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INTRODUCCION

La virosis conocida como Lengua Azul de los ovinos y en
general los orbivirus se han convertido en uno de los temas mas
polémicos de salud animal, especialmente en el tréafico
internacional de animales. Existen grandes grupos de pailses, por
ejemplo en Europa y America del Sur, que se consideran libres con
resfg}cciones severas a la entrada de animales. :

~La gran distribucién mundial de este grupo de virus y sus
caracteristicas en cuanto a 1la gran variedad de hospedadores y
vectores, .diversidad de serogrupos y serotipos, con cuadros
clinicos confusos; nos indican que su presencia en estos sistemas
ecolégicos no es reciente y que su capacidad de adaptacién al
medio es casi ilimitada. Las clasificaciones actuales aun son
confusas y polémicas y consecuentemente el diagnéstico y-los
estudios epidemiolégicos, s

Todas estas circunstancias han preocupado a las autoridades
de salud animal de los paises miembros del 1Instituto’
Interamericano de Cooperacidén para la Agricultura (I.I.C.A.) que
forman parte de 1la Comisién Interamericana de Salud Animal
(COINSA) solicitando dar prioridad a una accién conjunta,
coordinada por el IICA, en sus diversas reupiones y el el Plan de
Salud Animal para el aifilo 2000 (PLASA 2000).

Analizando esta situacién el Programa de- Salud Animal del
IICA por medio de sus especialistas ha iniciado una serie de -
acciones. En América Central se han hecho acuerdos con los
praises, organismos internacionales y universidades para hacer un
levantamiento Y estudios minuciosos de 1la prevalencia e
incidencia de estos virus. Esto ha permitido . profundizar los
conocimientos de su comportamiento en la regién evitando
confusiones, pudiendose llegar a conclusiones mejor fundamentadas
que orientan a las autoridades y a los palses importadores en sus
decisiones.

- En la regidén del cono . sur que 1incluye Argentina, Brasil,
chile, Paraguay Yy Uruguay, las acciones se iniciaron desde 1986
con una reunién de emergencia en Santana Do Livramento, R.S.
convocada por las autoridades paraguayas para discutir el
diagndéstico de laboratorio _de Lengua Azul para el trafico
internacional de animales. El origen de esta reunion fué el
sacrificio de animales que en el Paraguay habian dado resultados

-negativos vy en Argentina positivos. En la discusidén se detectéd

que existian divergencias en cuanto a los reactivos wutilizados y
la interpretacion de 1los resultados de 1los examenes. Como

- resultado de esta reunion se decididé que todos 1los laboratorios

que hacian este tipo de examenes recibirian y enviarian sueros
que serian procesados para despues analizar 1los resuitados en.
conjunto. Asl mismo, se decidié que en vista que estudios
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previos mostraban 1la presencia del virus en Brasil el IICA se
encargaria de entrenar a la Dra. Goncala Martins Arita en el
diagnéstico, . produccién de reactivos y pruebas complementarias
con la idea de que se estableciera un 1laboratorio de referencia
en la region.

Los resultados de 1los .sueros procesados en los diferentes
laboratorios fueron presentados en 'la reunion LABSUR IV en
Montevideo en 1987 mostrando claramente que los reactivos para la
prueba de inmunodifusién tenian origenes diversos, procesamiento
diferente existiendo una gran divergencia en la interpretacién de
los resultados. Durante la misma reunién 1la Dra. Gongala
presentd su informe sobre su curso de entrenamiento en el
Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios del USDA que habia
concluido recientemente.

El siguiente problema a resolver era el de los reactivos, ya
que los laboratorios mundiales de referencia solo suministraban
cantidades 1limitadas como patrén y 1los kits comerciales eran
costosos y dificiles de importar, lo cual limitaba los estudios a
muestras de animales para exportacién, creandose una-dependencia

tecnolégica e impidiendo ‘estudios mas profundos. El
entrenamiento recibido por la Dra. Gong¢ala incluia la preparacién
de reactivos como la purificacién de antigenos y otros.: Con la

buena voluntad de la Dra. Gongala y el apoyo de las autoridades
de LANARA y el IICA se consiguid preparar en cantidades limitadas
los reactivos para la prueba de inmunodifusién en gel de agarosa
con resultados animadores, siendo el slguiente paso una
produccién en mayor escala. El Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa en Rio de Janeiro por medio del Dr. Albino Alonso ofrecié
su apoyo, sustentado en la gran experiencia que tiene en Fiebre
Aftosa y otras virosis, con la gran sorpresa de que se consiguié
producir una cantidad considerable de antigeno con un alto grado
de pureza. Las pruebas comparativas han mostrado 1la misma
sensibilidad que 1los antigenos comerciales abriendo asi .1la
posibilidad de iniciar estudios mas extensivos y sistemdticos.
Este curso tuvo como objetivo el reunir a un grupo de
~ expertos, responsables de. este diagnéstico en sus respectivos
paises, en un didlogo abierto y amigable para  discutir diversos
aspectos de esta virosis conocida como Lengua.Azul de los ovinos, .
permitiendoles uniformar criterios sobre las técnica de
inmunodifusion en gel de agar e interpretacién de las misma.
Hemos concentrado esta informacidén valiosa en estas memorias
incluyendo las conclusiones y recomendaciones de este grupo de’
expertos latinoamericanos, que esperamos seguir apoyando en la
medida de nuestras posibilidades. Los resultados nos satisfacen,
pues demuestran, 'que es de alto valor el potencial de los
profesionales en nuestra regién y que solo requieren de un empefio
de las autoridades y de los organismos ‘involucrados para cumplir .
cabalmente con’ sus metas. :

Michael Bedoya Stabenow _
Especialista en Salud Animal
I.I.C.A. Brasil






IICA — CENTRO PANAMERICANO DE F1EDRE AFTOSA — LANARA

SEMINARIO/TALLER SOBRE EL DIAGHOSTICO DE LEHGUA AZUL

FECHA: 13 a 15/712/88
LOCAL: Laboratorio Regional de Apoio Animal

Rodovia Heitor Penteado Km 35

CEP 13100 '

Campinas, SP - Brasil

Teléfono: (0192) 52 0155/ 52 0634/ 52 0834
Telex: (0192) 044

OBJETIVO: Unificar los reactivos, procedxmientos y criterios de "in -
pretacion en el diagnostico de Lengua Azul

PARTICIPANMTES: Responsables por el diagnéstico de Lengua Azul en 1la
Regién del Cono Sur. Con un cupo maximo de 10. Se ha conside
rado las siguientes vacantes'

ARGENTINA - 2

BRASIL -3
CHILE -1
PARAGUAY - 1 *
URUGUAY -1
CPFA -2

PROGRAMA: Ver anexo
INSTRUCTORES: Ver programa

OBSERVACIOMES: Los participantes tendran que venir con un minimo de
10 y un maximo de- 20 sueros para hacer la prueba durante el
taller. Como esto requiere 6ermiso de Sanidad Animal, es im-
portante nos avisen con antecipacién su llegada con nombre ,
vuelo y horario. ‘

RECEPCION'Aeropuerto de Guarulhos en Sao Paulo con el personal de Sa
‘"nidad Animal o del IICA. :

TRANSPORTE: De Sio Paulo a Campinas.
En taxi en grupo aproximadamente US$ 15.00 o autobus a la Ro
doviaria Tieté después otor autobus a Campinas (Cometa). Re-
comendamos el taxi por mayor seguridad.

