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RESUMO

Investigou-s¢ a presenga de infecgdo pelo herpesvirus
bovino 1 (HVB-1)} em touros de uma central brasileira de coleta e
comercializagio de sémen bovino, através da pesquisa de anticorpos
especificos no soro e do virus no sémen, utilizando-se as técnicas de
neutraliza¢do e isolamento viral em cultivo celular, respectivamente.
Foram examinados 61 touros, sendo 40 deles estudados em coletas
pareadas e 21 em coleta unica, totalizando 101 amostras de soro e
101 amostras de sémen. Detectou-se anticorpos especificos em 37
(60,7%) touros e 0 HVB-1 em 20 amostras de sémen (19,8%). A
analise dos resultados obtidos indicou n3o haver uma correlagio
obrigatoria entre detecgdo de anticorpos especificos no soro e
isolamento do HVB-1 no sémen dos touros. As técnicas utilizadas
mostraram-se onerosas, trabalhosas e demoradas, apesar de serem
sensiveis o suficiente para permitir o isolamento do HVB-1 de um
grande nimero de touros. Métodos alternativos de diagnostico
devem ser desenvolvidos no intuito de solucionar os problemas
relacionados ao tempo e ao custo. O exame prévio de todas
amostras de sémen coletadas para a presenga do HVB-1 é
altamente desejavel.

Palavras-chave: Bovino, Herpesvirus Bovino-1, Sémen.
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ZA UFMO

INTRODUCAO

A inseminagdo artificial (IA) proporciona o melhoramento
genético animal através da introdugio de caracteristicas desejaveis
observadas em reprodutores comprovados, requerendo, entretanto,
sémen de boa qualidade sanitaria para que se evite a disseminagio
de enfermidades.

A qualidade sanitaria do sémen bovino utilizado na IA pode
ser comprometida por diversos fatores, dentre os quais aqueles
associados a virus presentes no sémen bovino, destacando-se os
virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), Diarréia Bovina a
Virus (BVD), Lingua Azul, Leucose Enzodtica Bovina e Febre
Aftosa, que podem ser transmitidos a animais susceptiveis através
da IA. O desenvolvimento dos processos de criopreservagio do
sémen possibilitou sua distribui¢io nacional e internacionalmente,
assim como aumentou grandemente a possibilidade de transmissio
de infecgbes entre rebanhos, uma vez que as condigoes de
processamento e estocagem sdo ideais para a preservagio dos
patégenos virais. A propagagao destas enfermidades virais que
podem levar a baixas taxas de fecundagdo, afecgdes dos orgdos
reprodutivos e morte dos conceptos em diversas fases da gestagio
(AFSHAR & EAGLESOME,1990), ¢ ¢ possivel que venham
contribuindo para a manutengio de um baixo desempenho
reprodutivo nos rebanhos bovinos brasileiros.

O Herpesvirus Bovino-1 (HVB-1) , agente etiologico da
IBR, tem sido o patdgeno viral mais comumente encontrado no
sémen bovino. Sabe-se que apos a infecgio primaria pelo HVB-1,
0s animais tornam-se¢ portadores vitalicios. Os episodios de
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reativacio do HVB-1 em laténcia, com consequente eliminagdo no
sémen tém sido associados ao estresse e ao uso de corticoides,
podendo ocorrer inclusive em animais aparentemente saudaveis
(FIELDS & KNIPE, 1992).

Nos paises desenvolvidos, programas com o objetivo de
obter sémen livre de virus tém se baseado no monitoramento da
presenga de virus e anticorpos especificos em touros e rejeigdo ou
eliminacdo de qualquer animal reativo ou infectado dos centros de
inseminagiio. Porém, mesmo nesses paises, nem sempre ¢ viavel
excluir touros geneticamente superiores, surgindo a necessidade de
detectar amostras contaminadas pelo HVB-1 através da pesquisa
individual das partidas de sémen a serem comercializadas. Apenas as
amostras contaminadas seriam rejeitadas, possibilitando o uso de
touros infectados mas  geneticamente superiores, pelo
monitoramento dos episodios de eliminagio, controlando a
transmissdo do virus pelo sémen e mantendo animais de alto valor
no plantel (SHEFFY & KRINSKY, 1973).

Sabendo-se dos efeitos prejudiciais advindos do uso de
sémen contaminado pelo herpesvirus bovino-1 na IA e sendo esse o
virus mais frequente no sémen bovino, este trabalho objetivou
conhecer a situagio de touros utilizados na rotina de uma central
brasileira de sémen bovino em relagdo a infecgio pelo HVB-1,
através da pesquisa de anticorpos especificos no sero sanguineo e
da presenga do virus no sémen, utilizando-se respectivamente as
técnicas de soroneutralizagio e isolamento em cultivo celular.
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REVISAQ DE LITERATURA

A Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) causada pelo
HVB-1 caracteriza-se pelas diversas formas clinicas com que se
apresenta, incluindo doenga  respiratoria,  vulvovaginite
(KENDRICK et al, 1958), aborto (LUKAS et al.,1963),
balanopostite { STUDDERT et al., 1964) , encefalite (BARENFUS
et al., 1963), diminui¢io nos indices de fecundacio (ELAZHARY et
al.,1980) e queda brusca na produgio de leite (CHARLES &
FURLONG, 1992). Tais manifesta¢oes podem ser encontradas de
forma associada ou isolada.

A enfermidade foi descrita nos EUA pela primeira vez por
MILLER (1955), mas ja em 1933 relatou-se o isolamento do agente
a partir de infecgio genital em vacas na europa (SHEFFY &
KRINSKY, 1973). O primeiro isolamento do HVB-1 ocorrido no
Brasil foi em 1978 (ALICE,1978) em pustulas vaginais de vacas no
estado da Bahia. No mesmo ano, MUELLER et al (1978)
conseguiram isolar o virus de rim de feto bovino proveniente de
matadouro em Sio Paulo. A partir dai, varios autores vém relatando
a presenga do agente em rebanhos bovinos brasileiros com
problemas respiratdrios, reprodutivos e neurologicos (MUELLER
et al.,1979; GALVAOQ,1984; RIET-CORREA et al.,1989).

