com
0,2 ml do material de campo previamente preparado e incubados
a 37°C durante 60 minutos; findo esse periodo os tubos rece-
biam 1 ml do meio de manutencdao (MM), retornavam a estufa e
eram observados ao microscdpio por trés dias consecutivos, pa
ra constatagao de efeito citopatico (ECP) caracteristico.

Os tubos considerados positivos eram submetidos a
tres ciclos de congelamento (~800C) e descongelamento U%B?OCL
centrifugando-se a suspensao celular resultante e usando-se o
sobrenadante para titulagio do virus em tubos de cultivo ou
microplacas* de fundo plano. Os tubos megativos sofriam iden-
tico ciclo de tratamento, e a suspensao celular, nao centrifu
gada, era inoculada em novos tubos de cultivo por mais quatro
passagens seriadas, apds o que, persistindo o resultado nega-
tivo, descartava-se o material. Ao fim de cada passagem, as
células cultivadas sobre laminulas, no tubo de Leigthon, eram
fixadas em acetona e usadas para IFD. Quando se iniciou a pes
quisa realizavam-se, pelo menos, quatro passagens seriadas do
material colhido e, cada uma, era incubada por 7-8 dias, para
a observagao de ECP. Posteriormente, experimentaram-se também
periodos de 2, 3, 4 e 5 dias de incubagao, utilizando-seigual
nimero de tubos.

A titulagio do virus foi feita com diluigoes deci-
mais da suspensdao viral, inoculadas sobre ceélulas <cultivadas
em tubos ou microplacas de fundo plano. No primeiro caso, usza
va-se 0.1 ml do indculo em tres tubos de cultivo, por dilui -
¢ao, incubando-os a 37°¢C por 30 minutos; acrescentavam-se, em

seguida, 0,9 ml de MM suplementado com 2% do soro de galinha

*+ LIMBRO Chemical Co., Inc. New Haven, Connecticut (USA)




17

e 0s tubos retornavam a estufa, procedendo-se a Gltima leitu-
ra microscopica 72 horas apds. Calculava-se o titulo infectan
te do virus, pelo método de REED § MUENCH (1938).

No caso da microplaca, utilizou-se a técnica des-
crita por JENNEY § WESSMAN (1978), para identificar as cepas
virais isoladas, substituindo-se o SFB pelo soro de galinha:
distribuiam-se 0,025 ul do diluente MEM-Eagle, sem soro, em
fileiras quintuplas, com auxilio de micropipetas* simples ou
micropipeta de canais multiplos**; em seguida, distribuia-se
cada diluigao do virus (0,025 ul) em cinco pocos cmﬂﬁgﬁos,;m;
manecendo a microplaca a temperatura ambiente, por 60 minu-
tos, acrescentando-se a cada pogo 0,05pul da suspensao celular
(600.000 celulas/ml) em meio de crescimento, suplementado com
5% do soro de galinha. A microplaca era mantida a 37°C em in-
cubador contendo 5% de COZ’ a leitura microscOpica se fazia
72 horas apds e calculava-se o titulo infeccioso do virus.

0 teste da soroneutralizacao (SN) foi executado de
maneira similar. No caso da técnica em tubos de cultivo, mes-
clavam-se 200 DICCSO/O,hnl (doses infecciosas 50% em cultivo
de c€lulas) da suspensio viral com igual volume de diluigdes
duplas do soro (método beta); a mistura soro-virus, contendo
100 DICCy /g 1pp+ €T@ incubada a 37°C, por 30 minutos e os
procedimentos seguintes eram idénticos aos descritos para a
titulacao em tubos, exceto que se usavam apenas dois tubos de
cultivo, por diluicgao.

Na microssoroneutralizacao (MSN), para identifica-
¢ao de virus, usava-se soro hiperimune de titulo conhecido em
volumes de 0,025pl, acrescentando-se igual volume do virus i-
solado contendo 200 DICCSO/O,OZSul
por 60 minutos, a temperatura ambiente. Depois disso, proce -

e incubava-se a mistura,

dia-se de maneira identica aquela descrita para a microtitula

¢ao, exceto que eram usados anenas dois pogos por diluigao. E

* DINATECH Laboratories Inc., Alexandria, Virginia (USA)
** EFLAB OY, Helsinki (Finlindia)
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ram mantidos controles do meio de crescimento, da suspensao ce
Tular e uma titulacao do soro hiperimune frente ao virus de
referencia.

Na soroconversdo, o procedimento foi inverso: uti-
lizaram-se 26 hemossoros bovinos, pareados, diluidos ao do-
bro, adicionando-se igual volume da cepa IBR de referéencia con
tendo, na mistura final, 100 DICCSO/O,DZSUI' Usavam-se contro
les do meio de crescimento, da suspensao celular e da DICCcq s
acompanhados por uma titulagao do virus. Os titulos neutrali-
zantes eram expressos como a reciproca da maior diluicao do
soro que neutralizava 100 DICC50 do virus de referéncia. A
soroconversao era considerada positiva, quando a diferenca de
titulos entre os soros correspondia, pelo menos,a quatro di -
luicbes logaritmicas.

Fez-se também uma pequena amostragem de freqlléncia
sor016gica do HVB 1 colhendo-se, ao acaso, 58 soros nos reba-

nhos que forneceram MCV/RVV.

3.2.2. Imunofluorescéncia

Para detectar-se a presenga do HVB 1, foi utiliza-
da a tecnica da imunofluorescéncia direta (IFD) descrita por
SILIM & ELAZHARY (19683).

