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RESUMO

A Estomatite Vesicular (EV) constitui-se em uma das barreiras sanitarias impostas por paises
compradores de sémen industrializado e envasado que exigem biosseguridade, associado ao fato
de ser zoonose. No presente trabalho foi monitorada uma Central de Inseminagdo Artificial (1A),
localizada na regido nordeste do Estado de Sao Paulo, Brasil, com o objetivo de detectar a presenca
de anticorpos para a EV (sorotipo Indiana) em touros doadores de sémen. Foram examinados 72
touros no periodo de abril de 2000 a abril de 2001, totalizando trés colheitas com intervalo
semestral. A ocorréncia 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 nédo apresentando
sintomas clinicos foram retirados do recinto. Apesar da eliminacdo do animal positivo na primeira
avaliacdo, 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 profilaticas de ordem inespecificas 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 (Al) Center located in
northeast Sao 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 Al Centers in Brazil and suggest that prophylatic and unspecific measures for the
control of VS should be improved.

KEY WORDS: Vesicular Stomatitis, serumneutralization test, bulls.

INTRODUCAO

A Estomatite Vesicular (EV) é causada por um
Vesiculovirus pertencente a familia Rhabdoviridae,
ordem Mononegavirales. Seu impacto econdmico é
observado pelas perdas que causaem animais enfer-
mos, pelas restricdes ao comeércio internacional de
animaise produtosde origemanimal, pelo fato de ser
zoonose e ainda ser clinicamente confundivel com
Febre Aftosa (AcHA & Szvyrres, 1986; Reir et al., 1987;

Quirozetal., 1988; Lorezetal., 1996-1997; INTERNATIONAL
CommiTTE TAXONOMY VIRUSES, 2001).

O risco de transmisséo da EV pelo sémen é pouco
provavel (AuvesTpLAN, 1996; Aqis, 1999), mesmo
assim é necessario o monitoramento periédico por
provas sorodiagnésticas em touros doadores, com 0
objetivo de garantir auséncia do virus da EV por se
tratar de uma doenga pertencente a lista A do Cédigo
Sanitario Animal da OIE. Por defini¢édo as doengas
assim classificadas acarretam graves consequéncias,
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principalmente, para o comércio internacional de sé-
men e embrides bovinos, umavez que se constitui um
dos itens da barreira sanitaria imposta por paises
compradores (Orrice INTERNATIONAL DesEpizooTies, 2001).

A Inseminacdo Artificial (IA) tornou-se
metodologia fundamental para o melhoramento e
diversificagdo genética dos rebanhos bovinos,
entretanto, quandoaplicadasem o controle sanitario
adequado, constitui-se uma das vias de transmissdo
indireta de agentes patogénicos. Para garantir a
gualidade sanitaria do sémen industrializado, as
Centraisde |Atém adotado procedimentostaiscomo
guarentena e monitoramento sorolégico semestral
dostourosdoadorese controle detodasas partidasde
sémen que incluem isolamento de bactérias,
protozoarios e virus (KaHrs et al., 1980; Lucas, 1986;
AFSHAR & EAGLEsOME, 1990).

Tendo em vista o potencial zoonético do virus da
EV,acomplexidade de fatoresenvolvidosnasviasde
transmissao dainfeccdo, abarreirasanitariaimposta
por paisescompradores, anecessidade de diagnostico
diferencial com a Febre Aftosae aexigénciade queo
diagnadstico seja realizado apenas por laboratérios
oficiais ou credenciados, levou-nos a realizagéo do
presente trabalho com o objetivo de monitorar uma
Central de Inseminacéo Artificial paraa deteccéo de
anticorpos contra o virus da Estomatite Vesicular
(sorotipo Indiana) em touros doadores de sémen.

MATERIAISEMETODOS

Central de inseminacéo artificial

Foi monitorada uma Central de 1A localizada ha
regido nordeste do Estado de Séo Paulo, Brasil, cuja
finalidade é acomercializa¢do de sémenemterritorio
nacional e para exportacdo. Esta Central integra um
projeto do Centro de Pesquisae Desenvolvimentode
Sanidade Animal do Instituto Biol6gico do Estado de
Sdo Paulo, que visa o controle sanitario de touros
doadoresedas partidas de sémen paracertificagdo da
qualidade do produto comercializado.