A partir dos primeiros estudos sorologicos realizados por
GALVAO et al. (1962/63) que testando 458 bovinos no estado da
Bahia por soroneutralizagdo (SN) detectaram anticorpos especificos
anti-IBR no soro de 34,4% dos animais estudados, diversos autores
detectaram sorologicamente a presenga do HVB-1 em varios
estados da Federagio em percentuais variando entre 33% e 85,7%
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(ANUNCIACAO et al,1989; CASTRO,1988; GALVAOQ,1984;
MUELLER et al.,1981; RAVAZZOLO et al.,1989; WIZGMAN et
al.,1972), demonstrando a ampla distribuicio do HVB-1 em
bovinos do Brasil, carecendo porém de dados especificos sobre
centrais de sémen.

Uma das principais caracteristicas dos herpesvirus ¢ sua
capacidade de desenvolver estados de laténcia no organismo do
hospedeiro, sendo que uma vez infectados pelo virus da IBR os
animais tornam-se portadores por toda vida. Animais clinicamente
saudiveis podem, sob condigbes imunodepressoras muitas vezes
imprevisiveis, eliminar o virus pelas secregdes sendo fonte constante
de contaminagio (FIELDS & KNIPE, 1992).

Viarios autores observaram esse fato em bovinos, como
SNOWDON (1965), que detectou excregdo intermitente do HVB-1
em diversas secregdes de bovinos artificialmente infectados por
diferentes vias por um periodo de até 587 dias sendo o virus isolado
no prepucio de touros por um periodo de até 361 dias. O autor
ressalta a possibilidade de animais aparentemente saudaveis,
inclusive os de centrais de sémen, serem portadores e
potencialmente capazes de voltar a eliminar o virus pelas secre¢des.
MILLER & VAN DER MAATEN (1987) apds infecgio
experimental de 13 novilhas com o HVB-1 conseguiram reativar,
quatro meses depois, a infecgdo latente em oito animais através da
injegio de dexametasona. Cies, suinos, aves, camundongos e
humanos também podem apresentar estados de laténcia quando
infectados por herpesvirus especificos (HUGHES et al,1987,
BENFIELD & ADLDINGER,1984;, OKUDA et al,1993;
McLENNAN & DARBY,1980; STEVENS,1989; BAGUST,1986;
MENGELING, 1989).

Estudos voltados para avaliar os efeitos do uso de sémen
bovino contaminado pelo HVB-1 sobre a reprodugdo foram
efetuados por Straub (1967) apud SPRADBROW (1968), o qual
demonstrou que o virus da IBR pode estar presente na secregido
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prepucial de touros em titulos de 10° TCID 50/ml, podendo
facilmente contaminar o sémen. KENDRICK & Mc¢ ENTEE (1967),
inseminando 12 vacas com sémen artificialmente contaminado pelo
HVB-1, encontraram [0 vacas com endometrite, lesdes nos
ovidutos e encurtamento do ciclo estral (abaixo de 18 dias). Cinco
animais apresentaram encistamento do corpo lhiteo, sendo que 11
vacas falharam na concep¢do. WHITE & SNOWDON (1973)
examinaram taxas de fertilidade em 149 vacas de 20 rebanhos.
Animais inseminados com sémen contaminado pelo HVB-1
apresentaram taxa de ndo retorno ao servigo de 13,4% comparada
com uma taxa de 60,8% quando sémen nio contaminado foi usado.
Das vacas que retornaram ao servigo, 22,1% apresentaram
encurtamento do ciclo estral ( < 18 dias).

21

PARSONSON & SNOWDON (1975), utilizando sémen
livte ¢ contaminado pelo HVB-1 e também touros livres e
contaminados pelo virus observaram baixa taxa de fecundacio
(40%) e necessidade de 4,5 servigos por concepgdo no grupo de
vacas que recebeu sémen contaminado via JA em comparagdo aos
outros grupos. Entre as vacas do grupo que apresentou baixa taxa
de concepgdo, 28% dos animais exibiram encurtamento do ciclo
estral e sinais clinicos de vulvovaginite pustular infecciosa (VPI).
Vacas cobertas naturalmente por touros infectados apresentaram
sinais clinicos de VPI e uma taxa de concepgdo de 89%, com baixa
interferéncia na fertilidade; as cobertas por touros normais
apresentaram taxa de concepgio de 100%, sem nenhum sinal
clinico.

ELAZHARY et al (1980), isolaram o HVB-1 do conteudo
uterino de oito vacas de um grupo de 11 animais com baixa taxa de
prenhez e alto nimero de servigos por concepgdo. O touro utilizado
no programa de reproducio do plantel apresentava o virus no
sémen. MILLER & VAN DER MAATEN (1984) observaram
endometrite necrotica, corpo lateo cistico, necrose focal -do corpo
luteo em novilhas inoculadas com HVB-1 pela via intrauterina, um
dia apés serem cobertas por touro livie do virus.
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KUPFERSCHIMIED et al,(1986) relataram a contaminagio de
vacas na Sui¢a através da insemmac¢io com sémen importado
contaminado pelo virus, proveniente de touro soronegativo. As
vacas inseminadas apresentaram taxas de nido retorno ao cio 10%
abaixo da média do rebanho além de soroconversio, tendo de ser
sacrificadas devido a legislag@o vigente naquele pais.

Estudos comprovaram nio haver correlagio obrnigatona
entre a detecgiio de anticorpos especificos circulantes e a presenga
de infecgdo pelo HVB-1. Alguns animais infectados artificialmente
por PARSONSON & SNOWDON (1975) ndo produziram
anticorpos no periodo de 43 dias, apesar de o isolamento do HVB-1
haver sido realizado, tendo a sorologia sido inadequada para a
detecgdo da infecgdo pelo virus. Parsonson apud SCHULTZ et al,,
(1976) observou que problemas reprodutivos advindos da
inseminagdo artificial com sémen contaminado pelo HVB-1 podem
ser encontrados tanto em vacas soronegativas quanto em
soroposttivas, SCHULTZ et al. (1976) citam trés possibilidades em
que o virus pode ser detectado no sémen de touros soronegativos:
a) animais susceptiveis com infec¢io ativa e excretando o virus
antes do desenvolvimento de anticorpos ; b) baixa sensibilidade do
teste em detectar baixos niveis de anticorpos; c) alguns animais
mfectados podem desenvolver a imunidade celular sem resposta
humoral mensuravel. KUPFERSCHIMIED et al., (1986) relataram
a importagdo de sémen contaminado pelo HVB-1 proveniente de
touro soronegativo. O autor sugere que provavelmente a coleta de
soro foi realizada na fase primaria da infecgdo quando os anticorpos
no soro ndo podem ser demonstrados.