MATERIAL DE LABORATORIO:Se tendra material suficiente para el taller
y se entregaré un poco de antigeno y sueros para llevar a su
Pais." Para adquirir cada uno tendra que acordar con el Cen -
tro Panamericano,de’Fiebne Aftosa..-

PUBLICACIONES: Se.entregarén al brincipio del curso.

ALMUERZOS: Durante el curso, dos seran en el laboratorio y uno fuera






I1ICA - CENTRO PANANERICANO DE FIEBRE AFTOSA - LANARA
SEMINARIO/TALLER PARA EL DIAGNéSIICO DE LEHGUQ AZUL
12 A 15 DE DICIEMBRE DE 1988
LABORATORIO REGIONAL APOIO ANIMAL
CAMPINAS SP - BRASIL

LUNES - 12/12/88: .
Llegada a Sao Paulo. Transporte de Sao Paulo a Campirnas. Hotel

MARTES - 13/12/88: . -
8:00 a 9:00 - Transporte al laboratorio
9:00 a 10:00 - Introduccion
LANARA - Dr. Decio Lyra
LARA/Campinas - Dr. José Guedes Deak —
IICA" - Lengua Azul - Dr. Michael Bedoya

>

"10§00 a 12:00'—'Caractéfisticas Generales de los 6rq1virus.
Dra. Maria Lucia Racz :

12:00 a 14:00 Almuerzo

14:00 a 15:00 Demostracion del Diagnostico por AGID
Dra. Gongala Martins
Taller prueba AGID - preparacion

16:00 a 18:00

MIERCOLES - 14/12/88 :
8:00 a 9:00 - Transporte al laboratério
.9:00 a 11:00 - Patogenia y distribucion de la Lengua Azul

11:00 a 12:00 - Situacion de la Lengua Azul en los Paises del Sur.
Participantes

Almuerzo

Diagnéstico,por AGID

Produccion y purificacion de antigenos

Dra. Gongalq Arita -

Dr. Albino Alonsd

Taller AGID - Primera lectura

12:00
14:00

14:00
16:00

o
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16:00 a 18:00






JUEVES -

15712788

8:00 a 9:00 - Transporte al laboratorio

9:00 a 11:00 - Aislamiento y caracterizacion de orbivirus Lengua
zul - Dra. Gongala Arita
11:00 a 13:00 - Prueba AGID -~ Lectura final e interpretaci6n
13:00 a 15:00 - Almuerzo
15:00 a 17:00 - Conclusiones y recomendaciones
17:00 a 18:00 - Regreso a Sao Paulo
VIERNES - 16/12/88
Regreso a sus lugares de origen
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CARACTERISTICAS GERAIS DO VIRUS DA LINGUA AZUL

Maria Lucia Racz#

1. INTRODUGARO

Os Orbivirus s% classificados como um género da
Familia Reoviridae, que compreende ainda 2 géneros de virus
que infectam animais e humanos (Orthoreovirus e Rotavirus) e
3 géneros .de virus que infectam insetos e plantas
(Cypovirus, FPhytoreovirus e Fijivirus). As caracteristicas
gerais dos virus da Familia Reoviridae s3o apresentadas’'na

tabela 1.

-———

= =3~ i3 ¥ -244-3-3 7 ¢ }-J

. Tabela 1: Caracteristicas gerais da Familia Reoviridae
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Estrutura
Tamanho &0-80 nm )
Morfologia = icosaédrica, esférica
N¥%o envelopados
Capsideo protéico de camada dupla
Particulas sem capsideo externo sa30 denominados
core

Genoma
RNA de dupla fita linear (dsRNA)
1012 segmentos
Aproximadamente 14 a 227 do peso total do virus

Replicagio
Replicagdo citoplasmatica -
Formagdo de corpusculo de inclusdo
Auseéncia de descapsidagio completa .dos virions
Atividade de transcriptase associada ao core

=EEss= = [ = BH-BBB&‘BB===========5=.===H .

Os Orbivirus se distinguem dos demais membros da
Familia Reoviridae pelo fato de se multiplicarem em insetos
e vertebrados e por serem sensiveis a condigles acidas. A
espécie tipo do Género Orbivirus ¢ o virus da lingua azul
(vLAa). :

o e e e ‘e et Bt S s et Gfn A e Gemee e Potes e Ao

%  Professora Assistente Doutora . do DehartamentO' de
Microbinlogia - Instituto de Ciencias Biomédicas -
Universidade de S%o Paulo. ’







Os virus do género Orbivirus n%o . possuem um antigeno
comum e estudos mais recentes demonstram que os Orbivirus
nXo formam um grupo homogéneo. Atualmente, os Orbivirus so
classificados em 13 grupos soroldégicos (Tabela 2). Os virus
de um mesmo sorogrupo tém antigenos comuns, detectdveis por
fixagdo do complemento, imunodifusdo e imunofluorescéncia.
Os sorotipos dentro de cada sorogrupo s3o determinados por
reagtes de soroneutralizagdo. A maioria dos grupos
soroldgicos dos Orbivirus tem o©o nome do primeiro virus
isolado e seus sorotipos sNo denominados com nomes
diferentes. Para os sorogrupos lingua azul, peste equina
africana e encefalose equina s%o utilizados numeros para
descrever os sorotipos. Esta duplicidade deé nomenclatura,
com uso de nomes para descrever sorotipos em alguns grupos e
Nnumeros para descrever sorotipos em outros, obscurece o fato
de que os sorogrupos sio compostos por virus relacionados
antigenicamente.

Tabefa 23 Grupos soroldgicos dos Orbivirus'

Grupo soroldégico ) ) Numero de
' S sorotipos

Peste equina africana ’ Q
Lingua azul v , 24
Changuinola ‘ 12
Febre dos carrapatos do Colorado 2
Corripata 4
Doenga epizodtica hemorragica 7
Encefalose equina 5
Eubenangee 3
Kemevoro 21
Palyam 6
Umatilla 2
Warrego 2
Wallal : 3
Virus n3o agrupados 6

I I T R N S I T S R T NN E IS ARSI ES NS SIaARRNRET EIRN RS

2. MORFOLDBIA E ESTRUTURA

Os Orbivirus tém morfologia esférica, com di&metro de
68 nm. Sua estrutura apresenta um capsideo de dupla camada,

‘contendo um core, de 9S4 nm, com estrutura capsomérica

definida de - 32 capsOmeros em forma de anel, - dispdstos em

simetria icosaédrica. Em contraste com os orthoreo—- e
rotavirus, cujo capsideo externo é bem definido, o core do
VLA ¢ envolvido por uma camada difusa de protelinas, n3o

estruturada em capsoOmeros. 0 nome do g@nero deriva da
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estrutura caractef!sfica dos capsoOmeros do core, em forma de
anel (orbi é o termo latino para anel).

0 virus da lingua azul tem uma densidade de 1.36 g/cm™
em cloreto de césio e um coeficiente de sedimentago de
550 S.