3.2.2.1. Material examinado

Pulmdo, figado, rim e bago de fetos abortados, ex-

sudato e muco cérvico-vaginal (MCV), e raspado prepucial.
3.2.2.2. Preparacao do conjugado

Produzido com soro hiperimune de coelho, segundo a
tecnica recomendada por GOLDMAN (1966).

3.2.2.3. Coloragdo das laminas
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3.2.2.3.1 Imunofluorescencia direta

O material fixado em acetona foi corado com anti-
corpos fluorescentes e incubado em c@mara Umida, por 30 mi-
nutos a 37°C. A lamina posteriormente lavada com PBS pH 7,2
por trés periodos de ‘15 minutos era enxaguada rapidamente em
agua destilada, contra-corada por 5 minutos com solugao a 0,005%
de Azul de Evans em PRBRS e enxaguada por tres vezes em PBS: a-
pos secar a 37°C, era montada com glicerina tamponada pH 8,5
e examinada. Usavam-se, como controles de especificidade, ma-
teriais reconhecidamente positivos para HVB 1, tratados com
soro normal e soros hiperimunes anti-HVB 1 e anti-VDB (virus

da diarréia bovina).
3.2.2.3.2 Inibigao da imunofluorescéncia

Os materiais que apresentavam fluorescéncia positi
va, eram fixados em acetona por 15 minutos a temperatura am-
biente, incubados em camara umida a 37°C por 30 minutos com
soro hiperimune anti-HVB 1 e corados como descrito anterior -

mente.

3.2.2.4, A avaliagao da sensibilidade e da espe-
cificidade da IFD foi feita segundo os
critérios descritos por THORNER § REMEIN

(1961)
3.2.2.5. Microscopia
Utilizou~se microscopio Zeiss, binocular, "Stan-

dard WL"*, objetiva de imersao 40 x com diafragma, ocular 10
x, condensador de campo escuro a oleo, filtro excitador UG-2,
filtros de barreira 0/41 e iluminacao com lampada de mercUrio

HBD-200 Osram.

* CARL ZEISS, Companhia Otica e Mecanica Oberkochen (Alemanha Ocidental)




e

20

4, RESULTADOS
4.1. Diagnostico
4.1.1. Freqliencia de isolamento e IFD

A pesquisa abrangeu rebanhos localizados em 11 mu-
nicipios de Minas Gerais e o resultado final demonstrou infec
cao por HVB 1 em todos rebanhos examinados.

A Tabela I apresenta a localizacao dos rebanhos
trabalhados, a amostragem, o tipo de material colhido e a de-
teccdo do virus através do isolamento e da IFD.

Estudou-se um total de 315 amostras colhidas "in
vivo'", e a freqlencia geral de isolamento foi de 51,4% (162/
315).

A freqlléncia dos resultados obtidos pela IFD, no
total das amostras, foi de 40% (126/315).

Das 230 amostras de raspado prepucial (RP) examina
das, 102 (44,3%) foram positivas quanto ao isolamento de vi-
rus e apenas 72 (31,3%) foram detectadas pela IFD (rebanhos D,
H, I, J}. '

As 47 amostras de MCV apresentaram 74,5% (35/47) de
positivos pelo isolamento de virus e 68,0% (32/47) pela  IFD
(rebanhos C, E e G).

Em 38 amostras de raspado vulvo-vaginal (RVV), con
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tendo exsudato e vesiculas, a freqliéncia de isclamento Tepre
sentou 65,8% (25/38), enquanto que 0OS resultados da IFD foram
de 57,9% (22/38) nos rebanhos A, B, F e L.

A especificidade da fluorescéncia observada nos
materiais foi confirmada pelas seguintes observacgoes: SOTro nor
mal de coelho nao inibia a fluorescéncia em materiais reconhe
cidamente positivos para HVB 1; soro anti-HVB 1, de bovino con
valescente de IBR-IPV, inibia a fluoresceéncia em materiais com
provadamente positivos. Nio se detectou fluorescéncia em cul-
turas de células previamente infectadas com o virus da diar-
réia bovina (VDB) ou da mamilite herpética (HVB 2), mas uma
fluorescéncia evidente foi demonstrada em células infectadas
com a amostra IPV-FM, isclada na Eahia.

As TAB. Il e IJI apresentam os resultados da IFD,
usando-se como referencial comparativo a tecnica do isolamen-
to de virus em cultura de células, considerada universalmente
como a de maior eficiéncia e confiabilidade para o diagnosti-
co do HVB 1. Para efeito de tabulagao reuniram-se, em um 50
bloco, as amostras de MCV e RVV.

Cinco fetos mecropsiados ndo revelaram qualquer a
normalidade macroscopica. Detectou-se HVB 1 no citoplasma das
células intersticiais do tecido renal, atraves da IFB, em dois
dos cinco fetos examinados, e ©OS resultados se confirmaram pe€
lo isolamento do virus em cultivo celular, empregando-se sSus-
pensao, em ''pool', dos fragmentos colhidos.

A IFD apresentou sensibilidade de 78% e especifi-
cidade de 100,0% (TAB. IV).