Apesar de algumas recentes tentativas de desenvolver
técnicas mais sensiveis ¢ especificas (imunoeletromicroscopia,
reagdo em cadeia da polimerase/PCR) para a detecgio do HVB-1
no sémen bovino, o isolamento ¢ a identificagdo viral pelo cultivo
celular e SN permanecem como os métodos de diagndstico mais
usados (AFSHAR & EAGLESOME, 1990; BRUNNER et
al.,1988). ROCHA et al.(1993) detectaram duas amostras de sémen
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congelado contaminadas pelo HVB-1 dentre 27 examinadas. O
método de isolamento em cultivo celular crescido em tubos
Leighton foi considerado inadequado para o exame de um numero
maior de amostras. DREW et al. (1987), comparando o uso de
tubos Leighton e microplacas de 24 pogos cultivados com células de
rim de bovino, observaram ser a técnica de cultivo em placas mais
para o teste de grandes quantidades de amostras, com detecgdo de
até 1 TCID 50 de virus por esse método. Diversos autores
observaram no sémen fresco a presenca de propriedades citotdxicas
e deletérias a0 HVB-1 e que tais efeitos sio minimizados durante
seu processamento devido & diluigdo e adigdo de gema de ovo que
normalmente ¢é utilizada nas centrais de sémen (DARCEL &
COLTER,1976; DREW et al.,1987, LOWEN & DARCEL, 1985;
KAHRS, 1980).

CHAPMAN et al. (1979) demostraram, através do
isolamento em linhagem celular MDBK e titulagdo em microplacas
de 96 pogos, ndo haver perda no titulo do virus da IBR em sémen
bovino estocado por mais de um ano em nitrogénio liquido sob
condi¢des semelhantes aquelas encontradas em centrais de sémen.
DREW et al. (1987) observaram também que a infectividade do
virus no sémen permaneceu conservada por até sete dias em
temperatura de 4° C e por cinco dias em temperatura ambiente.
SPRADBROW (1968) examinando o sémen de 40 touros
provenientes de trés centrais de sémen australianas isoiou o0 HVB-1
em trés ampolas provenientes de uma mesma coleta ¢ descongeladas
em épocas diferentes, utilizando cultivo celular de rim bovino. Apés
12 meses de armazenamento 0 virus estava presente em uma das
amostra na concentragio de 10** TCID50/ml.

GOLAN et al(1990) realizaram estudos sobre a infecgdo
pelo HVB-1 em centrais de sémen examinando 40 amostras de
sémen provenientes de centrais localizadas na provincia de Santa Fé
(Argentina). Qs autores isolaram e identificaram o HVB-1 como
causador de efeito citopatico (ECP) em sete (17,5%) amostras.
Outras 17 evidenciaram ECP mas ndo puderam ser identificadas
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como HVB-1. WEIBLEN et al. (1991) descreveram um surto
agudo de balanopostite por HVB-1 em touros de uma central
brasileira de sémen sendo o virus isolado de “swabs” prepuciais de
nove das 11 amostras estudadas. Isolou-se o virus do sémen de um
dos touros 13 dias antes da manifestagio dos sinais clinicos.
Estudos sorologicos de OISCHORT et al. (1993) em uma central
de sémen holandesa na qual nenhum sinal clinico de IBR havia sido
observado, revelaram que pelo menos 75 touros de um total de 116
examinados apresentavam infecgio subclinica pelo HVB-1 sendo o
virus isolado de 43 amostras de sémen destes animais. Os autores
verificaram eliminagdo intermitente do virus no sémen e relagdo
direta entre aumento no titulo de anticorpos neutralizantes para o
HVB-1 e seu isolamento no sémen.

AFSHAR& EAGLESOME (1990) recomendam como
praticas na tentativa de se evitar a contammagio do HVB-1 em
sémen coletado de touros soropositivos, somente coletar sémen de
animais sem sintomas clinicos de IBR; testar nimero representativo
de amostras de cada dia de coleta para HVB-1; liberar o sémen
congelado para inseminagio somente apos a confirmagdo do estado
negativo e, principalmente, tentar estabelecer um plantel livre de
anticorpos para IBR. SCHULTZ et al. (1976) recomendam ndo
coletar sémen de touros com sintomas respiratdrios ou genitais de
IBR, nio tratar animais soropositivos com corticoides e manté-los
em situagdes de baixo estresse. SHEFFY et al.(1973) afirmam que
todo animal soropositivo deve ser considerado suspeito de infecgdo
latente ¢ susceptivel de apresentar excregio espontinea de virus no
sémen. Recomendam como medidas de controle nas centrais de
sémen o recrutamento de touros soronegativos sempre que possivel;
manutencdo de touros soropositivos sob condigdes livres de
estresse; cuidadosa observagao clinica para sinais de recrudescéncia
e teste das coletas de sémen suspeitas de contaminagdo para o
HVB-1. KUPFERSCHIMIED et al. (1986) recomendam nove
exame sorologico para touros exportadores de sémen quatro 4 seis
semanas apos a coleta, e antes da comercializagao do sémen.
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MATERIAL E METODOS

3.1 CENTRAL DE SEMEN

Foram utilizados 61 touros de uma central brasileira de
sémen bovino cuja finalidade é a comercializagdo de sémen no pais e
exportagdo, e que mantém permanentemente em coleta touros de
ragas zebuinas ¢ taurinas. Foi escolhida esta central pela importancia
na reprodugdo bovina, visto que sua participagio atinge 30 a 40%
do comércio de sémen nacional e até 50% daquele comercializado
no Estado em que esta instalada. Os animais tém o sémen coletado
trés vezes por semana ¢ contam com assisténcia veterinaria regular,
sendo que a vacinagio anti-HVB-1 nio ¢ adotada.