3. ACIDD NUCLEICO

0 Acido nucléico do virus da lingua azul é composto de
10 segmentos de RNA de dupla fita, que podem ser separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)y o peso
molecul ar dos segmentos varia de 0.3 a 2.5 x 10 daltons
(Tabela 3) e o peso molecular total do genoma & 11.5-11.8 x

.104 daltons, correspondente a 207 do peso molecular total do

virus. Apbds corrida eletroforética do genoma dos virus da
lingua azul, o aspecto do eletroferdtipo & exemplificado na
figura 1, juntamente com o pletrnferdtlpo dos reovirus e
rotavirus para comparago.

. - .

Tabela 33 Feso molecular dos segmentos de dsRNA do VLA-10

e o e e s W o S s e S RS SO o) W) SO P D St G S e o e S S St U e Bt St Wt ——s

Segmento Peso molecular (x10%)
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333 1-3—1 31 313 1 J-3 3 -1 3113 - =2 mnmz=Ereese

Nas amostras de campo do VLA, existe grande variag&o no
padrdo obtido por eletroforese do genoma em gel de.
poliacrilamida. Este fato reflete variagtles no gendtipo dos
virus isolados e 1leva ao reconhecimento de uma grande
diversidade genética no grupo soroldégico do VLA,
independente da diversidade antigénica. N¥o existe um padrio

eletroforetico caracteristico para cada sorotipo.
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Figura 13 Diagrama _esquemdtico dos segmentos genOmicos de
orthoreovirus, rotavirus e do virus da 1lingua
azul, apoés eletroforese em gel de

_ poliacrilamida.?* : . - .
mEmsEs = = n=

0O perfil eletroforeético de alguns outros virus do -
genero Orbivirus, como os virus do grupo Eubenangee, pode
ser semelhante ao do VLA, invalidando o uso de técnicas
eletroforéticas de RNA para o diagndstico do VLA.

Em estudos extensos realizados com virus isolados nos.
Estados Unidos da América, n%o foi ' possivel determinar
caracteristicas nos © padrfes eletroforéticos que
identificassem a espécie animal da qual o virus foi isolado,
nem as regilies geograficas ou ano em que os virus foram
isolados. Assim, a técnica de eletroforese n&%o pode ser
utilizada para determinago de virus exoticos a diferentes’
regides. ) ’

4. PROTEINAS

) .0 virus da lingua -~ azul contém 7 polipeptideos
estruturais, cujos pesos moleculares variam de 30.000. -a
140.000 daltons. Quatro destes polipeptideos so componentes
major e treés sdo componentes mirnor do virus.

Uma‘série de técnicas diferentes tem sido utilizadas
para definir a localizagdo das proteinas do virus da lingua
azul no capsideo viral. Os virus da lingua azul s3o
instdveis' em gradientes de CsCl, em pH neutro, -sendo
degradados para particulas mais densas, com infectividade
reduzida e sem o capsideo externo. Esta particula mais densa
contém apenas 5 polipeptideos e n%o contém os polipeptideos -

FILNNER, F.3 BACIHMANN, F.A.} GIBRS, E.P.J.; MIRFHY, F.A.;
STUDDERT, M.J.3; WHITE, D.0O. - Reoviridae IN -—-
Veterinary virology. Academic Fress, Orlando, 1987.
Pp. S77-593, 1987.
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" mente a proteina NS1.

A s S SasSsaSaSsssSsSsassaws

P2 e P5. 0O core contém 5 polipeptideos, dos quais P3 e P7
sdo os componentes major e Pl, P4 e F6 sio os componentes
minor. 0O polipeptideo P7 ¢é o mais externo do core e o
principal antigeno fixador de complemento do VLA.

As ceélulas  infectadas com VLA apresentam ainda quatro
protetnas ndo estruturais (PSa ou NS1, Pba ou NS2, NS3 e
NS4). As proteinas NS3 e NS4 foram descritas recentemente=,
e tém peso molecular de 28.000 d e 25.000 d, respectiva-
mente. 0 clitoplasma das . células infectadas & caracterizado
pela presenga de corpusculos de inclusdo fibrilares e tubu-

~ los, compostos de proteinas especificadas pelo virus. Existe

a suposigdo de que o0s corpusculos e tubulos representem o
sitio da morfogénese viral. Os tubulos contém predominante-

0

Existe uma discrepancia na nomenclatura das proteinas
do virus da lingua azul, utilizada por diferentes autores. A
nomenclatura mais frequentemente utilizada é a.de Verwoerd
et al.=, onde o numero das proteinas & precedido pela letra
P. Alguns autores utilizam ainda esta mesma numeragido dos
polipeptideos, precedidos pelas letras VP ao invés de P. A
tabela 4 2 resume duas diferentes nomenclaturas utilizadas,
bem como o peso molecular e a localizag3o das proteinas no
virion. ' :

Alguns sorotipos de VLA demonstram atividade
hemaglutinante para hemdcias de determinadas -espécies
animais. 0 sorotipo 10 aglutina hemAcias de carneiro,
enquanto os sorotipos 3, 8 e 10 aglutinam  hemdcias de
carneiro, ganso, coelho e humanas. 0O polipeptideo P2 foi
identificado como a hemaglutinina viral do VLA e a reagio de
inibig&o da hemaglutinagdo para o VLA & sorotipo-especifica.

2VUAN DIJK,A.A. & HUISMAN,H. - In wvitro transcription and
translation of bluetongue virus mRMNA. J. Gen. Virol.
62: S73-001, 1938.

.3VEHWUERD,-D.; ELS, H.s DEViLLIERS, E.; HUIQMANQ,_ H, -
Structure of -the bluetongue virs capside. J. Virol.
1Q: 783794, 1972.

ACAMFRELL, C.H.3  GRUEMAN, M.J. - Purrent  knowledge nﬁ the
biocchemistry and immunology of bluectongue. Prog. Vet.
Microbiol. Immunol. 1: Ufl-79, 19805,
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Tabela 4: Sistemas de nomenclatura, peso molecular e lo-
-calizago das proteinas do virus da lingua azul.

e e et s et e o bt soumy Soman S e -— —— o — ——e o s - — - — e =

Polipeptideo Peso mole- Localizago
molecul ar - - -

(x 10%) N&o
A . B - A R Estrutural Estrutural
P1 VP1 140 137 core, minor ‘ -
F2 VF3 110 104 externa, major -
P3 -VP2 101 108 core, major -
F4 VP4 82 82 core, minor -
FS VPS 61 69 externa, major -
FSa* VPB 54 47 - 8im .
P& VPb © 42 57 ° core, minor - - )
Pbaxx VP7 40 51 - , . fosforilada
P7 VP9 29 44 core, major -

- VP10 - 24 - . . sim

A = Verwoed et al.™ (VLA-10)

B = Appleton & Lenchworth® (VLA-17)
* NS1

*% NS2

SEmEEnEsmE=s = == === = = == ===

A remog¥o dos polipeptideos do capsideo externo, P2 e.
PS5, ativa a RNA polimerase-dsRNA dependente " (transcriptase
viral). Em contraste com a atividade de transcriptase
presente nos reovirus, que pode ser ativada ou por
tratamento com quimiotripsina ou por choque térmico, a
ativagdo de transcriptase do virus da 1lingua azul requer
tanto a quimiotripsina, que remove P2, quanto uma
concentrag¥o elevada de cations, que remove FS5. A atividade
de transcriptase do VLA requer {ons magnésio e & estimul ada
por {ons manganés. Esta atividade também é aumentada por s-
adenosil—-metionina, um doador de grupos metil, sugerindo que
no processo de transcrigo existe uma fase de metilago.0s
produtos sintetizados 1iIn vitro s%o RNA de fita simples e
representam trancritos de todos os 10 segmentos, podendo ser
hibridizados ao dsRNA viral denaturado.