4.1.2. Replicagdo do HVB 1 "in vitro

0 isolamento do virus foi feito em cultivo contl
nuo de células MDBK. O efeito citopatico nas culturas inocula
das com amostras de campo foi observado entre 3-5 passagens con

secutivas, incubadas por trés dias cada.
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TABELA II - Resultados obtidos pelo isolamento do virus e IFD,
nos raspados prepuciais colhidos em rebanhos bovi
nos de Minas Gerais, 1983/84

solamento

IFD Positivo % . ‘Negativo %
Positivo 72 31,3 0 0
Negativo 30 13,0 128 55,7
Total 102 44,3 128 55,7

TABELA III - Resultados obtidos pelo isolamento do virus e
IFD, nos mucos cérvico-vaginais/raspados vulvo -
vaginais colhidos em rebanhos bovinos de Minas
Gerais, 1983/84

solamento
IED . . .. ... Positivo % . NEgatiVO %
Positivo 54 63,5 0 0
Negativo 06 7,1 25 29,4

Total 60 70,6 25 29,4
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TABELA 1V - Avaliacio
IFD

HVEB 1 isolade HVB 3 nao isolado
IFD

de sensibilidade

e especificidade da

(doentes). {nao doentes) Total
__hﬁﬁ__‘ﬁﬁh_%ﬁ_“%q_‘_*‘_ﬁﬁ__*ﬁﬁ_k_%_ﬁh_ﬁ_ﬁﬁﬁ_ﬁﬁﬁ_hhhﬁ_ﬁ_
Positive 126 0 126
Negativog 36 153 189
Totail | 162 | 153

_55%__5E__H“_5ﬁ“h%“___ _

——

315



25

4.1.3. Soroconversao

Nenhum dos soros pareados revelou qualquer ele
vacdo no titulo de anticorpos neutralizantes. Dos 52 soros po
sitivos, 22 (42,3 %) apresentavam titulo de 1/4: 46,2% (24/52),
tinham variacGes entre 1/8 e 1/32; titulo > 1/64, sé foram en
contrados em 11,5% (6/52) dos soros.

4.1.4. Freqllencia de anticorpos

A freqliéncia encontrada para um total de 58 so

ros, colhidos nos rebanhos que forneceram MCV/RVV, foi de 75,9%.
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5. DISCUSSAO
5.1. Freqllencia de isolamentos

A freqliencia de isolamentos foi considerada muito
expressiva, especialmente nas fémeas (70,6%), como demonstra
a TAB.IIT; nao foi encontrado, na literatura disponivel, re-
sultado similar que possibilitasse a comparagao desses dados.
Exceto para o rebanho C (TAB. I), as fémeas que foram examina
das apresentavam histérico de repetigdao de cios, baixa ferti-
lidade e abortos, o que provavelmente contribuiu para esse al
to percentual de freqliencia (SPRADBROW, 1968: PARSONSON § SNOW
DON, 1975). E possivel também que o método da pipeta, emprega
do na colheita do MCV, tenha contribuido para aumentar as o-
portunidades de isolamento do virus; salvo engano, € a primei
ra vez que se utiliza esse artificio visando ao isolamento do
HVB 1, ja que a literatura consultada se refere apenas ao 'swab"
como instrumento geral de colheita (CHOW et alii, 1964; Mc-
KERCHER § WADA, 1964; SNOWDON, 1965; NETTLETON et alii 1983).

Cerca de 40,4% (19/47) das fémeas que forneceram MCV
(TAB. I) apresentavam lesoes de vulvo-vaginite, caracteriza -
das por hiperemia de intensidade variavel na mucosa genital,
acompanhada de pequenas vesiculas (1-2 mm de diametro), de co
loragao acinzentada, transparentes, que nao evoluiam para pﬁg

tulas, mas, pelo contrario, regrediam a intervalos de tempo




27

bastante diversos. Nao foi possivel correlacionar a presenga
dessas vesiculas com a freqlléncia dos isolamentos, uma vez
que o HVB 1 também se manifestou em algumas fémeas destituil-
das de lesbes. Contudo, diante da elevada freqliencia do agen-
te nos rebanhos investigados, & mais provavel suspeitar-se da
origem viral, com lesces semelhantes as descritas por McKER-
CHER (1963); KAHRS § SMITH (1965); DAVIES & DUNCAN (1974), que
daquelas decorrentes da hipoplasia dos foliculos 1linféides (vul
vo-vaginite granular), conforme descreveu KAHRS (1977).

As 38 femeas dos rebanhos A, B, F e L, estudadas a
través do raspado vulvo-vaginal (RVV), eram portadoras de le-
sbes genitais caracteristicas da forma clinica IPV, com vesi-
culas que evoluiam para pustulas de cor amarelada e ocorrencia
de exsudato, inicialmente seroso, que mais tarde passava a mu
co-purulento (KENDRICK § McENTEE, 1967). Apesar do diagnosti-
co clinico, a freqliencia do HVB 1 foi mais baixa que mo MCV,
suspeitando-se do método empregado para colheita do material:
gquando se usou cotonete, o lsolamento foi conseguido em 85,7%
dos casos (rebanho F), enquanto o emprego do tampao de gaze,
mais difjcil de manipular, no laboratdorio, provocou menor Ten
dimento da suspensao e, consequentemente,um aproveitamento me
nos eficaz das particulas nele contidas.