A quarentena é realizada para admissdo dos
reprodutores na Central de 1A, durante a qual séo
realizados examesclinicos e provas diagndsticas para
brucelose, tuberculose, leptospirose, Herpesvirusbo-
vino1(BHV-1),virusdaDiarréiaViral Bovina(BVDV),
virus da Leucose Enzoética Bovina (BLEV) e Febre
Aftosa(FMDV).Umavezadmitido,otouroémonitorado
(sorodiagnéstico) semestralmente paraBHV-1,BVDV,
BLEVeFMDV. Atualmente, realiza-se tambémo con-
trole de todas as partidas de sémen para o BHV-1.

Amostrasde soro
Foram monitorados 72 touros no periodo de
abril de 2000 a abril de 2001, totalizando trés
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colheitas com intervalo semestral. Na primeira
colheita realizada em abril de 2000, foram exami-
nados 72 touros, seis meses apos 40 touros e na
Gltima colheita, em abril de 2001, foram examina-
dos 40 touros. Nem sempre o mesmo animal pdde
sersubmetido astrés colheitas, pois dentro de uma
Central de IA a populacgéao é dindmica, novos tou-
ros sdo admitidos e os residentes podem ser retira-
dos nadependénciade varios fatores como estado
sanitario para diversas enfermidades, desempe-
nho reprodutivo ou ainda a finalizagdo do seu
contrato de permanéncia.

As amostras de soro foram colhidas
assepticamente por punc¢do da veia jugular em
tubos Vacutainer. Apds aretracdo do coagulo,em
temperatura ambiente, a fracdo sérica de cada
amostra foi transferida para frasco esterilizado,
identificada convenientemente, inativada em ba-
nho-mariaatemperaturade 56° C durante 30 minu-
tos e congeladas a temperatura de -20° C até o
momento do uso.

Reacéo de soroneutralizacdo (SN)

A pesquisade anticorpos neutralizantes foi reali-
zada segundo procedimentos preconizados no
Manual de Padrdes para os Testes Diagnosticos e
Vacinas do Orrice INTERNATIONAL DEs EPizooTIES (1996).

Cada amostra de soro foi diluida em base 10
commeio de Eagle-MEM, comdiluigdo inicial 1:5
e testada frente a 100 DICT, , /50uL do virus pa-
dréo, Indiana 1/CostaRica72, cujotituloviral foi
de 10°° DICT,,, /50 pL (Reep & MuUeNcH, 1938).
Apos o periodo de incubacdo em estufa a 37° C
contendo 5% CO, por 1 hora, foi adicionado 50 puL
de umasuspensdo de células da linhagem VERO
CCL-81contendo 3x10°células/mL. Emseguida
as placas foram incubadas nas mesmas condigdes
anteriores por 48 horas. A leitura da prova foi
realizadaem microscopio 6pticoinvertido. Paraa
prova ser considerada valida, os controles de
células, a auséncia de citotoxicidade do soro e o
efeito citopatico do virus na placa controle tive-
ram que apresentar os resultados esperados. O
titulo de anticorpos neutralizantes por amostra
de soro foi definido como o inverso da maior
diluicdo, variandode 10 a 640, que protegeu 100%
da monocamada de células da linhagem VERO-
CCL 81, frente a 100 DICT_, /50uL do virus. Fo-
ram considerados positivos os animais que apre-
sentaram titulo superior a 40.

RESULTADOS

O monitoramento para EV demonstrou animais
ndo reagentes e animais com titulos de anticorpos
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neutralizantes variando entre 10 e 320. Na primeira
avaliacéo, das 72 amostras de soro analisadas, ape-
nas o touro 27 (1,4%) foi considerado positivo, com
titulo de anticorpos igual a 320 (Tabelas 1 e 2). Os
demaisanimais, inclusive aqueles que apresentaram
titulos menores que 40 foram considerados negativos
(Fig. 1). O animal positivo e inclusive aqueles que
apresentaram titulo de anticorposigual a 40, ou seja,
muito préximos do ponto de corte foram afastados da
CentraldelA.

Nosegundoexame, realizado no més de setembro
do ano 2000, todas as amostras foram consideradas
negativas, por teremapresentadotitulosde anticorpos
iguais ou inferiores a 40 (Fig 1).