SCUPLETON,T. % LFNGHWORTH,G.ﬂm Mnnnclnnnl.nntihndy analysia
of serotype-restricted and unrestricted  bluaetongue
viral antigenic determinants. Virology 124:@: 206-299,
19033,
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-~ Estudos de relacionamento entre as proteinas dos
diversos sorotipo de VLA permitiram concluir, através de
mapeamento dos peptlideos, que existem proteinas que exibem
um alto grau de conservag3o estrutural e de composig¥o entre
os diversos sorotipos estudados. As proteinas P1, P33, P4 e
NS1 pertencem a este grupo. As proteinas PS5, P6, P7 e NS2
exibem um grau parcial de conservag¥o entre diferentes
sorotipos, enquanto . a proteina P2 é unica para cada
sorotipo. -

5. CORRESPONDENCIA SEGMENTO GENBMICD—PRDTEfNA

A correspondéncia entre os segmentos genomicos
individuais dos VLA e as proteinas por eles codificadas fol
determinada através da translago in wvitro do dsRNA
denaturado, da produGdo de virus recombinantes genéticos ou
da sintese in vitro de m—RNA, hibridizag3o ao ds-RNA de cada .
segmento e subsequente translago. .

Através destas técnicas, ficou demonstrado que ‘o
tamanho do RNA n2o equivale ao tamanho do polipeptideo |
correspondente. A correspondéncia entre segmento gendmico e
proteinas foi determinada para -o tipo sorolégico 1 e
confirmada para os tipos soroldégicos 17 e 10 do VLA. Esta
correspondéncia é apresentada na figura 2. :

PP PR3 P T SEmmmmaes - SoooooammSmsmn =nmm=m
SEGHENIOS  PROIEINAS . .
6ENDNICOS VIRAIS - 1920005
’ - . |
LRSI {
| —¥
1= ‘ «

CORES

——— $OC
u;u peSs— |} )

1195 cummen NS e,

Eﬁl——_'“ 3
’
10 jovend . )
\\. I
pomed 00 -or—r v w

__J ] ‘ MORFOROGIA DESCORNECIDA

I

*Inys

T

CAPSITED EXTERND

SC - core 3 SOC - capsideo externo ;3 NS - n3o estruturai

Figura 2; Correspondéncia entre o segmento gendmico e a
respectiva proteina e locallaaqao das proteinas
“.pa particula viral (VLA- 1) s, ' o - '

SR RTENS Mooy BROWM,FL 3 SONGAE, DLV, - Orsignesentes of the
agenome seamente of bluetongue  virus type 1 ko the
proteinsg which  they encode. Virolngy 135%: 207217,
1o04,
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6. ANTIGENOS VIRAIS

Por definigXo, os virus pertencentes ao grupo lingua
azul apresentam um antigeno comum, que & identificado mais
frequentemente através da reagdo de imunofluorescéncia. Este
antiqeno pode ainda ser identificado através das reaglies de
firagdo do complemento e imunodifusdo. Evidéncias obtidas
através de imuoprecipitago indicam que este antigeno se
localiza no polipeptideo do core P73 estudos com anticorpos
monoclonais confirmam esta localizagdo. Além da proteina F7,
a proteina P3 também contém sitios grupo-reativos. Estes

- egtudos ainda determinaram que a proteina P7 consiste em

muitos determinantes antigénicos, um ou mais dos quais estdo
presentes em todos os sorotiposy enquanto outros s¥o
encontrados em apenas alguns sorotipos. Outra proteina ndo
eatrutural, a N52 (equivalente a protelina P6A), contém

- determinantes antigenicos comuns presentes em 20 sorotipos

testados, e o anticorpo - monoclonal dirigido a estes

: determinéntes7rEagiu,'com 2 sorotipos do virus da doenga

epizodtica hemorragica e com o virus Ibaraki, ambos
pertencentes ao sorogrupo do virus da doenga hemorragica.
Esta proteina pode ser a responsadvel pelas reagles cruzadas
observadas entre o VLA, o virus da doenga hemorrdgica
epizodtica e o virus Ibaraki. ‘ '

Além do antigeno comum de grupo, os virus da lingua
azul contém um antigeno ou antigenos responsiveis pela
especificidade de' sorotipo. Os sorotipos s3o identificados
através da reagln de neutralizag3o com soros de referéncia.
A observagdo de que o polipeptideo P2, preparado a partir de
vadrios sorotipos, ¢ precipitado apenas pelo soro homélogo,
indica que P2 é responsdvel pela especificidade de sorotipo.
A proteina P2 também & capaz de estimular a produgi3o de
anticorpos neutralizantes, quando inoculada de forma
purificada em coelhos e carneiros. -

Existem ainda ‘duvidas relativas . ao determinante
antigénico de especificidade de sorotipo, se este reside no’
mesmo polipeptideo em todos os sorotipos. Existem evidéncias
de que a neutralizag¥o ¢ especificada por trés ou mais
determinantes antigeénicos e estes determinantes podem
residir na mesma proteina ou em proteina diferentes.

7. RECOMBINAGAD GENETICA

A natureza segmentada do genoma do virus da lingua azul

é um . fator potencial para o mecanismo de evolugdo destes. . -

virus, através de troca dos segmentos de RNA, resultando no
aparecimento de novas estirpes de virus. : '

Em culturas celulares, o potencial para esta
recombinagdo foi amplamente demonstrado; in vitro, a
recombinagdo genética ocorre em alta frequéncia e os
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recombinantes reéultantes contém segmentos gendmicos
derivados de cada um dos tipos originais.

Na .-natureza, existem evidéncias indiretas de que este
mecanismo também ocorra. Existem experimentos que comprovam
esta possibilidade em ovinos, na proporgdo de 5% e em
vetores culicoides, em proporgdo muito maior (42%). Estas
observagties sugerem que vetores infectados com duas estirpes
de virus diferentes podem gerar e disseminar virus
recombinantes com maior eficiéncia do que os hospedeiros

mamil feros.

Este potencial de recombinago genética‘dos VLA tem
importancia, devido ao uso de vacinas atenuadas contendo
sorotipos diferentes de virus, onde existe a possibilidade
de haver troca de segmentos genomicos, originando novos
virus.
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lHEMAGLUTINAGAO
TIPO LOCAL HEMACIA
- 10 UsSA carneiro
3,8,10 Africa do sul carneiro
v cobaio
camundongo
galinha
10 Africa do Ssul carneiro
ganso .
coelho
humana
20 Austréilia ' carneiro
21 Austréilia humana
ganso
carneiro
bovino
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LENGUA AZUL

SIGNOS/LESIONES GENERALES

. .
.

FIEBRE ‘DE 40.6 A 41.7°C
HIPELEMIA
- EDEMA |
HEMORLAGIAS
VESIL
EROSLONES
ULCLRAS

cosLRAs

' DESHIDLATACION
DEBILIDAD
POSTRACION.

MUELTE
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LENGUA AZUL

SIGNOS / LESIONES

EXAMEN. EXTERNO TRACTO DIGESTIVO TRACTO RESPIRATORIO

. . .
: .

