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RESUMO

A Estomatite Vesicular (EV) constitui-se em uma das barreiras sanitárias impostas por países
compradores de sêmen industrializado e envasado que exigem biosseguridade, associado ao fato
de ser zoonose. No presente trabalho foi monitorada uma Central de Inseminação Artificial (IA),
localizada na região nordeste do Estado de São Paulo, Brasil, com o objetivo de detectar a presença
de anticorpos para a EV (sorotipo Indiana) em touros doadores de sêmen. Foram examinados 72
touros no período de abril de 2000 a abril de 2001, totalizando três colheitas com intervalo
semestral. A ocorrência encontrada foi: 1,4% (1/72) em abril de 2000; nenhum animal (0/40) em
setembro de 2000 e 2,5% (1/40) em abril de 2001. Os animais positivos, mesmo não apresentando
sintomas clínicos foram retirados do recinto. Apesar da eliminação do animal positivo na primeira
avaliação, houve aparecimento de um novo caso em abril de 2001. Os resultados indicam a
necessidade de monitoramento nas Centrais de IA no Brasil e sugerem a necessidade de se
incrementar as medidas profiláticas de ordem inespecíficas para o controle da EV.
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ABSTRACT

VESICULAR STOMATITIS: MONITORING IN SEMEN DONOR BULLS OF AN ARTIFICIAL
INSEMINATION CENTER. Vesicular Stomatitis (VS) is a sanitary barrier imposed by countries
that buy industrialized and bottled semen in order to assure biosafety, besides the disease is
considered a zoonosis. In the present study an Artificial Insemination (AI) Center located in
northeast São Paulo, Brazil, was monitored in order to detect the presence of antibodies to VS
(Indiana serotype) in donor bulls. A total of 72 bulls were analyzed from 2000 April to 2001 April,
in relation to three periods and the following occurrence was found: 1.4% (1/72) in 2000, April;
all the bulls were negative in 2000, September and 2.5% (1/40) in 2001, April. Although positive
animals did not present clinical symptoms, they were culled. Although the animal positive in the
first evaluation was eliminated, there was a new case in April, 2001. Results indicate the need  for
surveillance at AI Centers in Brazil and suggest that prophylatic and unspecific measures for the
control of VS should be improved.
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INTRODUÇÃO

A Estomatite Vesicular (EV) é causada por um
Vesiculovirus pertencente à família Rhabdoviridae,
ordem Mononegavirales. Seu impacto econômico é
observado pelas perdas que causa em animais enfer-
mos, pelas restrições ao comércio internacional de
animais e produtos de origem animal, pelo fato de ser
zoonose e ainda ser clinicamente confundível com
Febre Aftosa (ACHA & SZYFRES, 1986; REIF et al., 1987;

QUIROZ et al., 1988; LÓPEZ et al., 1996-1997; INTERNATIONAL

COMMITTE TAXONOMY VIRUSES, 2001).
O risco de transmissão da EV pelo sêmen é pouco

provável (AUVESTPLAN, 1996; AQIS, 1999), mesmo
assim é necessário o monitoramento periódico por
provas sorodiagnósticas em touros doadores, com o
objetivo de garantir ausência do vírus da EV por se
tratar de uma doença pertencente a lista A do Código
Sanitário Animal da OIE. Por definição as doenças
assim classificadas acarretam graves conseqüências,
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principalmente, para o comércio internacional de sê-
men e embriões bovinos, uma vez que se constitui um
dos itens da barreira sanitária imposta por países
compradores (OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2001).

A Inseminação Artificial (IA) tornou-se
metodologia fundamental para o melhoramento e
diversificação genética dos rebanhos bovinos,
entretanto, quando aplicada sem o controle sanitário
adequado, constitui-se uma das vias de transmissão
indireta de agentes patogênicos. Para garantir a
qualidade sanitária do sêmen industrializado, as
Centrais de IA têm adotado procedimentos tais como
quarentena e monitoramento sorológico semestral
dos touros doadores e controle de todas as partidas de
sêmen que incluem isolamento de bactérias,
protozoários e vírus (KAHRS et al., 1980; LUCAS, 1986;
AFSHAR & EAGLESOME, 1990).