3.2 AMOSTRAS DE SEMEN E DE SORO

Dos 61 touros, 21 foram estudados de forma singular
através do monitoramento de apenas uma coleta de sémen e soro
(grupo A). O material, composto de 21 amostras de sémen ¢ 21
amostras de soro, foi recebido em outubro de 1993. Os outros 40
touros (grupo B), foram estudados de forma pareada por ocasido de
duas coletas de soro e sémen intervaladas entre si por 60 dias
(grupo B). A primeira remessa de 40 amostras de sémen ¢ de soro
desses animais foi recebida em outubro de 1993 e a segunda
remessa também de 40 amostras de sémen ¢ soro dos mesmos
animais, em dezembro de 1993, totalizando 80 amostras de s€émen
e 80 de soro. A soma dos grupos A ¢ B totalizou 101 amostras de
sémen ¢ 101 amostras de soro provenientes dos 61 touros
estudados .
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As amostras de sémen foram processadas e envasadas na
propria central conforme procedimentos padroes e imediatamente
remetidas em caixas refrigeradas ao laboratorio de Virologia do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria da UFMG, onde foram estocadas a -70°C até o
momento do uso.

O sangue foi coletade por pung¢io venojugular sendo os
soros enviados sob refrigeragio. No laboratorio foram inativados a
56°C por 30 minutos e estocados a -20°C até o0 momento do uso.
Das 101 amostras de soro recebidas, nove apresentavam hemolise
mtensa impossibilitando a realizagdo de exames.

3.3 LINHAGEM CELULAR E MEIOS DE CULTURA

Usou-se a linhagem continua de células renais de bovino
(Madin & Darby Bovine Kidney / MDBK) cultivadas em meio de
crescimento Minimum Essential Medium (MEM) adicionado de
penicilina, estreptomicina e fungizona. O meio MEM foi
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) inativado a 56°C
por uma hora e livre de virus e anticorpos para BVD e IBR. O meio
de manutengdo foi o mesmo, exceto pela suplementagio com
apenas 2% de SFB.

3.4 SORONEUTRALIZACAO (SN)

A pesquisa de anticorpos especificos anti-IBR no soro dos
touros foi efetuada em microplacas de 96 pogos em quadruplicata.
Distribuiu-se 25 ul do diluente MEM por toda placa. Em seguida,
25 pl de cada soro foram adicionados a primeira e segunda fileiras
da placa, sendo a primeira a fileira de controle de soro e a segunda
fileira usada para dilui¢gdes duplas seriadas. Logo apés, 25 ul de
virus padrdo em 200 doses efetivas/50 (200 DE50) por 25 ul foram
adicionados em toda placa, exceto nas fileiras correspondentes aos
controles de soro, células ¢ meio. Apéds um periodo de adsorgio de
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uma hora a 37°C, 25 pl de células MDBK na concentragio de 6 x
10° células/ml foram adicionados em cada pogo da placa que
retornava a estufa para ser lida ao microscopio apos 72 horas. O
titulo foi calculado como a maior dilui¢do na qual se inibia o efeito
citopatico (ECP) em 50% dos cultivos celulares. Amostras de soro
com titulos iguais ou maiores que 1:4 foram consideradas positivas,
possuindo anticorpos especificos anti-IBR em niveis detectaveis
pelo teste de SN. Um aumento no titulo de anticorpos maior ou
igual a quatro unidades de logaritmo base 2 foi considerado
significativo na sorologia pareada.

Utilizou-se soros especificos anti-virus da IBR e da BVD
produzidos em coelhos e caprinos da EV da UFMG segundo
técnica descrita por HORWITS & SCHARFF (1969). A amostra
LLA* do HVB-1 foi usada como antigeno de referéncia.

3.5 ISOLAMENTO

Para as tentativas de isolamento de virus nas amostras de
sémen foram utilizadas microplacas de 24 pogos com monocamada
de células MDBK previamente estabelecidas e cultivadas em meio
MEM de crescimento. Os monoextratos celulares, cultivados
previamente em frascos Roux , foram lavados com salina Hank’s e
banhados em solugio de tripsina-versene (STV), preparada com
tripsina** a 0,5 % e EDTA- acido etileno diamino tetracético***
até o desprendimento total da camada celular.

A suspensdo obtida foi diluida na concentragio de 2 x 10°
células/ ml em meio de crescimento e distribuida nas microplacas de
24 pogos no volume de 1,0 ml por pogo.

* Cedida pela Universidade de Davis, California
** DIFCO Laboratories, Grand Island, New York (USA)
*** REAGEN Quimibras Ind. Quim. S/A, Rio de Janeiro, RJ
(Brasil)
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As placas foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera com 5%
de CO, e utilizadas quando apresentavam actma de 90% de
confluéncia celular, geralmente apos 72 horas. A monocamada
celular foi submetida a um processo de dupla lavagem com salina de
Hank ap6s o que inoculou-se 0,1 ml de amostra utilizando-se dois
pogos por amostra. Apos um periodo de adsorgio de uma hora a
37°C em estufa com 5% de CO,, adicionou-se 1,0 ml de meio de
manuten¢io a cada pogo das placas. Em cada placa foram utilizados
trés pogos para os controles negativos que circundavam o pogo no
qual se inoculava o virus padrio (controle positivo), totalizando 10
amostras de sémen estudadas em duplicata e quatro controles por
microplaca de 24 pogos.

A vpresenca de ECP caracteristico com alteragdes
morfolégicas sugestivas de isolamento viral foi investigada ao
microscopio por cinco dias consecutivos, sendo consideradas
negativas amostras em que ndo se observasse ECP apos trés
passagens. Amostras que apresentavam ECP sofriam remocio
mecanica da camada celular restante e coleta de todo contendo do
pogo em capela de fluxo laminar, sendo o material aliquotado e
estocado a -70°C até serem submetidas a0s processos de titulagio
¢ identificagéo.