0 contelGdo prepucial foi colhido de bovinos sem doen
ga clinica aparente, nao obstante pertencerem a plantéis que
registravam baixo desempenho reprodutivo (PARSONSON & SNOWDON,
1975). Dos 102 bovinos, 44 3% revelaram positividade para 0
HVB 1 (TAB. I1). Entretanto,a baixa freqllencia de isolamentos
encontrada nos rebanhos D e 1 pode nao ser real. E possivel que
o intervalo de tempo entre colheita e exame tenha sido exces-
sivo (3-4 dias), contribuindo para um menor percentual de iso
lamento. A hipStese pode ser verdadeira, uma vez que contel -
dos prepuciais dos rebanhos H e J, trabalhados no mesmo dia da
colheita proporcionaram, em média, 83,3% (15/18) de isolamen-
to. Na impossibilidade do uso imediato, o material devera ser
estocado a -80°C, para evitar-se possivel redugdo da sua via-

bilidade. A simples decantagdo do material nao centrifugado pa-
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rece ter melhorado o desempenho quanto a recuperacao do virus,
De igual maneira, o artificio de congelar e descongelar a a-
mostra, por tres ciclos consecutivos, revelou-se indispensa -
vel a liberacdo do HVB 1, considerado altamente associado a
c€lula.

Os fetos foram abortados apos 1-2 meses da concep-
¢ao, concordando com as observacoes experimentais de OWEN et
alii (1964), SAUNDERS et alii (1972), KAHRS et alii (1973) ,
WILSON (1974) e DELLERS (1975}, segundo as quais a morte fe-
tal pode ocorrer em qualquer fase da prenhez. Ao exame macros
copico, os fetos nio apresentavam nenhuma anormalidade, diver
samente das observacgdes de KENNEDY (1973), que encontrou le-
soes macro e microscopicas quando examinou fetos abortados pro
venientes de surtos da IBR-IPV.

A sensibilidade da linha celular MDBK foi satisfa-
toria, mas, lamentavelmente, nio se conseguiu dispor de ou-
tras culturas continuas, para comparagao, como as de CARBREY
et alii (1971) e CANCELOTTI § TURILLI (1975). A manutencio das
culturas pelo MEM-Eagle baseou-se no conhecimento de que 0s
aminoacidos, particularmente leucina e arginina presentes nes
te meio, aumentam a producao de virus nos cultivos celulares
(GTBBS § RWEYEMAMU , 1977).

0 periodo de incubagao das amostras testadas, redu
zido de sete para trés dias, proporcionou resultados analogos,
ainda que um diagndstico negativo sé fosse emitido apds cinco
passagens seriadas. H3Z fortes indicios de que a rapidez na
producao de efeito citopatico (ECP) esteja maisrelacionada com
o nimero de particulas virais contidas na amostra, do que com
a sensibilidade da 1linha MDBK (HOMAN § EASTERDAY) (1980/1981).
Isso tornou-se evidente neste ensaio, quando algumas amostras
revelaram positividade ja na segunda passagem, embora a maio
ria dos isolamentos s& fosse conseguida entre a terceira e
quinta passagens.

A freqliencia encontrada em 58 soros dos rebanhos A,
B, C, D, E, F, Ge L foi de 75,9% quando se empregou o método
beta da SN sugerido por HOUSE § BAKER (1971) pela sua maior
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versatilidade aplicando-o a microtécnica descrita por SULLIVAN
& ROSENBAUM (1967) para estudos soroldgicos do HVB 1 (ROSSI §
KIESEL, 1971; DANNACHER & MARTEL, 1978; JENNEY § WESSMAN, 1978).

A soroconversdo, calculada sobre 26 animais do re
banho G, ndo resultou positiva. Os soros apresentavam titulos
neutralizantes idénticos nas duas tomadas de sangue, executa-
das com intervalos de 30 ou 60 dias, significando que ndo ha-
via infecgao recente pelo HVB 1. Repeticao da colheita de MCV
nesses animails, proporcionou reisolamento do virus em 69,0%
(18/26), comprovando a reexcrecao espontanea do virus na cér-
vice, por periodos varidveis. Esse resultado coincide com o}
de SNOWDON (1965), que recuperou HVB 1 de fémeas, até 140 dias

depois da infecgdo experimental.
5.2. Imunofluorescéncia direta

Das 162 cepas de virus detectadas pelo método de
isolamento, 126 (77,8%), foram igualmente positivas para IFD
(TAB.IT e ITI). Amostras negativas nos cultivos celulares, também
o eram na IFD. O método mostrou-se eficiente para deteccio de
fluorescéncia em MCV, lavado prepucial e no tecido renal dos

fetos bovinos (GRATZEK et alii, 1966; SCHIPPER § CHOW, 1968 :
REED et alii, 1971; POSPISIL et alii, 1979 e NETTLETON et

alii, 1983).

POSPISIL et alii (1979) s& encontraram sensibili-
dade para o teste da IFD quando as suspensces de virus, prepa
radas a partir de 'swabs", apresentavam titulos pelo menos i-
guais a 102DICQ50/0,1m1; se os valores de virus livre na muco
sa examinada eram mais baixos, a fluorescéncia era negativa
Esses resultados assemelham-se aos encontrados no presente tra
balho com relagao a linha MDBK, obviamente menos sensivel que
culturas primarias: a fluorescéncia sd era demonstrada guando
também ocorria produgao de ECP, geralmente entre a terceira e
quarta passagens. Economicamente, portanto, a inoculacao dos
cultivos celulares, objetivando o uso da IFD, deixa de ser

viavel, pelo maior custo com o crescimento e manutengao da 1i
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nha MDBK.

Considerando-se o grande nUmero de fontes fornece
doras do material e a variabilidade das condigdes em que as a
mostras foram colhidas, os resultados sao encorajadores e 0
método da IFD, mais simples e rdpido, pode ser indicado para
o diagnostico do HVB 1, quando se examinam amostras de campo.
Sugere-se, todavia, o usoc concomitante do método de isolamen-
to em, pelo menos, alguns dos materiais, para maior segurancga
dos resultados.