Tendo em vista o potencial zoonótico do vírus da
EV, a complexidade de fatores envolvidos nas vias de
transmissão da infecção, a barreira sanitária imposta
por países compradores, a necessidade de diagnóstico
diferencial com a Febre Aftosa e a exigência de que o
diagnóstico seja realizado apenas por laboratórios
oficiais ou credenciados, levou-nos à realização do
presente trabalho com o objetivo de monitorar uma
Central de Inseminação Artificial para a detecção de
anticorpos contra o vírus da Estomatite Vesicular
(sorotipo Indiana) em touros doadores de sêmen.

MATERIAIS E MÉTODOS

Central de inseminação artificial
Foi monitorada uma Central de IA localizada na

região nordeste do Estado de São Paulo, Brasil, cuja
finalidade é a comercialização de sêmen em território
nacional e para exportação. Esta Central integra um
projeto do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Sanidade Animal do Instituto Biológico do Estado de
São Paulo, que visa o controle sanitário de touros
doadores e das partidas de sêmen para certificação da
qualidade do produto comercializado.

A quarentena é realizada para admissão dos
reprodutores na Central de IA, durante a qual são
realizados exames clínicos e provas diagnósticas para
brucelose, tuberculose, leptospirose, Herpesvírus bo-
vino 1 (BHV-1), vírus da Diarréia Viral Bovina (BVDV),
vírus da Leucose Enzoótica Bovina (BLEV) e Febre
Aftosa (FMDV). Uma vez admitido, o touro é monitorado
(sorodiagnóstico) semestralmente para BHV-1, BVDV,
BLEV e FMDV. Atualmente, realiza-se também o con-
trole de todas as partidas de sêmen para o BHV-1.

Amostras de soro
Foram monitorados 72 touros no período de

abril de 2000 a abril de 2001, totalizando três

colheitas com intervalo semestral. Na primeira
colheita realizada em abril de 2000, foram exami-
nados 72 touros, seis meses após 40 touros e na
última colheita, em abril de 2001, foram examina-
dos 40 touros. Nem sempre o mesmo animal pôde
ser submetido às três colheitas, pois dentro de uma
Central de IA a população é dinâmica, novos tou-
ros são admitidos e os residentes podem ser retira-
dos na dependência de vários fatores como estado
sanitário para diversas enfermidades, desempe-
nho reprodutivo ou ainda a finalização do seu
contrato de permanência.

As amostras de soro foram colhidas
assepticamente por punção da veia jugular em
tubos Vacutainer. Após a retração do coágulo, em
temperatura ambiente, a fração sérica de cada
amostra foi transferida para frasco esterilizado,
identificada convenientemente, inativada em ba-
nho-maria à temperatura de 56º C durante 30 minu-
tos e congeladas à temperatura de -20º C até o
momento do uso.

Reação de soroneutralização (SN)
A pesquisa de anticorpos neutralizantes foi reali-

zada segundo procedimentos preconizados no
Manual de Padrões para os Testes Diagnósticos e
Vacinas do OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES (1996).

Cada amostra de soro foi diluída em base 10
com meio de Eagle-MEM, com diluição inicial 1:5
e testada frente a 100 DICT50%/50µL do vírus pa-
drão, Indiana 1/Costa Rica 72, cujo título viral foi
de 105,6  DICT50%/50 µL (REED & MÜENCH, 1938).
Após o período de incubação em estufa a 37º C
contendo 5% CO2 por 1 hora, foi adicionado 50 µL
de uma suspensão de células da linhagem VERO
CCL-81 contendo 3 x 105 células/mL. Em seguida
as placas foram incubadas nas mesmas condições
anteriores por 48 horas. A leitura da prova foi
realizada em microscópio óptico invertido. Para a
prova ser considerada válida, os controles de
células, a ausência de citotoxicidade do soro e o
efeito citopático do vírus na placa controle tive-
ram que apresentar os resultados esperados. O
título de anticorpos neutralizantes por amostra
de soro foi definido como o inverso da maior
diluição, variando de 10 a 640, que protegeu 100%
da monocamada de células da linhagem VERO-
CCL 81, frente a 100 DICT50%/50µL do vírus. Fo-
ram considerados positivos os animais que apre-
sentaram título superior a 40.