Edema Labios M. nasal
Subcutaneo: Lengua 'Faringe
Facial : Paladar Traquea °

Intermandibular y

R. dentario

20

Pulmon con:

Cuello Oomaso Edema

Hiperemia: Reticulo con: - Hiperemia

Rodete coronario Edema ’ Hemorragia .

Exantema Hemorragia Cianosis

Pododermatitis Erosiones Espuma y

Pelo hirsuto Ulceras Neumonia

Costras Cianosis

Piel gruesa Ptialismo

Cojera Anorexia

Lomo arqueado

Fiebre

- VASCULAR CIRCULATORIO OTROS
Congestién Hemorragias en: Esplecnomegalia
Arteritis Endocardio ~ Musculoes. con
. Hiperplasia . Pericardio . Hemorragias - ‘

endotelial en: Necrosis. -

Cavidad oral Edema

Encefalo Aborto Y

Placenta . absorcidén fetal

. Efecto
teratogenico
con :
Hidroencefalia
Meningoencefa-
. litis necrosan- .

te aguda ’
Escoliosis
Torticolis
Artrogrifosis
Infertilidad
temporal en
toros






LENGUA -AZUL

PATOGENIA

| Inoculacién del virus por vectores
Entrada al torrente circulatorio
células ensteliales
Adhesion - penétracién - replicacién citoplasmatica-
con corpusculos de inclusién y tubulos
aya=sB In{erferon.
viremia |

Liberacién detmediadores de 1la inflamacién
como complemento con:

~ Activacién dei sistema inmunolégico habiendo
Interacciones con C', coagulacién e inflamacién

COAGULOPATIA %NTRAVASCULAR DISEMINADA
HIPERSENSIBILIDAD
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EL
MECANISMO MEDIANTE LOS CUAL.ES
INTERFERON IMPIDE LA REPLICACION VIRAL

Virus enters Interferon
cell * . enters cell
, . ’ Derepresses the csll
Virus RNA . .
attaches to host cell DNA cl-strop \afhn.ch forms .
. translation inhibitory protein
ribosomes .
mRNA
. *
This derepresses a host cell -

'DNA cistron which forms

TIP is formed and binds

interferon messénger RNA to ribosomes
Interferon MRNA stimulates o
interferon production TIP blocks the binding

Figure 14-3 The mechanism by which interferon prevents v

of virus RNA to ribosomes

iral replication within ¢ells.

’
.

FUENTE: TIZARD, ‘I. AN INTRODUCTION TO VETERINARY IMMUNOLOGY.
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MECANISMO DE CONTROL DE LA TEMPERATURA CORPORAL NORHAL'
Y PRODUCCION DE FIEBRE

BT RN

PRODUCTION OF FEVER,
Stimutation of neutrophils
l : _or macrophages:
H . Phagoacytosis
{ Bacterlal endotoxing
: .. .'- .. Antigen-antibody complexes
: . .27 Viruses .
AEGULATION ", Pyrogenic *lymphokine"
. OFNORMALBODY - .. Cerlain steroids
: TEMPERATURE . ; SRS ST C
t Fallin r . o ¥.  . .:".“' - BTN R '

temperatura ;.| - e
ofblood : . ¥

E L '
. . S R A
« ., . .
NS I ’
: .

. ! . ' Lo ' R I3
l . Hypothalamic Thermoregulatory Cenler
i S - v '
{ Vasoconstriction in skin
i

Stimulation of thermoreceptors In skin

: Rellex muscular contraction
* (shivering)

HEAT PRODUCTION
(and warming of bléod)

:

St e e ey e e = o e e . -

. . .
L N .. .a. TSt s ccboummoncasawas o .t 4 ., . e

Figure 85. Regulalion of normal body lemperalure,
and the produclion of fever. ¢

FUENTE: THOMAS, B.A. INFLAMATION. THE UPJOHN COMPANY. 1977. -
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VENULA NORMAL

i

-

FUENTE: THOMAS,’BaA. INFLAMATION. THE UPJOHN COMPANY.
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SINDROME DE LA COAGULOPATIA INTRAVASCULAR DISEMINADA

,W”’M"W*W 'u\gm‘,ﬂwwwrmmn4 L) mmwww*'#' Wmmmurﬂﬂnﬂ W ey 0 4V T
i, o 5 5 oo eI 3kt s tirm s GO i I Priciaut

Hemostasis -

Table 4.2. Disseminated Intravascular Coagulation Syndrome

DIC Is Initiated by Extensive Vascu]ar Injury Which Causes.
Platelet adherence —»consumptive thrombocytopenia
Coagulation activation —»consumptive I, V, and VIII deficiency
Fibrinolysis activation — excessive plasmin and FDP accumulation
Excessive plasmin —»hydrolysis of I, V, and VIII
Excossive FDP =»inhibition of platclet adherence -and fibrinogen
polymerization

Clinical TFeatures of DiC‘
May remain subclinical

Microthrombi and ensuing organ dysfunction . ’ t1L.C A

Overt hemorrhage . Fre e, NE2UTT A ’

Fragmentation hemolysis , R

Signs associated with initiating disease ]f _ g SET' 2004 -
Diseases Whlch'Mny Tnitliate the Onset of DIC: ' S

Systemic infection . '

Malignancy Ty ’

Liver disease RETISE '=Xa)

Amyloidosis

Shock, stress, trauma, surgery
Heat stroke

Polycythemia

Obstetrical complications
Thrombotic disorders

Uremia ' .

JII' n]lll' i'lll IIII' IIII' JII' Illll ]II' llll' IIII' ;’II'
.

remove plasma, and freeze (commercial containers with citrate
are available).

2. Procedures that can be performea on citrated plasma are:
a) Thrombin time (TT).
b) Partial.thromboplqstin time (PTT).
¢) Prothrombin time (Pro T). .
d) Specific factor analysis.
e) Platelet factor. 3 test (PF3). !

3. The plasma need not be frozen if the procedures are done within
20-30 minutes of sample collection.

C. Control plasma from a clinically normal animal should be submitted
with the patient's sample to those laboratories not routinely han-
dling animal samples. .

II. Interpretation of llemostasis Data (Table 4.3)
A. Platelet number and function evaluation
1. Platelet count.

'a) Counts less than 100 000/u1 of blood indicate thrombocyto-
penia (Cases 2, 10).

FUENTE: DUNCAN, R.J.; PRASSE, K.W. VETERINARY LABORATORY
MEDICINE. 1977.
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ENFERMEDAD EPIZOOTICA HEMORRAGICA
VENADOS
CUADRO CLINICO:

" HIPER AGUDO -> Muerte sin sintomas

" AGUDO CON:

Hemorragias extensivés.'
vasculitis
Trombosis infartos

Ulceras

COAGULOPATIA INTRAVASCULAR DISEMINADA
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FUENTE: SCHUDEL, A. DETECCION DE LA LENGUA AZUL. LABSUR IV. IICA
PUBLICACION CIENTIFICA. 1986.
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FIGURA 1: Evidencias virolbgicas yv/o serqlégicas de Lengua"Azul
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UNIDADES PRIMARIAS DE MUESTREO SEROENCUESTAS
EN ANIMALES DE MATADERO EN LOS EEUU

- %w -
0]

Fig 1—Primary sampling unils as designaled for 8T serologic survey In slaughler callle.
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VALORES SEROPOSITIVOS DEL VIRUS DE LA LENGUA AZUL EN CADA UNIDAD
PRIMARIA DE MUESTREO EN LA SEROENCUESTA DE EEUU - 1977 A 1978

Fig 2—The s1v-seropositive rales In each psu of the Uniled Stales In 1977-1978 serosurvey.