A Tabela 111, apresenta uma sensibilidade de 78,04
e uma especificidade de 100,0%, quando se comparou a IFD com
o isolamento do virus, segundo os procedimentos descritos por
THORNER § REMEIN (1961).
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6. CONCLUSOES

6.1. O isolamento &, sem duvida, a melhor técnica
para diagnodstico do HVB 1.

6.2. A IFD & menos sensivel, mas sua especificida-
de & idéntica 3 do isolamento. Seu uso & satisfatdrio, como
teste de triagem.

6.3. A linha de cé€lulas MDBK presta-se a evidencia
gao do HVB 1.

6.4. O desempenho da amostragem para isolamento de
virus pode ser melhorado pelo uso de métodos de colheita ade-
quados (pipeta de BARTLETT, pipeta de inseminagao artificial e
cotonete), pelo rapido remetimento do material refrigerado, pe
la nao centrifugacdo da amostra, pela aplicacgao do processo. de
congelamento versus descongelamento durante trés ciclos e,
finalmente, pelo uso de meio de manutencgao, contendo os amino
dcidos leucina e arginina.

6.5. A freqlléncia de isolamento no muco cérvico-va
ginal e raspado da vulva (70,6%) foi considerada altamente ex
pressiva.

6.6. No conteGdo prepucial, a freqllencia foi menor
(44,3%), provavelmente pelo uso inadequado da amostragem.

6.7. Testes positivos de isolamento e IFD, em ani-
mais sem doenga clinica, demonstraram uma persisténcia viral

subclinica. Provas de soroconversao negativas nesses animais,
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confirmaram inexisténcia de infecgdo aguda no momento da amos
tragem.




33

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALICE, F.J.; GALVAO, C.L.; DORIA, J.D.; RIBEIRO, M. A.D.:
SANTOS, J. A. G. Provaveis enterovirus isolados de bovi
nos acometidos de distirbios entéricos. Bol. Inst. Biol.
Bahia, Salvador, 5(1):75-92, 1960-1961.

ALICE, F. J. Isolamento do virus da rinotraqueite infec -
ciosa bovina {IBR), no Brasil. Rev. Brasil. Biol., Rio
de Janeiro, 38(4):919-20, 1978,

BARTLETT, D. E. Procedures for diagnosing bovine venereal
trichomoniasis and handling affected herds. J. Am. Vet.
Med. Assoc., Schaumburg, 114(866):293-305, 1949,

BITSCH, V. The P 37-24 modification of the infectious bo-
vine rhinotracheitis virus-serum neutralization test.
Acta. Vet. Scand., Copenhagen, 19(4):497-505, 1978.

CANCELLOTTI, F. & TURILLI, C. TIsolation of IBR, PI-3 and
BVD viruses on AUBEK cells. Vet. Italiana, Teramo, 26
(1-2):3-9, 1975.

CARBREY, E. A.; BROWN, L. N.; CHOW, T. L.; KAHRS, R.F.; Mc
KERCHER, D. G.; SMITHIES, L. K.; TAMOGLIA, T. W. Recom-
mended standard laboratory techniques for diagnosing in-
fectious bovine rhinotracheitis, bovine virus diarrhea ,
and shipping fever (Parainfluenza-3). Proc. U. S. Anim.

Health Assoc., Richmond, 75:629-48, 1971.




10.

11.

12,

13.

14,

34

CHARTON, A.; FAYE, P.:; LE LAYEC, C. Application de la me
thode d'immuno-diffusion en gélose au diagnostic expéri
mental d'infections a Herpesvirus bovis chez les bovins
(Rhinotrachéite infectieuse chez le veau, Balanoposthite
chez le taureau}. Bull. Acad. Vet. Fr., Paris 48(2-3)
71-5, 1975.

CHOW, T. L.; MOLELLO, J. A.; OWEN, N. V. Abortion experi
mentally induced in cattle by infectious bovine rhino-
tracheitis virus. Am. J. Vet. Res., Schaumburg, 144(9):
1005-7, 1964.

. DANNACHER, G. & MARTEL, J. L. Le titrage des anticorps

contre le virus de la maladie des muqueses par une mi-
crométhode de seroneutralisation. Recl. Méd. Vet., Pa-
ris, 154(1):31-7, 1978.

DANNACHER, G.; PERRIN, M.; PERRIN, B. Utilisation d'une
technique d'hémagglutination passive pour la détection
des anticorps contrele virus de la rhinotrachéite bovine
infectieuse. Recl. Méd. Vet., Paris, 155(7-8):633-7,1979,

DARCEL, C. LE Q. Precipitins in bovine sera toinfectious
bovine rhinotracheitis virus antigens. ©Can. Vet. J.,
Ottawa, 18(9):259-62, 1977.

DAVIES, D.H. § DUNCAN, J. R. The pathogenesis of recurrent
infections with infectious bovine rhinotracheitis virus
induced in calves by treatment with corticosteroids.
Cornell Vet., Ithaca, 64(3):340-66, 1974.

DELLERS, R. W. Infectious ©bovine rhinotracheitis induced
abortion in cattle: virologic, pathologic, immunofluo-
rescence and serologic investigations. Ithaca, Cornell
University NY, 1975. 68p. (Thesis PhD).