RESULTADOS

O monitoramento para EV demonstrou animais
não reagentes e animais com títulos de anticorpos
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neutralizantes variando entre 10 e 320. Na primeira
avaliação, das 72 amostras de soro analisadas, ape-
nas o touro 27 (1,4%) foi considerado positivo, com
título de anticorpos igual a 320 (Tabelas 1 e 2). Os
demais animais, inclusive àqueles que apresentaram
títulos menores que 40 foram considerados negativos
(Fig. 1). O animal positivo e inclusive aqueles que
apresentaram título de anticorpos igual a 40, ou seja,
muito próximos do ponto de corte foram afastados da
Central de IA.

No segundo exame, realizado no mês de setembro
do ano 2000, todas as amostras foram consideradas
negativas, por terem apresentado títulos de anticorpos
iguais ou inferiores a 40 (Fig 1).

Na última avaliação, referente ao mês de abril de
2001, das 40 amostras de soro analisadas, apenas um
touro (2,5%) apresentou-se positivo com título de
anticorpos igual a 80, motivo pelo qual foi afastado da
Central de IA (Tabelas 1 e 2, Fig 1). É importante
salientar que este animal era negativo nas avaliações
anteriores.

Durante o período estudado, nenhum dos
animais apresentou sintomatologia clínica de EV,
inclusive àquele que se tornou positivo na terceira
avaliação.

DISCUSSÃO

O Brasil é considerado endêmico para a EV sorotipo
Indiana, sendo que o sorotipo New Jersey ainda não
foi assinalado (BRASIL, 1999; LOPEZ-INZAURRALDE et al.,
1997).

A importância da EV está relacionada ao seu
controle, à necessidade de laboratórios que realizem
o diagnóstico diferencial com outras doenças
vesiculares, ao seu efeito adverso sobre a produtivida-
de e à capacidade de infectar o homem (PEREZ &
CORNELISSEN, 1988, HAYEK et al., 1998).

No Estado de São Paulo, a EV foi relatada pela
primeira vez por PUSTIGLIONE NETTO et al. (1967) e
parece ainda estar presente, uma vez que recentemente
DE STEFANO (2001) verificou 2,6% (28/1029) de ani-
mais reagentes, empregando, também, a soroneu-
tralização em bovinos criados na região de Araçatuba.

Até o presente momento, nenhuma Central de IA
havia se preocupado com o controle da EV. Esta
situação iniciou-se com a barreira sanitária imposta
pelos países compradores de sêmen e de embriões
bovinos. Os resultados aqui apresentados demons-
tram a necessidade de monitoramento de touros em
Centrais de IA. A primeira avaliação, realizada em
abril de 2000, revelou que o touro 27 foi positivo e que,
apesar do afastamento desse animal e de não terem
sido encontrados indivíduos positivos na segunda
avaliação (setembro de 2000), houve o aparecimento
de um novo caso em abril de 2001, referente ao touro
42, que era negativo nas duas avaliações anteriores.

A reação de SN possui elevada especificidade e o
antígeno aqui empregado foi uma amostra padrão de
referência do sorotipo Indiana, por esse motivo des-
cartou-se a possibilidade de reação inespecífica. Além
disso, a partir de 1996, a OFFICE INTERNATIONAL
DES EPIZOOTIES passou a adotar como ponto de
corte, títulos superiores a 40.

É importante salientar que, no período estudado,
nenhum dos animais com anticorpos para EV apresen-
taram sintomatologia clínica da doença, o qual
também foi observado por DE STEFANO (2001) que
verificou a ocorrência da EV em bovinos de corte,
criados na região de Araçatuba, Estado de São Paulo.
Segundo VANLEEUWEEN et al. (1995), apenas 10 a 15%
dos animais apresentam sintomatologia da doença
em rebanho acometido.

Tabela 2 – Título de anticorpos em touros positivos
através da reação de soroneutralização para a Estomatite
Vesicular, segundo o período de colheita de soro. SP/
2001.

Touro abril de 2000 setembro de 2001 abril de 2001

27 título = 320 descartado descartado
42 não reagente não reagente título = 80

Tabela 1 - Touros positivos para a Estomatite Vesicular,
empregando a técnica da soroneutralização, segundo o
período de colheita do soro para o monitoramento de
uma Central de Inseminação Artificial, localizada na
região nordeste do Estado de São Paulo.  SP/2001.