3.6 TITULAGAO

Amostras de sémen que apresentaram ECP foram tituladas
submetendo-se cada amostra a diluigdes decimais seriadas em placas
de 24 pogos até a dilui¢io de 10 * e inoculando-se quatro pogos de
uma placa de 96 pogos contendo monocamada de cultivo de céludas
MDBK com cada diluigdo. As placas foram mantidas em estufa a
37°C com 5% de CO; até o momento da leitura ao microscopio,
apos 72 horas . Os titulos foram calculados pelo método de REED
& MUENCH (1938), sendo cada amostra diluida ao titulo de 200

DES50/25 nl no momento da identificagéo.
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3.7 IDENTIFICAGAO

Amostras que apresentaram ECP foram submetidas ao teste
de virusneutralizagdo em microplacas de 96 pogos para identificaco
do agente frente a soro padrio especifico dituido a 1/16, apos serem

previamente tituladas e diluidas até o titulo de 200 DE50/25 ul .
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS GLOBAIS

Foram encontrados 37 touros (60,7%) soropositivos para o
HVB-1 dentre os 61 estudados de forma pareada ou singular
(Tabela 1), aparecendo como um resultado isolado, ji que nio foi
encontrada literatura especifica sobre levantamentos sorolédgicos
mais amplos em animais de centrais de sémen brasileiras. Os
resultados foram considerados altos, demonstrando que o HVB-1 se
encontra difundido na central de sémen estudada, a semelhanca do
que ocorre em vérios outros rebanhos bovinos do Pais, tendo sido
possivel, inclusive, acompanhar um caso natural de soroconversio.
Autores que pesquisaram indices sorologicos de anticorpos anti
HVB-1 em rebanhos bovinos brasileiros entre 1962/63 ¢ 1989
relataram percentuais de 33% a 85,7% de animais soropositivos
sendo os estudos realizados, contudo, em bovinos de ambos sexos e
de idades variadas, sem direcionamento para touros alojados em
centrais de sémen (ANUNCIACAO,1989; CASTRO,1988;
GALVAO et al,, 1962/63; GALVAO,1984; MUELLER et al.,1981;
RAVAZZOLO et al.,1989; WIZIGMANN et al.,1972).

Dos trés touros estudados de forma pareada que
apresentaram sorologia positiva em apenas uma coleta (touros n°
03, 08 e 10), somente um apresentou aumento no titulo de
anticorpos maior que quatro unidades de logaritmo (base 2), que
foi o valor minimo de aumento considerado significativo. O soro
deste animal (touro n° 08) apresentou titulo inicial de 1:2 chegando
a 1:64 na segunda coleta (Tabela 3). Uma vez que nenhum touro
havia sido vacinado contra a doenga, os anticorpos detectados
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foram atribuidos i infec¢do natural ou quebra de estado de laténcia
por motivos ignorados.

A detecgio de 19 (31,1%) touros com sémen contaminado
pelo HVB-1 dentre os 61 examinados (Tabela 1) aparece como um
indice surpreendentemente alto, uma vez que as amostras foram
obtidas sem que existisse suspeita prévia de presen¢a do virus, ou
seja, nenhum sinal sugestivo de IBR fora observado nos touros
amostrados. WEIBLEN et al.(1991) descreveram isolamentos de
HVB-1 em sémen ¢ “swabs” prepuciais de touros de uma central
brasileira, mas os animais vieram a apresentar sintomas clinicos em
um periodo de 13 dias. Uma vez que a central em estudo €
considerada uma das melhores do Brasil, acreditamos que este ndo
seja um problema isolado, mas presente talvez até em niveis mais

criticos nas outras centrais do Pais

’ Os resultados obtidos assemelham-se aos apresentados por
GOLAN et al.(1990) que isolaram e identificaram o HVB-1 como
causador de ECP em sete (17,5%) amostras de sémen dentre 40
examinadas provenientes de touros de centrais de sémen localizadas
na provincia de Santa Fé (Argentina). O potencial desses
reprodutores como difusores da enfermidade agrava-se 4 medida em
que milhares de vacas sdo inseminadas em todo o pais com sémen
proveniente de centrais de sémen, pois, apesar da tecnificagdo, do
incremento produtivo e do uso de antibiéticos no sémen congelado
haverem controlado a transmissdo de agentes bacterianos via sémen
(campilobacter, leptospiras,etc.), vé-se, hoje, ressaltado o papel do
HVB-1 ¢ outros virus como agentes interferentes na reprodugao
animal, principalmente se¢ transmitidos através da inseminagdo
artificial (GOLAN et al.,1990).

O fato de ndo haver perda no titulo do virus da IBR em
sémen bovino estocado por mais de um ano em nitrogénio liquido
agrava ainda mais a situa¢io do sémen contaminado, uma vez que o
armazenamento e o processamento contribuem para a conservagio
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do agente ¢ sua transmissio em um estado infecciosamente viavel
(CHAPMAN et al., 1979 ; SPRADBROW ,1968).

Tabela 1. Soroneutralizagdo e isolamento de HVB-1 ros touros da
central de sémen

Sorologia * Isolamento °
N° de % N° de %
touros touros
Positivo 37 60,7 19 31,2
Negativo 19 31,2 42 68,8
ND° 5 8,2 - -
Total 61 100,0 61 100,0

a. Frente a 200 DE50/25pl, em celulas MDBK
b .ECP em células MDBK em 72 horas pos-infecgdo
c. ND = ndo determinado

4.2 SOROLOGIA ESTRATIFICADA

Considerando-se as amostras de sémen e soro coletadas dos
61 touros estratificadas de acordo com a forma de coleta, um total
de 101 amostras foi analisado, sendo 21 do grupo A (singular) e 80
do grupo B (pareada).

Dos 21 touros estudados de forma singular (grupo A), 12
(57,2%) apresentaram sorologia positiva, quatro (19%) eram
soronegativos e cinco (23,8%) ndo tiveram a sorologia determinada
(Tabela 2). :




33 3y UFM®

Das 80 amostras de soro correspondentes aos 40 touros
estudados de forma pareada (grupo B), 44 (55%) apresentaram
anticorpos especificos anti-HVB-1, ndo havendo diferenga
significativa (p < 0,05) entre uma ou duas coletas quando os dados
foram submetidos ao teste do X* (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados sorologicos dos grupos A ¢ B para HVB-1,
por soroneutralizagio.