DERBYSHIRE, J. B. § CAPLAN, B. A. The isolation and cha-
racterization of a strain of infectious bovine rhinotra
cheitis virus from stilbirth in swine. Can. J. Comp. Med.,
Ottawa, 40(3}:252-56, 1976.




15.

l6.

17.

18.

19,

20.

21.

22,

23,

35

EDWARDS, S.; CHASEY, D.; WHITE, H. Experimental infectious
bovine rhinotracheitis: comparison of four antigen de-
tection methods. Res. Vet. Sci., London, 34(1):42-5,1983.

ESTELA, L. A. Application of agar gel technique in the
diagnosis of infectious bovine rhinotracheitis. Am. J.
Vet. Res., Schaumburg, 28(127):1903-4, 1967.

FAYE, P.; CHARTON, A.; LE LAYEC, C.; SOLSONA, M. Technique
simple de neutralization du virus de la rhinotrachéite
infectieuse bovine (virus IBR/IPV). Recl. Méd. Vet., Pa
ris, 152(7-8):483-9, 1976.

GIBBS, E. P. J. & RWEYEMAMU, M. M. Bovine herpesvirus. Part
1. Vet. Bull., Farnham Royal, 47(5):317-43, 1977.

GILLESPIE, J. H,; McENTEE, K.; KENDRICK, J. W.; WAGNER, W.
C. Comparison of infectious pustular vulvovaginitis

virus with infectious bovine rhinotracheitis virus.
Cornell Vet., Ithaca, 49(2):228-97, 1959.

GOLDMAN, M. Fluorescent antibody methods, New York, Aca-
demic, 1966. 303p.

GRATZEK, J. B.; KENKINS, R. A.; CHENNEKATU, P. P.; RAMSEY,
F. K. Isolation and characterization of a strain of in
fectious bovine rhinotracheitis virus associated with
enteritis in cattle: comparative developmental study by
fluorescent antibody tracing and electron micnxmopj.gg.
J. Vet. Res., Schaumburg, 27(121):1573-82, 1966.

GRATZEK, J. B.; PETER, C. P.; RAMSEY, F. K. Isolation and
characterization of a strain of infectious bovine rhino
tracheitis virus associated with enteritis in cattle:
isolation, serologic characterization, and induction to
the experimental disease. Am. J. Vet. Res., Schaumgurg,
27(121):1567-72, 1966.

HERRING, A. J.; NETTLETON, P. F.; BURRELS, C. A micro-en
zyme linked immunosorbent assay for the detection of

antibodies to infectious bovine rinotracheitis virus.




24,

25.

26.

27.

28.

29,

30.

31.

32.

36

Vet. Rec., London, 107(7):155-6, 1980.

HOMAN, E. J. & EASTERDAY, B. C. Isolation of bovine her-
pesvirus-1 from trigeminal ganglia of clinically normal
cattle. Am." J. Vet. Res., Schaumburg, 41(8):1212-3, 1980.

HOMAN, E. J. & EASTERDAY, B. C. Further studies on natu-
rally ocurring latent bovine herpesvirus infection. Am.
~J. Vet. Res., Schaumburg, 42(10):1811-3, 1981.

HOUSE, J. A. § BAKER, J. A. Bovine herpesvirus IBR-IPV.
The antibody virus neutralization reaction. Cornell Vet.,
Ithaca, 61(2):320-35, 1971.

HUCK, R. A. & WOODS, D. G. Serum neutralization tests
with infectious bovine rhinotracheitis/infectious pustu
lar vulvovaginitis (IBR/IPV) virus. Br. Vet. J. London,
128(11):1xii~1xiii, 1972.

JENNEY, E. W. § WESSMAN, S. J. Microtitration serology
methods for bovine virology. In: SEROLOGIC MICROTITRA -
TION TECHNIQUES. Ames, 1978. Ames, National Veterinary
Services Laboratories, 1978, p.16-20.

KAHRS, R. F. 1Infectious bovine rhinotracheitis: a review
and update. J. Am. Vet. Med. Assoc., Schaumburg, 171
(16):1055-64, 1977.

KAHRS, R. F.; HILLMAN, R. B.; TODD, J. D. Observations on
the intranasal vaccination of pregnant cattle against
infectious bovine rhinotracheitis and parainfluenza-3
virus infection. J. Am. Vet. Med. Assoc., Schaumburg ,
163(4):437-41, 1973.

KAHRS, R. F. § SMITH, R. S. Infectiocus bovine rhinotra -
cheitis, infectious pustular vulvovaginitis, and abortion
in a New York dairy herd, J. Am. Vet. Med. Assoc. Schaumn-
burg, 146(3):217-20, 1965,

KARSTAD, L.; JESSET, D. M,; OTEMA, J. C.; DREVEMO, S. Vul

vovaginitis in wildbeest caused by the virus of infec -




33.

34,

35,

36.

37.

38.

39.

40.

41.

37

tious bovine rhinotracheitis. J. Wildl. Dis., Towa, 10
(4):392-96, 1974.

KENDRICK, J. W. § McENTEE, K. The effects of artificial
insemination with semen contamined with IBR-IPV virus.
- Cornell Vet., Ithaca, 57(1}:3-11, 1967.

KENNEDY, P. C. Comments on effects of infectious Dbovine
thinotracheitis virus on the fetus. J. Am. Vet. Med.
Assoc., Schaumburg, 163(7):854-6, 1973.