Na ultima avaliacéo, referente ao més de abril de
2001, das40amostras de soro analisadas, apenasum
touro (2,5%) apresentou-se positivo com titulo de
anticorposigual a80, motivo pelo qual foi afastado da
Central de IA (Tabelas 1 e 2, Fig 1). E importante
salientar que este animal era negativo nas avaliagdes
anteriores.

Durante o periodo estudado, nenhum dos
animais apresentou sintomatologia clinica de EV,
inclusive aquele que se tornou positivo na terceira
avaliacgao.

DISCUSSAO

OBrasiléconsideradoendémico paraaEV sorotipo
Indiana, sendo que o sorotipo New Jersey ainda ndo
foi assinalado (BrasiL, 1999; Lorez-INzAURRALDE et al.,
1997).

Tabela 1 - Touros positivos para a Estomatite Vesicular,
empregando a técnica da soroneutralizagdo, segundo o
periodo de colheita do soro para o monitoramento de
uma Central de Inseminagdo Artificial, localizada na
regido nordeste do Estado de S&o Paulo. SP/2001.

Resultado Meses
abril setembro abril
2000 2001 2001
NP° total de touros examinados 72 40 40
NC° total de touros positivos 1 0 1
Porcentagem 1,4% 0% 2,5%

Tabela 2 - Titulo de anticorpos em touros positivos
através da reacdo de soroneutralizacdo para a Estomatite
Vesicular, segundo o periodo de colheita de soro. SP/
2001.

Touro abril de 2000 setembro de 2001 abril de 2001
27 titulo = 320 descartado descartado
42 ndo reagente nao reagente titulo = 80

A importancia da EV esta relacionada ao seu
controle, a necessidade de laboratérios que realizem
o diagnoéstico diferencial com outras doencas
vesiculares, aoseuefeitoadversosobreaprodutivida-
de e a capacidade de infectar o homem (Perez &
CoRNELISSEN, 1988, HAaYEk et al., 1998).

No Estado de S&o Paulo, a EV foi relatada pela
primeira vez por PusticLioNE NETTO et al. (1967) e
pareceaindaestar presente, umavez que recentemente
De Sterano (2001) verificou 2,6% (28/1029) de ani-
mais reagentes, empregando, também, a soroneu-
tralizagdoembovinoscriados naregido de Aragatuba.

Até o presente momento, nenhumaCentral de |1A
havia se preocupado com o controle da EV. Esta
situacdo iniciou-se com a barreira sanitaria imposta
pelos paises compradores de sémen e de embrides
bovinos. Os resultados aqui apresentados demons-
tram a necessidade de monitoramento de touros em
Centrais de IA. A primeira avaliaco, realizada em
abril de 2000, revelou que otouro 27 foi positivoe que,
apesar do afastamento desse animal e de ndo terem
sido encontrados individuos positivos na segunda
avaliacéo (setembro de 2000), houve o aparecimento
de umnovo caso em abril de 2001, referente ao touro
42, que era negativo nas duas avaliacfes anteriores.

Areacdo de SN possui elevada especificidade e o
antigenoaquiempregado foiumaamostrapadrdode
referéncia do sorotipo Indiana, por esse motivo des-
cartou-se apossibilidade de reacao inespecifica. Além
disso, apartirde 1996,a OFFICE INTERNATIONAL
DES EPIZOOTIES passou a adotar como ponto de
corte, titulos superiores a 40.

E importante salientar que, no periodo estudado,
nenhumdosanimaiscomanticorposparaEV apresen-
taram sintomatologia clinica da doenga, o qual
também foi observado por De Sterano (2001) que
verificou a ocorréncia da EV em bovinos de corte,
criadosnaregido de Aracgatuba, Estado de Sdo Paulo.
Segundo VaNLEeuweeN et al. (1995), apenas 10 a 15%
dos animais apresentam sintomatologia da doenca
emrebanhoacometido.
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Fig. 1- Titulo de anticorpos soroneutralizantes para a
Estomatite Vesicular, segundo o periodo de colheita, em
touros de uma Central de Inseminacdo Acrtificial, locali-
zadanaregido nordeste do Estado de Sdo Paulo. SP/ 2001.
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Um outro aspecto a ser considerado é o papel de
individuos portadores de EV. Foi demonstrado, pela
técnicade RT-PCR,emamostrasdetecidos de bovinos
inoculadosexperimentalmente, bemcomoembovinos,
suinoseequinos naturalmente infectados, a presenca
do gene L do sorotipo New Jersey do virus da EV.
Desta forma, é importante o descarte de animais
soropositivos, umavez que poderdo se constituirem
fonte de infec¢do (LercHworTHetal., 1996; ViLLALOBOS
et al., 2000).