Resultado Meses

abril setembro abril
2000      2001 2001

Nº total de touros examinados   72        40   40
Nº total de touros positivos     1          0     1

Porcentagem 1,4 %        0% 2,5%

Fig. 1- Título de anticorpos soroneutralizantes para a
Estomatite Vesicular, segundo o período de colheita, em
touros de uma Central de Inseminação Artificial, locali-
zada na região nordeste do Estado de São Paulo. SP/ 2001.
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Um outro aspecto a ser considerado é o papel de
indivíduos portadores de EV. Foi demonstrado, pela
técnica de RT-PCR, em amostras de tecidos de bovinos
inoculados experimentalmente, bem como em bovinos,
suínos e eqüinos naturalmente infectados, a presença
do gene L do sorotipo New Jersey do vírus da EV.
Desta forma, é importante o descarte de animais
soropositivos, uma vez que poderão se constituir em
fonte de infecção (LETCHWORTH et al., 1996; VILLALOBOS

et al., 2000).
Como os mecanismos de transmissão da EV não

estão suficientemente esclarecidos, fica difícil deter-
minar a via de transmissão responsável pela manu-
tenção do vírus da EV na Central de IA em apreço. Essa
realiza um rígido Programa Sanitário que incluem
vários itens como quarentena, isolamento, controle de
trânsito de animais, pedilúvio, rodolúvio, é proibido
o ingresso de eqüinos no local e, principalmente, não
existem propriedades vizinhas criadoras de bovinos,
sendo circundada por canavial. Assim, o fato de terem
sido encontrados animais positivos nos monitora-
mentos realizados em abril de 2000 e abril de 2001
sugerem a participação de vetores, uma vez que se
trata do final do período chuvoso, no qual se verifica
maior concentração de vetores e, conseqüentemente,
maior disseminação da doença, tal como verificaram
ORREGO et al. (1987), PEREZ & CORNELISSIEN (1988) e
VILLALOBOS et al.( 2001). Outro fator que nos leva a
reforçar a validade dessa hipótese é que no
monitoramento de setembro de 2000, não foi encon-
trado nenhum animal positivo.

Vale ressaltar que, no decorrer do tempo, as Cen-
trais de IA foram se conscientizando da importância
de se garantir a sanidade dos reprodutores; há muitos
anos realizam exames para brucelose, tuberculose,
leptospirose, tricomonose e campilobacteriose. Com a
exigência do mercado internacional, outros exames
foram incorporados tais como BHV-1, BVDV, BLEV e
FMDV. No caso de exportação do reprodutor ou do
sêmen também é exigido o exame para BTV. Portanto,
cada vez mais critérios de controle rigorosos são
exigidos, com o objetivo de garantir a ausência de
microorganismos patogênicos no sêmen, reduzindo
assim, o risco de transmissão para fêmeas e seus
descendentes.

No caso da EV, a transmissão do vírus por meio do
sêmen parece pouco provável (AUSVETPLAN, 1996; AQIS,
1999) e no embrião é baixo, da ordem de 1 em 100
milhões (10-8) de conformidade com SUTMÖLLER &
WRATHALL (1997), no entanto constitui-se em uma
barreira sanitária imposta por países compradores
(OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2001), razão pela
qual nenhuma Central de IA conseguirá obter certifi-
cado negativo sem o monitoramento adequado.

Apesar dos esforços empreendidos para o
monitoramento da EV, a complexidade de fatores (ou

de elementos) envolvidos nas vias de transmissão
indireta do agente etiológico contribuiu para o apare-
cimento de um animal positivo. Doravante, será
necessário que sejam incrementadas outras medidas
profiláticas de ordem inespecíficas para se obter maior
sucesso no controle da infecção pelo vírus da EV nas
Centrais de IA.

CONCLUSÕES

O presente trabalho detectou a presença de
anticorpos para o vírus da EV (sorotipo Indiana) em
touros doadores de sêmen de uma Central de IA no
Estado de São Paulo.

Os animais positivos não apresentaram
sintomatologia clínica da EV.

Mesmo com a eliminação do animal positivo na
primeira avaliação, houve aparecimento de um novo
caso na terceira avaliação.

Os resultados obtidos indicam a necessidade de
monitoramento sorológico da EV em Centrais de IA no
Estado de São Paulo.

Além do monitoramento sorológico, há necessidade
de incrementar medidas profiláticas de ordem
inespecíficas para se obter melhor sucesso no controle
da EV em Centrais de IA no Estado de São Paulo.
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