Sorologia GRUPO A GRUPO B TOTAL
N° de soros (%) N° de soros (%)
Positiva * 12 {57,2) 44 (55,0) 56
Negativa ** 4 (19,0) 32 (40,0) 36
ND 5 (23.,8) 4 (5,0) 9
TOTAL 21{100.0) 80 (100.,0) 10]

(*) Titulos 1guais ou superiores a 1:4
(**) Titulos menores que 1:4
ND = Nio Determinada

O estudo pareado das amostras de soro revelou 14 touros
(35,0%) apresentando sorologia negativa para IBR nas duas coletas,
trés animais (7,5%}) com anticorpos especificos em uma das coletas
¢ 19 (47,5%) apresentando sorologia positiva nas duas amostras de
soro estudadas. Soros de quatro (10,0%) touros ndo puderam ser
estudados de forma pareada, pois o material correspondente a
primeira coleta chegou ao laboratorio apresentando hemdlise
intensa o que impossibilitou a realizagdo dos exames. Desses quatro
animais, trés apresentaram sorologia positiva no material
correspondente a segunda coleta (Tabela 3).
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Tabela 3. Titulos sorologicos e isolamento de HVB-1 em sémen dos touros
da central de sémen

Primeira remessa Segunda remessa
Touro Sorologia * Isolamento Sorologia Isolamento
1 1:64 - 1:32 -
2 1:8 - 1:4 +
3 1:4 + 1:2 -
4 1:8 - 1:4 -
5 <l:2 - <1:2 -
6 <IL:2 + 1.2 -
7 1:32 - 1:16 -
8 1:2 - 1:64 +
9 <l:2 - 1:2 +
10 <1:2 + 1:4 -
11 <1:2 - <1:2 -
12 1:32 - 1:16 -
13 1:32 - 1:16 -
14 1:32 - 1:16 -
15 <}:2 - 1:2 -
16 1:8 - 1:16 -
17 1:2 - 1:2 -
18 1:32 + 1:16 +
19 1:32 - 1:16 -
20 1:32 + 1:16 -
21 1:16 - 1:8 -
22 ND ** - 1:16 +
23 1:64 - 1:64 -
24 ND + 1:32 -
25 1:2 + <I:2 -
26 <1:2 - <1:2 -
27 <l:2 - 1:2 -
28 1:32 - 1:16 -
29 1:32 - 1:16 -
30 1:32 - 1:16 -
31 ND - 1:8 -
32 1:2 - <1:2 -
33 <]:2 + <l:2 -
34 ND - <l:2 -
35 1:2 - 1:2 -
36 1:2 - 1:2 -
37 1:32 - 1:16 +
38 1:8 + 1:16 -
39 1:8 - 1:8 -
40 1:2 - 1.2 +.

(*) Foram considerados positivos titulos sorologicos iguais ou superiores a
1:4.(**) ND = nio determinada.
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Tabela 3. Titulos sorolégicos e isolamento de HVB-1 em sémen dos touros
da central de sémen (continuagio)

Primeira remessa Segunda remessa
Touro Sorologia * Iseclamento Sorologia Isolamento
41 1:3 - NR*** NR
42 1:4 - NR NR
43 1:64 - NR NR
44 1:16 + NR NR
45 <l:2 - NR NR
46 <1:2 - NR NR
47 1:16 - NR NR
48 ND - NR NR
49 ND - NR NR
50 1:2 + NR NR
51 1:32 - NR NR
52 ND NR NR
53 1:32 - NR NR
54 1:8 - NR NR
55 ND + NR NR
56 ND - NR NR
57 1:2 + NR NR
58 1:32 - NR NR
59 1:32 - NR NR
60 1:8 - NR NR
61 1:32 - NR NR

(*) Foram considerados positivos titulos sorologicos iguais ou supernores a
1:4. (**) ND = nio determinada. (***) NR = nio realizado

A 4.3. ISOLAMENTO ESTRATIFICADO DE HVB-1 NO
SEMEN

Dos 21 touros estudados de forma singular (grupe A)
quatro (19,0%) apresentaram HVB-1 no sémen (Tabela 4).

Dentre as 80 amostras de sémen provenientes dos 40 touros
do grupo B, 16 (20,0%) apresentaram ECP sendo o HVB-1
detectado em todas elas. As demais 64 (80%) amostras de sémen
desse grupo ndo apresentaram o virus (Tabela 4 ).
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Tabela 4. Isolamento de HVB-1 em sémen de touros dos grupos Ae B

Isolamento GRUPO A GRUPO B
N° amostras de N° amostras de

sémen (%) sémen (%)

Positivos 4 (19,0) 16 (20,0)

Negativos 17 (81,0) 64 (80,0)

TOTAL 21 (100,0) 80 (100,0)

No estudo pareado, o ECP fot detectado em apenas uma das
duas coletas de sémen de 14 touros e nas duas coletas de um touro
(touro n° 18). O sémen dos demais 25 touros estudados de forma
pareada ndo revelou ECP ao cultivo celular (Tabela 3). O fato de o
HVB-1 ter sido isolado em apenas uma coleta, estando o material
da outra amostragem livre do virus deveu-se provavelmente a
caracteristica dos herpesvirus de estabelecer quadros de laténcia no
hospedeiro, podendo ser elimmados nas secregdes de forma
intermitente (FIELDS & KNIPE,1990). Varios autores detectaram
excre¢io intermitente do HVB-1 em secregdes de bovinos
(MILLER & VAN DER MAATEN, 1987, SNOWDON,1965) e
infecgdes latentes em cdes, suinos, aves, camundongos ¢ humanos
quando infectados por herpesvirus especificos (HUGHES et
al.,1987; BENFIELD & ADLDINGER,1984; OKUDA et al,1993;
McLENNAN & DARBY,1980; STEVENS,1989; BAGUST,1986;
MENGELING, 1989). SNOWDON (1965) ressalta a possibilidade
de animais aparentemente saudaveis, inclusive os de centrais de
sémen, serem portadores e potencialmente capazes de voltar a
eliminar o virus pelas secregdes.
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4.4 RELACAO ENTRE SOROLOGIA E ISOLAMENTO
VIRAL

Das 56 amostras de soro positivas, 10 apresentaram o HVB-
1 no sémen da coleta correspondente. Dentre os 36 soronegativos,
oito touros tinham o HVB-1 no sémen e dentre os nove com
sorologia nio determinada, dois tinham o sémen positivo para o
HVB-1 na coleta correspondente (Tabela 5).