KOKLES, R. Die infektiBse rhinotracheitis und das coita-

lexanthem des rindes.In: ROHRER, H. Handbuch der viru-
sinfektion bei tieren. Jena, VEB Gustav Fischer Verlag,
1967. Band I, p.901-60.

LE JEUNE, J. M.; HART, L. T.; LARSON, A. D.; SEGER, C. L.
Microimmunodiffusion test for detection of antibodies to
infectious bovine rhinotracheitis virus in bovine serum.
Am. J. Vet. Res., Schaumburg, 38(4):459-63, 1977.

McKERCHER, D. G. Studies of etiologic agents of infec-
tious bovine rhinotracheitis and Bldschenausschlag (Coi-
tal vesicular exanthema). Am. J. Vet, Res., Schaumburg,
24(100):501-9, 1963,

McKERCHER, D. G.; MOULTON, J. E.; KENDRICK, J. W.: SAITO,
J. K. Recent develcpments in upper respiratory disease
of cattle. In: PROCEEDINGS ANIMAL HEALTH, 59, Chicago,
1955. Proceedings, Chicago, Annual Meeting Animal Heal-~
th Association, 1955 p.151-72.

McKERCHER, D. G.; SAITO, J. K.:; WADA, E. M.; STRAUB, 0.
Current status of newer virus disease of cattle. Proc.
U.S5. Livestock Sanit. Assoc., Chicago, 62:136-58, 1959.

McKERCHER, D. G. § WADA, E. M. The virus of infectious
bovine rhinotracheitis as a cause of abortion in cattle,
J. Am. Vet. Med. Assoc., Schaumburg, 144(2):136-42, 1964,

McKERCHER, D. G.; WADA, E. M.; STRAUB, 0. Distribution and




42.

43,

44 .

45.

46 .

47 .

48.

49.

38

persistence of infectious bovine rhinotracheitis virus
in experimentally infected cattle. Am. J. Vet. Res.,
Schaumburg, 24(100):510-14, 1963.

MEDEIROS, P. M. § FIGUEIREDO, J. B. Vibriose bovina no
Estado de Minas Gerais. Arqg. Esc. Vet. UFMG, Belo Hori-
zonte, 23:137-41, 1971.

MOHANTY, S. B. & LILLIE, M. G. A quantitative study of
the infectious bovine rhinotracheitis neutralization
test. Am. J. Vet. Res., Schaumburg, 26(113):892-6, 1965.

MOHANTY, S. B.; LILLIE, M. G.; CORSELIUS, N. P.; BECK, J.
D. Natural infection with infectious bovine rhinotra -
cheitis virus in goats. J. Am. Vet. Med. Assoc., Schaum
burg, 160(6):879-80, 1972,

MUELLER, S. B. K.; IKUNO, A. A.; CAMPOS, M. T. G. R.; RI-
BEIRO, L. 0. C. 1Isolamento e identificacdo do virus da
rinotraqueite infecciosa dos bovinos de um rim de feto
de bovino (IBR/IPV)}. Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, 45
(3):187-90, 1978.

NELSON, D. R.; MARE, C. J.; GLOCK, R. D. Infectious bo-
vine rhinotracheitis (herpesvirus bovis) infection in swi-
ne. Am. J. Vet. Res., Schaumburg, 33(6):1209-15, 1972.

NETTLETON, P. F.; HERRING, J. A.; HERRING, A. J. Evalua -
tion of an immunofluorescent test for the rapid diagno-
sis of field infections of infectious bovine rhinotra -
cheitis, Vet. Rec., London, 112(13):298-300, 1983.

ONSTAD, O. § SAXEGAARD, F. Outbreaks of vaginitis and
balanitis in swine. Clinical and pathological findings.
~Nord. Veterinaermed, Copenhagen, 19(1):49-53, 1967,

OWEN, N. V.; CHOW, T. L.; MOLELLO, J. A. Bovine fetal le
sions experimentally produced by infectious bovine rhi-
notracheitis virus. Am. J. Vet. Res., Schaumburg, 25
(109):1167-25, 1964.




50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

39

PARSONSON, I. M. & SNOWDON, W. A. The effect of natural
and artificial breeding using bulls infected with, or

semen contaminated with IBR virus. Austr, Vet. J.,
Brunswick, 51(8):365-69, 1975,

PIERSON, R. E. § VAIR, C. A. The economic 1loss associated
with infectious rhinotracheitis in a dairy herd. J. Am.
Vet. Med. Assoc., Schaumburg, 147(4):350-2, 1965.

PORTER, D. D.; LARSEN, A. E.; COX, N. A. Isolations of
infectious bovine rhinotracheitis virus from mustelidae.
J. Clin. Microbiol., Washington, 1(1):112-13, 1975.

POSPISIL, Z.; MENSIK, J.; KREJCI, J. Demonstration of
infectious bovine rhinotracheitis virus in newborn co-
lostrum-deprived calves with particular reference to its
epizootiological significance. Zentrabl. Veterinaermed.
Reihe B, Hamburg, 26(4):325-35, 1979,

REED, D. E.; BICKNELL, E. J.; LARSON, C. A.; KNUDTSON, W.
U.; KIRKBRIDE, C. A. Infectious bovine rhinotracheitis
virus-induced abortion: rapid diagnosis by fluorescent
antibody technique. Am. J. Vet. Res., Schaumburg, 32
(9):1423-6, 1971.

REED, L. J. § MUENCH, H. A simple method of estimating fif-
ty per cent endpoints. Am. J. Hyg., Baltimore, 27 (3):
493-7, 1938.