FUENTE: METCALF, H.E.; PEARSON,‘ J.E.; KLINGSPORN, A.L. BLUETONGUE
IN CATTLE: A SEROLOGIC SURVEY OF SLAUGHTER CATTLE 1IN
“THE UNITED STATES. AM J VET RES, VOL 42, No. 6. 1981 -







NUMERO DE MUESTRAS COLECTADAS EN CADA ESTADO Y

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS PARA LENGUA .AZUL

Samples from

Iabointories
-in slate Origin of gumples
- y Bluctongue
No. No. No. seruposilive’
No. projected teaced traced t0 samples
Appor. collected to be to slete countics traced to
State tioned %) tinced - (%) in state (%) atote (%)
Alabama pAL] 184 (7 o 238 (7) 216 (72) 16 (6.3)
Alaska R 120 (40) 0 120 (40) 0 () 0
Arizonn 49 J08 (66) (EL1] 189 (32) 94 (16) 82 (43.4)
Arkanzas 250 213 (85) h ) 242 (81) 192 (G4) 20 (8.3)
Chalifornia 1065 ARS8 (RS) mu 00 (78) 693 (66) J30 (42.0)°
Colarade CB6E T 549.(97) 60 M2 (65) 3uB(51) 126 (320
. Connecticut — with MA — " LLLNRRN)) 7 am 0
Delaware 88 h (R5) (11 67 (112) 48 (H0) 0
Florida J4r 243 (71) Jon 214 () 2003 (GH) -84 (139.3)
seorgia 343 JO8 (92) N 1) 228 (76) 209 (70) 61 (22.4)
Hawaii J0 289 (96) 0 2H9 (96) 289 (96) 2 (0.7)
hinho 620 G119 (105) GiN) HGA (95) 407 (GR) . 96 (16.9)
inois 269 269 (1)) 00 243 (81) 148 (49) 16 (G 6G)
Indinna 267 242 (1) Kb 218 (7)) 212(N) 2 (09
lowa 425 407 (!“i)‘ J00 401 (134) 262 (R7) 12 (3.0
Kansns GUH 567 (Y4) (EL1) 675 (96) 494 (82) 207 (35.8)
Kemucky 271 - 160 (HY) | 30 227 (16) 95 (32) 4 (1.8)
Louisiana 216 - 228 (W) S L 20 (77) 201 (67) 15 (6.5)
Maine a9 J34 (88) Jw 132 (44) 129 {(43) 0
Maryland RS 71 (’4) 150 114 (76) 62 (4)) 1 (0.9)
Mascachusetts 7 299 (97) 180 115 (G1) 111 (62) 0
Michigan 546 559 (102) k3 U " 186 (62) 185 (62) )
Minnesota a6y 841 (97) 600 363 (61) 347 (58) 2 (0.6)
Mississippi 369 18 (1) AN 281 (94) 254 (85) 19 (6.8)
*issouri 452 424 (Y4) (LY 581 (97) 458 (76) 92 (15.8)
ontana 449 436 (97) L) 785 (87) . 723 (80) | 9 (1.1
Nebraska 663 698 (105) 600 402 (67) 392 (65) - 111 (27.6)
Nevada 1) 140 (77) 600 184 (31) 142 (24) 79 (42.9)
New Hampshire JI52 J41 (97) 150 . 78 152) 66 (44) 0
New Jersey 697 521 (75) €N 108 (120) 4(4) 0
New Mezxico w101 pLL T4 (78) 618 (L) 379 (H2.8)
New York k17 20 (96) 300 290 (97) 69 (20) 1 ©J)
North Carolina 226 107 (87) . 300 261 (87) 219 (73) 27 (10.9)
North Dakots 283 204 (104) 450 JIR (75) 329 (7J) 0
Ohio 335 321 (%) 300 IH2 (117) 346 (115) 2 (0.)
Oklahoma 508 448 (88) GIX) 416 (69 376 (61) 163 (39.2)
Orcgon 614 462 (W) 600 429 (72) 378 (GJ) 47 (11.0)
Pennsylvania 608 66 (72) 3u0 291 (97) 1565 (52) 3 (1.0)
Rhode Istand 58 56 (97) 30 7(23) 7123) 0
South Carolina 254 228 (W) 3300 1AL (G0) 172 (67) 39 (21.5)
South Dnakots 414 364 (88) 450 17 (70) 291 (65) J1 19.8)
‘Tennessee 349 282 (81) J00 J10 (113) 317 (106) . 32 (94)
Texns 1694 1548 (91) 100 1517 (101) 1432 (93) 670 (:37.6)
Utah 8v9 819 (104) 600 418 (70) 380 (63) 123 (29.4)
Vermont 164 - 142 (87) 150 346 (231) 304 (2(x)) 0
Virginia 180 141 (78) X0 309 (103) 163 (54) 4 (4.5)
Washington " 706 645 (91) GV 223 (37) 83 (14) 31 (13.9)
West Virginia 2R]) 251 (R9M) I 221 (7 208 (6Y) 0
Wisconsin _ G617 618 (10) kLY 456 (152) 400 (130) 1 (02)
Wyoming 278 - 26 (95) 600 254 {42) 197 (39 19 (6.0)
! erto Rico 300, Ju8 (103) 270 261 (97) 261 (97) 208 (79.7)
wgin Islands — withPR — 30 7(23) 6 (20) 6(71.4)
Subtotal (av) 21,842 . 19,7068 (Y0) 21,000 16,508 (79) 13,610 (65) J,064 (18.6)
-Canada —_ . — — 612 — —_ 1(0.2)
Unknown —_ —_ -_ 2,798 — —_ 446 (16.3)
Tolal (av) 21,892 19,758 (Y0) 21,000 19,758 (94) " 13,610 (65) 3,511 (17.8)

* Serum samplen positive at titer of 1:h or greater to the MucF lzg for uT or pusitive Lo the nT-11 test.
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NUMERO bB MUESTRAS COLECTADAS EN CADA ESTADO Y