Tabela 5. Relagdo entre a sorologia e isolamento de HVB-1 nos
touros da Central de s€émen
Isolamento *

Sorologia Positivo Negativo Total
Positiva 10 46 56
Negativa * 8 28 36
ND’ 2 7 9
TOTAL 20 81 101

1. Frente a 200 DESC/25pl

2. ECP em células MDBK 72 horas apos inoculagio
3. Titulos 1guais ou superiores a 1:4

4. Titulos menores que 1:4

5. ND = Nio Determinada

O touro n° 08 que havia apresentado sorologia negativa e
sémen livre de HVB-1 no material correspondente a primeira coleta,
apresentou anticorpos especificos no soro e o virus da IBR no
sémen referentes a segunda coleta demostrando que houve
soroconversio e excregio do virus no sémen durante o periodo do
estudo (Tabela 3). Este animal poderia ser portador de infecgio
latente no qual o virus foi reativado, ou simplesmente se tratar de
uma infec¢do primaria com produgio de anticorpos e eliminagdo do
agente no sémen. A hipotese da soroconversio ser uma resposta a
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vacinagdes estd, como ja citado, descartada. Fato semelhante foi
observado em varios touros com infecgdo subclinica pelo HVB-1
alojados em uma central de sémen holandesa (OISCHORT et al,
1993). Os autores observaram relagdo direta entre aumento no
titulo de anticorpos neutralizantes para o virus da IBR ¢ seu
isolamento no sémen nesses antmais,

Os isolamentos de HVB-1 em sémen tanto de touros
soropositivos quanto de touros soronegativos obtidos nesse
trabalho foram também relatados por diversos autores que
verificaram ndo haver correlagio obrigatdria entre a detecgio de
anticorpos especificos circulantes e a presenca de infecgio pelo
HVB-1. PARSONSON & SNOWDON (1975) verificaram que
alguns animais infectados artificialmente nio produziram anticorpos
no periodo de 43 dias, apesar de o isolamento do HVB-1 haver sido
realizado. Este fato pode ser explicado pelo uso de testes
laboratoriais pouco sensiveis, pelo desenvolvimento de imunidade
celular sem resposta humoral mensurivel ou pela realizagio de
exames sorologicos em animais com infecgdo ativa e excretando o
virus antes do desenvolvimento de anticorpos (SCHULTZ et
al.,1976 ; KUPFERSCHIMIED et al.,1986).

Torna-se dificil apontar entre as justificativas anteriores a
que methor explicaria os resultados encontrados em nosso trabalho.
Porém, como as técnicas utilizadas sio consideradas satisfatorias
quanto a especificidade e sensibilidade, consideramos pequena a
possibilidade de falhas técnicas terem interferido nos resultados. A
predominincia da imunidade celular sobre a humoral e a possivel
coleta de material em periodo anterior a formagio de anticorpos
aparecem, portanto, como as hipoteses mais imediatas.

Apesar da ampla disseminagdo do virus da IBR no Brasil, os
produtores rurais de maneira geral tendem a conviver com o
problema, uma vez que os prejuizos advindos da infecgdo tornam-se
de importincia menor quando comparados com aspectos bdsicos
como a desnutrigio e parasitismos em que se encontra grande parte
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do rebanho bovino nacional. A infec¢do, porém , torna-se mais
critica em touros reprodutores de centrais de sémen, uma vez que ¢
sémen desses animais é comercializado para diversas propriedades,
em diferentes regides do Pals, que utilizam programas de
inseminagdo artificial € que por terem controladas as condigdes de
alimentagdo e parasitismos, ressaltam a importancia de mfeccgdes
virais. Os prejuizos pelo uso de sémen contaminado pelo HVB-1
aparecem na forma de introdugio do agente nos remanescentes
rebanhos livres através de vacas inseminadas, com implicagdes
gerais como doenga respiratoria, podendo estar acompanhada de
queda brusca da produgio de leite, vulvovaginite, balanopostite ¢
encefalite (ELAZHARY et al 1980, BARENFUS et al, 1963
LUKAS et al., 1963; KENDRICK et al.,1958; STUDDERT et al.,
1964). Especificamente, o uso de sémen contaminado pelo HVB-1,
na inseminagio artificial, pode levar a problemas reprodutivos com
diminui¢io dos indices de fecundagio, abortos em todos os estagios
da gestacdio ¢ mortalidade de neonatos (KENDRICK & Mc
ENTEE, 1967; WHITE & SNOWDON, 1973; PARSONSON &
SNOWDON, 1975; MILLER & VAN DER MAATEN,1984;
KUPFERSCHIMIED et al., 1986; CHARLES & FURLONG,
1992), sendo que tais problemas podem ser encontrados tanto em
vacas soronegativas quanto em soropositivas (Parsonson apud
SCHULTZ et al.,1976).

Uma vez que foi demostrado que nem todas coletas de
sémen de um animal estio necessariamente contaminadas, somente
o exame individual das partidas coletadas pode assegurar a
comercializagdo de sémen livre de HVB-1 mesmo quando obtido de
touros contaminados (AFSHAR & EAGLESOME,1990;
KUPFERSCHIMIED et al.,1986; SHEFFY et al,1973). O exame
de apenas uma paleta por ejaculado obtido seria suficiente para a
prevengio da disseminagio do HVB-1 por essa via, o que implicaria
em custos suportaveis pelos proprietirios se considerarmos que
cada ejaculado da origem a dezenas de paletas apds a diluigdo. O
sémen negativo para HVB-1 seria comercializado como material
genético de qualidade sanitaria superior, fato que deveria ser,
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inclusive, abordado em estratégias de “marketing”, chamando para
si a preferéncia do consumidor.