ROSSTI, C. R. & KIESEL, G. K. Microtiter tests for detec-
ting antibody in bovine serum to parainfluenza-3 virus,
infectious bovine rhinotracheitis virus, and bovine vi-
rus diarrhea virus. App. Microbiol., Washington, 22(1):
32-6, 1971.

SAUNDERS, J. R.; OLSON, S. M.; RADOSTITS, 0. M, Efficacy
of an intramuscular infectious bovine rhinotracheitis
vaccine against abortion due to the virus. Can. Vet. J.
Ottawa, 13(12):273-78, 1972.

SAXEGAARD, F. § ONSTAD, 0. Isolation and identification




59.

60.

61.

62,

63.

64,

65,

66.

40

of IBR-IPV virus from cases of vaginitis and balanitis
in swine and from healthy swine. Nord. Veterinaermed
Compenhagen, 19(1):54-7, 1967.

SCHIPPER, I. A. § GHOW, T. L. Detetction of infectious
bovine rhinotracheitis (IBR} by immunofluorescence. Can.
J. Comp. Med., Ottawa, 32(4):412-5, 1968.

SCHROEDER, R. § MOYS, M. D. An acute respiratory infec-
tion of dairy cattle. J. Am. Vet. Med. Assoc., Schaum-
burg, 125(933):471-2, 1954,

SILIM, A. & ELAZHARY, M. A. S. Y. Detection of infectious
bovine rhinotracheitis and bovine viral diarrhea viruses
in the nasal epithelial cells by direct immunofluores -
cence technique. Can. J. Comp. Med., Ottawa, 47(1):18 -
22, 1983.

SMITH, P. C. Experimental infectious bovine rhinotrachei
tis virus infections of english ferrets (Mustela puto -
ris furo L), Am. J. Vet. Res., Schaumburg, 39(8):1369 -
72, 1978.

SNOWDON, W. A, The IBR~IPV virus: reaction to infection
and intermittent recovery of virus from - exXperimentally
infected cattle. Aust. Vet, J., Brunswick, 41(5):135-42
1965.

SPRADBROW, P. B. TIsolation of IBR virus from bovine se-
men. Aust, Vet.'g,, Brunswick, 44(9):410-12, 1968,

STEDDON, R. P. A cattle disease in Marshall County, Kan-
sas. Separata de ANN. REPORT BR. A. I. USA, 15., 1895
apud KENDRICK, J. W.; GILLESPIE, J. A.; McENTEE, K. In
fectious pustular vulvovaginitis of cattle. Cornell, Vet.
Ithaca, 48(4):458-95, 1958,

ST. GEORGE, T. D. § PHTILPOTT, M. 1Isolations of infectious
bovine rhinotracheitis from the prepuce of water buffa-
lo bullsjhlAustraLhL'ﬁggt.EEE, J., Brunswick, 48(3):126,
1972,




67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

41

SULLIVAN, E. J. & ROSENBAUM, M. J. Methods for preparing
tissue culture in disposable microplates and their wuse
in virology. Am. J. Epidemiol., Baltimore, 85(3):424-37,
1967.

TERPSTRA, C. Diagnosis of infectious bovine rhinotrachei

tis by direct immunofluorescence. Vet. Quartely , The Ha-
gue, 1(3):138-44, 1979,

THORNER, R. M. & REMEIN, Q. R. Principles and procedures

in evaluation of secreening for disease. Washington, U.

S. Goverment Printing Office, 1961. 2413.

VENGRIS, V. E. § MARE, C. J. A micro-passive hemaggluti-
nation test for the rapid detection of antibodies to
infectious bovine rhinotracheitis virus. Can. J. Comp.
Med., Ottawa, 35(4):289-93, 1971.

WELLEMANS, G. § LEUNEN, J. La rhinotracheite infectieuse
des bovins (IBR) et sa serologie. Ann. Med. Vet. .Bruxel
les, 117(7):507-18, 1973,

WHITMAN, J. E. § HETRICK, F. M. An indirect hemaggluti -
nation test for detecting antibody to infectious bovine
rhinotracheitis virus. Cornell Vet., Ithaca, 55(4):613-
22, 1965,

WILSON, T. E. Observations and comments on two outbreaks
of abortion associated with IBR virus infection. Can.
Vet. J., Ottawa, 15(8):227-9, 1974,

WISEMAN, A.; SELMAN, T, E.; MSOLLA, P. M. The financial
burden of infectious bovine rhinotracheitis. Vet. Rec.,
London, 105(11)}:469, 1979.

WOODS, G. T.; MEYER, R. C.; SIMON, J. Experimental expo-
sure of pigs to infectious bovine rhinotracheitis (IBR)
virus. Can. J. Comp. Med., Ottawa, 32(4):480-2, 1968.

ZYAMBO, G. C. N.; DENNET, D. P.; JOHNSON, R. H. A passive
hemagglutination test for the demonstration of antibody

to infectious bovine rhinotracheitis/infectious pustular




42

vulvovaginitis virus. Aust. Vet. J.. Brunswick, 49(9)
409-12, 1973,

77. ZYAMBO, G. C. N.; ALLAN, P. J.; DENNET, D. P.; JOHNSON,R.
H. A passive hemagglutination test for the demonstra -
tion of antibody to infectious bovine rhinotracheitis /
infectious pustular vulvovaginitis. 2. Studies on anti
body incidence and the serological response after infec
tion. Aust. Vet, J., Brunswick, 49(9):413-17, 1973.