RESULTADOS DE _LAS PRUEBAS SEROLOGICAS PARA LENGUA .AZUL

Samples from

Iabotatories
“in state Origin of gamples
- Bluctongue
No. No. No. seroposilive®
No. projected traced traced O aamples
Appor. collected to be to stele countics traced to
State tiuned %) tinced - (%) in state (%) stote (%)
Alabama a4 184 (3N K1) 218 (70) 216 (72) 16 (6.3)
Alnskn 300 120 (40) N 120 (40) 0 () 0
Arizonn 2L Ju8 (H6) (L1 189 (32) 94 (16) 82 (43.4)
Arkansas 25) 213 (85) 0 242 (8)) 192 (G4) 20 (8.3)
Chalifornia 165 ARA (R3) Hn 00 (78) 693 (66) J30 (47.0)°
Colorado - 668 T 549 (97) G 392 (65) 3u3 (51) * 126 (32.1)
. Connecticut — with MA — w 100 (1) 71 (7) 0
Delaware AR 9 (R5) w 67 (112) 48 (80) [}]
Florida 34 243 (71) o 214 (71 2003 (GH) 84 (39.3)
Georgia KRK) 308 (92) b L) 228 (76) 209 (70) 61 (22.4)
Hawail J00 289 (96) XN 249 (96) 289 (96) 2 Y
Idaho 620 G190 (105) 60 R (95) 407 (GH) . 96 (16.9)
Winois T 269 264 (1) N 243 (81) 148 (49) 16 {6 6)
Indinna 267 242 (91) g1 1] 21R (1) 212(71)) 2 (09
lows 425 407 (96)’ Jon 401 (134) 262 (R7) 12 {3.0)
Kansas (H1 567 (94) (£ 675 (96) 494 (82) 207 (35.8)
‘Kentacky 271 160 {H9) | J00 227 (76) 95 (32) 4 (1.8)
Laouisiana 216 - 228 (9) 00 21 (77) 201 (67) .18 (6.5)
Maine 299 J34 (88) Jw) 132 (41) 129 (43) 0
Maryland a5 71 (84) 150 114 (76) 62 (41) 1 (09)
Masscachusetls 07 299 (97) 180 115 (G4) 111 (62) 0
Michigan 546 *559 (102) 30 " 186 (62) 185 (62) )
Minnesota 864 841 (97) 600 363 (61) 347 (58) 2 (0.6)
Mississippi 369 318 (') 3N 281 (94) 264 (85) 19 (6.8)
*tissouri 462 424 (4) (EL1) 681 (97) 458 (76) 92 (15.8)
ontana 449 436 (97) NN 785 (87) . 723 (80) 9 (1.1
Nebrasks 663 698 (105) 600 402 (67) 392 (65) - 111 (27.6)
Nevada 12} 140 (77) G600 184 (31) 142 (24) 79 (42.9)
New Hampshire 352 341 (97) 15 . 1R (52) 66 (44) 0
New Jersey 697 521 (75) 90 108 (1200 4 (4) 0
New Mexico 10 o) L. 4 (78) G618 (L) I 28 .
New York n 210 (96) Ju) 200 (97) 69 (20) 1 () /
North Catolina 226 "] (87) . 300 261 (87) 219 (723) 217 (10.9)
North Dakota 283 204 (101) 45 J3R (75) 329 (1) 0
Ohio 335 J21 (96) 300 I2 (17 346 (115) 2 (0.6)
Oklahoma 508 448 (RB) GIN) 416 (69) 376 (619) 163 (39.2)
Orcgon 614 462 (V) (B} 0] 429 (72) 378 (GJ) 47 (11.0)
Pennsylvania V8 J66 (72) 30 291 (97) 165 (52) 3 (L0)
Rhode Island 58 56 (97) 30 7(23) 7(23) 0
_ South Carolina 254 228 (20) 300 181 (60) 172 (67) 39 (21.5)
‘South Dakots 414 364 (88) 450 317 (70) 291 (G5) 31 (98) -
Tennesaee 319 282 (81) J00 310 (113) 317 (106) . 32 (94)
Texns 16'4 1548 (91) 190 1517 (10)) 1432 (95) 6370 (37.6)
Utah 8v9 819 (t01) 600 418 (70) 380 (63) 123 (29.4)
Vermont 164 142 (87) 150 346 (231) 304 (2x)) 0
Virginia 180 141 (78) 00 309 (103) 163 (54) 4 (4.5
Washington -6 645 (91) (r)1] 223 (37) H3 (14) 31 (13.9)
West Virginia 28] 251 (R9) kL 221 (74) 208 (64) 0
Wisconsin . G617 618 (10) kLY 456 (!52’ 400 (130) 1 (02)
Wyoming 278 - 263 (95) (EL U 251 (42) 197 (33) 19 (8.0
! erto Rico 300, Ju8 (103) 270 263 (97) 261 (97) 208 (79.7)
irgin lalands — with PR — 30 7420 G (20) 5 (71.4)
Subtotal (av) 201,892 . 19,768 (Y0) 21,000 16,508 (7)) - 13,610 (65H) 3,64 (186)
-Canada - — - 6512 — —_ 110.2)
Unknown - - -_ 2,798 — - 446 (16.3)
Total (av) 21,892 19,758 (Y0) 21,000 19,758 (94) " 13,610 (65) 3.511 (17.8)

* Serum samplea posilive at titer of 1:h or greater to the MucF lzsgl for uT or pusitive to the nT-1 test.






TAULL 2—Numbur of Swuplos baseod 10 Lach sy ond Humber and Porcentage of Treced,
f-moln Positive 8t 1:5 or Greatur 1o tho mMocr Tust lor 81 of the 81-10 Tosl with 5% Conlidonce
imits
Percentage 10 Percentage of
No. of of ) seropenitive ol samples
samples projected sanplen traced 95%. 3
v traced to nsamples teaced to »r Confidence limits
cude rsu traced rsu seropusitive  (Jower limit-upper limit)
AL 238 (1] [ . (6.3) 3.2-94)
AK 120 {40y 0 o 0-2.5)
A2l 12 [{}] 6 L {10.3-730)
AZ2 82 2n “ 53.7) 425—-64 8)
AR . 242 . (A1) 20 @y 48-—-10)
CAl 70 {23) 2 {31.4) (20.3--425)
CA2 34 1) 152 (446) (39.3—-499)
CA3 182 6n 100 1549) (47.7-62.2)
col n - (26) 2 210 (17.1-32.4)
l co? : 226 (78) 76 336) (224—29.8)
CMR 222 (L] [} w—-1.3)
DMN 289 ° (96) ] 0.3 (<01--1.00
FL - 214 m ] 39.3) (126—459)
A 228 {26) 81 (224 ' 1169-27.8)
.l 209 (96) 2 o.n (<0.1—-17)
1m 70 126) 4 6.1) (<0.1—101)
2 . 328 (109) ” 220 (17.4—20.8)
. 1. . 24 81 16 (1.} 3.6—-9.7)
. IN 218 . (13) 2 {09) (<01-22)
- 1A 400 (134) 12 1.0 (1.3—-4.7)
ks 254 ((H] 9 (36 0y (02-419)
. KS?2 . 236 (19) 86 (36.4) (30.3—42.6)
KY 227 (26) 4 [1X:]] (< 0.)-35)
- 1A 2 an 15 (6.5) 3.3-9.7
ME 132 (44) ] . 0-—2.2)
Ml 168 {62) [} 0—-1.6)
* MNI 69 R 23 ['] . 0—-4.2)
. MN2 278 (99) 1 04) (<01-11)
MS 281 (94) 19 ©8) (3.86—-95.7)
MOL .o 11 . (172) 40 g4 (13.2=236)
MO2 : - 2417 {80} n 1.0 ’ {9.3—18.1)
MTI . 279 (93) 1 0.7 (<0.0-=17)
MT2 . 296 (99) 3 1o . (<01-22)
MT3 148 (49) 3 2m (<0.3—-43)
NE1 : 167 156) . u (14.49) - ©0—19.7)
NFE2 . .28 (75) a7 187 (122—45.1)
N2 M7 (16) Go (42.8) (15.4—-522)
Nv2 . $ (2) 1 (20.0) (< 0.1—-69.7
NIV 24 {141) [] 0—-0.7) -
oMl 129 . 1) n (56.6) (47.9—-65.2)
NM2 158 (53 1 “sn {40.9—-56 G)
' NMa ' m (1R[] 179 (54.1) (48 7—564.5)
. NY 290 97) 1 03 (<01=-1.0).
NC . 261 87 27 (10.3) (6.6—14.1)
NI 8, (8 ) 10—1.2)
NS . 199 (Gh) 4 20 <b)—40)
on a2 mn 2 [(]+] (<0.1=-1.4)
ORt -138 (41) 65 9 9) (31.86—4n.0)
OK2 218 ™ 97 “n 8 (14.4—42.1)
one 2 (1 " (YR 1] (4.0—108)
on 148 ([10) b (13 6) 12.9—19.0)
A M “) a 1) (<01—22)
. sC . 181 () £ 218 0158270
s 173 (54) 25 (14.9) .2—19.7)
™ 340 (HEY a2 8.4 16.3—125)
X1 180 ((Ev]) 8 (45.0) (32.7—-52.9)
TX2 8 (K1} | B 12s%) (< 01—402)
™3 . 21 180) ° m ©(461) (397--524)
TX4 M : (192) 17 0 0) 126.2-32.7)
. TXS 426 n4?), | 162 ('Illt» (31.4—427)
un © 20 oy - 8 (28.9) (235—H2
ur2 1no an 3 (31 8) ' (23.0--40.7)
VA I {1y . " (4.8) (22-69) ~
WAL 1] (L)) 0 10214 8)
WA2 - 72 (24) 19 (26.4) (160—-36.8)
wyv . : 14 0 0—13)
wi 45 1152) [ ©2) (<01-06)
Wy 9 26) [ =37
wy?2 18 an 15 [LER]] Go—188)
PRV 268 (RY) 2 (19%) (14.9—-84.0)
Suhiotal (av) 15,190 a2 -2 {17.9) e