Outras recomendagdes relacionadas ao manejo de touros
soropositivos em centrais incluem a coleta de sémen somente
quando esses animais ndo apresentarem sinais clinicos de IBR
(SCHULTZ et al., 1976 ; SHEFFY et al.,1973), o que nZo assegura
que o sémen nio esteja contaminado pelo HVB-1 uma vez que os
touros utilizados no presente experimento também ndo
apresentavam nenhum sinal clinico da infec¢do. Evitar o uso de
corticoides e manter os animais em situagdes de baixo estresse sio
medidas de alcance limitado e dificeis de serem absorvidas na rotina
de varias centrais de sémen, principalmente quando consideramos
que até mesmo a coleta de sémen pode ser um fator estressante aos
touros.

45 TECNICAS DE SORONEUTRALIZACAO E
ISOLAMENTO VIRAL

Na fase inicial desse trabalho, que compreendeu o pré-
experimento, utilizou-se os tubos Leighton para o cultivo celular.
Contudo, logo tomou-se evidente a impossibilidade do uso de tal
material quando fosse examinado um numero maior de amostras
(ROCHA et al,,1993). A utilizagdo de cultivo celular crescido em
microplacas de 24 pogos para o isolamento viral demonstrou
praticidade superior evidente gquando comparada com o uso de
tubos Leighton, conforme também havia sido relatado por DREW
et al(1987) sendo, por isso, adotada na parte principal do
experimento. Diversos autores observaram a presenga no sémen
fresco de propriedades citotoxicas e deletérias ao HVB-1 ¢ que tais
efeitos sdo minimizados durante seu processamento devido a
dilui¢do e adi¢io de gema de ovo, que normalmente sio realizadas
nas centrais de sémen (DARCEL & COLTER,1976; DREW et
al,1987; LOWEN & DARCEL,1985; KAHRS, 1980). Inicio de
efeito citotoxico devido as substincias presentes no fluido seminal
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foi observado em algumas amostras mas nao a ponto de interferir na
leitura dos resultados, uma vez que a camada celular ou se manteve
integra ou demonstrou ECP caracteristico e diferenciado daquele
observado devido a efeito citotdxico.

O sémen destinado para isolamento viral pode ser remetido
em caixas Trefrigeradas dispensando-se o uso de botijio de
nitrogénio ja que a infectividade do virus no sémen permanece
conservada por até sete dias em temperatura de 4°C e por cinco dias
em temperatura ambiente (DREW et al., 1987). Isto facilitou em
muito a remessa do material por parte da Central, sendo que o
mesmo procedimento poderia ser adotado por outros produtores
interessados em realizar os exames no sémen de seus reprodutores.

Apesar de aceita mundialmente como a técnica de escolha
para pesquisa de HVB-1 em material suspeito, o isolamento em
cultivo celular é caro, trabalhoso e demorado. Na Escola de
Veterinaria da UFMG o isolamento viral de um unico material custa
& comunidade algo em tomo de US$ 70,00 e a soroneutralizagio
USS$ 20,00 , necessitando-se de um tempo minimo de 30 dias para a
obtengido dos resultados. O elevado custo associado ao longo tempo
de espera vém desestimulando a pratica rotineira desses exames
como medida preventiva, sendo adotados, de maneira geral, quando
os problemas reprodutivos do rebanho se encontram em fase
adiantada e as causas bacterianas ja foram descartadas. Recentes
tentativas de desenvolver técnicas mais sensiveis, especificas e
rapidas para a detecgio do HVB-1 no sémen como a
imunoeletromicroscopia ou o PCR (AFSHAR & EAGLESOME,
1990; BRUNNER et al. 1988) devem ser estimuladas para que
aspectos virais possam ser abordados em fases iniciais,
possibilitando a adogio de medidas em tempo habil.
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CONCLUSOES

Pelo menos uma coleta de sémen de alguns touros da
Central de sémen em estudo estava contaminada pelo HVB-I,
estando a maioria dos animais da central infectada pelo HVB-1,
possuindo titulos de anticorpos anti-HVB-1 detectaveis pela SN. O
estudo sorolégico dos touros mostrou-se inadequado como
indicador de auséncia ou presenga do HVB-1 no sémen desses
animais, nio devendo a sorologia ser utilizada para tal fim,
Considerando-se os animais com isolamento positivo de HVB-1I
entre os touros amostrados de forma pareada, observa-se que, na
maioria das vezes, o isolamento foi possivel em somente uma das
coletas, indicando a intermiténcia da replicagdo viral. O exame
individual das partidas de sémen a serem comercializadas para a
presenga do HVB-1, mostra-se come um método de controle
objetivo para se evitar a disseminagdo do virus via sémen.

O isolamento em cultivo celular e a identificagio por
neutralizagio especifica sio técnicas mundialmente aceitas e podem
ser executadas em laboratorios razoavelmente equipados sendo,
contudo, trabalhosas, demoradas e excessivamente caras. O uso de
microplacas de 24 pogos facilitou sensivelmente o trabalho de
isolamento, em comparagio aos tubos Leighton. Métodos para
detecgdo do HVB-1 no sémen bovino de forma mais eficiente
precisam ser desenvolvidos a custos acessiveis, nio so as grandes
centrais de inseminag¢do como aos centros de coleta e congelamento
de sémen bovino para uso doméstico.
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SUMMARY

Infection by BHV-1 in bulls of a Brazilian insemination
centre was investigated by viral isolation from semen in cell
culture (MDBK) and serum neutralization tests. Paired semen
and serum samples from 40 bulls (60-day interval) and a single
serum and semen samples from 21 bulls were examined. Specific
antibody was detected in 37 (60,7%) bulls. BHV-1 was detected
in 20 (19,8%) semen samples. Correlation among serologic
results and virus isolation was not found. Techniques used
showed be costly, labourious and time consuming, although
sensitive enough to enable the isolation of HVB-1 from a great
number of bulls. Alternative methods must be developed in
order to overcome the drawbacks related to time and cost. The
examination of all semen samples for HVB-1 prior to
commercialization is strongly indicated.

Key words: bovine; bovine herpesvirus-1; semen.
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