Como os mecanismos de transmissédo da EV nédo
estdo suficientemente esclarecidos, fica dificil deter-
minar a via de transmissado responsavel pela manu-
tengdodovirusdaEV naCentral de |lAemapreco. Essa
realiza um rigido Programa Sanitario que incluem
Variositenscomo quarentena, isolamento, controle de
trénsito de animais, pediltvio, rodolavio, € proibido
oingressodeequinosnolocal e, principalmente, ndo
existem propriedadesvizinhascriadorasde bovinos,
sendocircundadapor canavial. Assim, o fato de terem
sido encontrados animais positivos nos monitora-
mentos realizados em abril de 2000 e abril de 2001
sugerem a participagdo de vetores, uma vez que se
trata do final do periodo chuvoso, no qual se verifica
maior concentracdo de vetorese, consequientemente,
maior disseminacdo dadoenga, tal como verificaram
ORrREGO et al. (1987), PErez & CorNELIsSIEN (1988) e
ViLLaLogos et al.( 2001). Outro fator que nos leva a
reforcar a validade dessa hipdtese é que no
monitoramento de setembro de 2000, n&o foi encon-
trado nenhum animal positivo.

Valeressaltar que, no decorrer do tempo, as Cen-
trais de |A foram se conscientizando da importancia
desegarantirasanidade dosreprodutores; hAmuitos
anos realizam exames para brucelose, tuberculose,
leptospirose, tricomonose e campilobacteriose. Coma
exigéncia do mercado internacional, outros exames
foramincorporadostaiscomoBHV-1,BVDV,BLEV e
FMDV. No caso de exportacédo do reprodutor ou do
sémentambém éexigido oexame paraBTV.Portanto,
cada vez mais critérios de controle rigorosos sao
exigidos, com o objetivo de garantir a auséncia de
microorganismos patogénicos no sémen, reduzindo
assim, o risco de transmissdo para fémeas e seus
descendentes.

NocasodaEV,atransmissdodo virus pormeiodo
sémen parece pouco provavel (AusveTpPLAN, 1996; Aqis,
1999) e no embrido é baixo, da ordem de 1 em 100
milhdes (10®) de conformidade com SuTMOLLER &
WRATHALL (1997), no entanto constitui-se em uma
barreira sanitaria imposta por paises compradores
(Orrice INTERNATIONAL DesEpPizooTies, 2001), razdo pela
gual nenhuma Central de | A conseguirédobter certifi-
cado negativo sem o monitoramento adequado.

Apesar dos esforcos empreendidos para o
monitoramento daEV,acomplexidade defatores (ou

de elementos) envolvidos nas vias de transmissdo
indiretado agente etiolégico contribuiu paraoapare-
cimento de um animal positivo. Doravante, sera
necessario que sejam incrementadas outras medidas
profilaticas de ordeminespecificas parase obter maior
sucesso no controle da infeccao pelo virusdaEV nas
Centraisde lA.

CONCLUSOES

O presente trabalho detectou a presenca de
anticorpos para o virusda EV (sorotipo Indiana) em
touros doadores de sémen de uma Central de IA no
Estado de S&o Paulo.

Os animais positivos ndo apresentaram
sintomatologia clinica da EV.

Mesmo com a eliminagdo do animal positivo na
primeiraavaliacdo, houve aparecimento de umnovo
caso na terceira avaliacéo.

Os resultados obtidos indicam a necessidade de
monitoramentosoroldgicodaEVem Centraisde IAno
Estado de S&o Paulo.

Alémdomonitoramentosoroldgico, hanecessidade
de incrementar medidas profilaticas de ordem
inespecificas parase obter melhor sucesso nocontrole
da EV em Centrais de IA no Estado de S&o Paulo.
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