Unknown 4.058 15'“ . e
Total (av) 19358 “on 50 )
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'DE ANTIGENOS

PRODUCCION Y PURIFICACION






PRODUCAO DE ANTfGENO PARA A IMURODIFUSAO EM GEL
'AGAROSE PARA DIAGNOSTICO DA LINGUA AZUL

Etapas basicas produéso.de Ag.
Acompanhamento NADC
- Preparagao. das sementes
células BHK 21, clone i3
- Produg@o do Ag. '
 células VERO - Maru
Garrafas tipo "roller" )
Sorotipo 17 (2 x 10° UFP/25 ml)
Témpo de adsorgao: 30’
Completa o volume de meio
Incubagao em Estufa com‘Eq. ;olante a 379C
Acomp. "ECP" - microsc. Inyert;
Satisfatorio - 72 h (80% ECP)
Agit. vigorosa - descolamento tapete celular
. Centrif. a 2000 rpm/20’ - sed. residuo celular
"Pool" sobrenadantes
Ajuste: pH 7,3

Estoca a 4%C
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FILTRAGAO CLARIFICANTE

ig ,'
_l
g R o
Blrtimrpe oo A |
S | . VENEZ ey g
T e
/1575" e
—- g nG|
'\\‘Na‘ {
,:‘r"': L :
) i e -

Filtr.clarif. - Filtro de Mambrana ( 142 mm )
- Pré filtro AP 25
. - Mexﬁbrana de 5 )ij(; 8_‘)1m, ) R
Passag". .- de subst..menores' q/ os pbros da me.mbra_-
Pressorizado preférenc. - p/Gas Inerte ( N,U )
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FILTRACKO TANGENCIAL PULSANTE

con o miTETTL
. [ R TN
. e -“~'f,‘- ..'
e -
1
. w -
f R
6 i
.
. -, s . . v 2
“ . \.\‘ L BT 4 B . . . . _._F-“":"“.:"
[ LTI o PR L L — o
i ' ARG Bt : - . S
M L

Filtr. Tang. Pulsante

Filtro Millipore - Bomba Peristaltica B

| ‘ | - Ftltro Cassete - Membr Pellicon R vf.:
Infcio da concentraq&o

‘Bomba Perist. = coleta o mater. e o impulsiona p/

o interior do filtro.

Membx. Pellbcon + NMWL 10 000

‘f Montagem do tiltro - uma. entrada
| - duas saIdas - f&ltrado

' - - = concentrado.
. o k







i

Sample ». ' Valve - Cell - * Flitrate

REPRESENTAGAO ESQUEMATICA
. | ~
o ,évél. maiores i ‘
M R ¥
RN . Sample‘ o Helenlata Valve® cell - Filrate i

. B
R 8

- el .. s vesass S " " -
el EROC ot S © e . 2. .

et e s o1 e - ——

Rec; fabric. - vol final de 200 a 250 ml

Vantaéem‘- se conseg. uma sign;fi redug; vol;

- quanto mator o vol. inic. maior conc.
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PRINCIPIO DE OPERAGAO

Principio de Operaqao do Pellicon Cassete
'Dupla Membranq |
O matex. a- ser filtx. 8 distr. paral. tangencial
em relagﬁo ao elemento filtrante.
. Moy. fluldo - 1impeza da membrana.'
;"{Axraste de’ part‘=- depos. na superficie.-
',Pnessao diferencial - bomba perist.

' T peso do filtro.

56
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Proximo passo- do. processo -
o - Uso do Sistema AMICON - mais tradic.
. - "NADC" - Amiccn

- Membran&. NMNL 50- 000. ", "

' SISTEMA DE FILTRAGKO MOLECULAR
 Millipore

4 Ll
1
g e e U T S SOV
‘4
AR . L | P EreT R T e TR SIS v §
S LW q

ST s areanm g Nk

W b e et g e gt e
weov, [T Y SN ; . AT T T p 1 .
AN B TARES U DR st L ' e Ay

_i al

)
-4

PR A

-5

s A Nta

o 'ngrtltro com BEiﬁa}magnét%ca '

L Agitador.magnéﬁicol~'

Sistema de pressorizagao - NZU

- Membrana Pellicon NMWL 25. 000

1
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-l
-~

L 47mm Sllrred Cell .

Detalhe maier 49 mtxo
Barra magnéthca .
salda de ma,teri@l ~ fltrado ( pazt, P menor a/25,000

B 'Vol. aproximada.mente 80 ’ml. ‘

‘v.
1
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Tame S
.

MECANISMO | R

K

Stirred Cell Filtration ' - 4

Mecanismo ~ lavagem e

- ressuspensio do material

- 'impedi-:: a obstrugdoi~ da membrana. -

. Lo
Y AR o
o e
e
.
R :
) .
ORI )
..
.
.
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. . » . . .. . . . R PURE 1
- . - . - . . - . . . -

.

. '
PP S
1 .

-

: L ' - ..
‘{ - R ; . L 17 i“:z‘. o e
e Vot [3 o I .
o SE . . I o
Ve . . ) v
. I : : )
B

Ultracentrifugaqio
o "NADC" usa 150.000 a 200000 g/30'
4Ceqtri£ugaq5es a 12.000 rpm
Sobrenaéanﬁe‘- do mat. de uma purificagéo

- 100.000g/ 1h

Sobrenadante - £iltraq§o em Swinnex (33mm)
| i‘- Pré filtro | '

'Membr. 1,2 ;- 0, 8 e 0,45

;.ir‘Tratamengg-com Azida‘sédiqa'

- .- conc. final-de 0,1%.
Chaede v ' O . SRR L -
. 3 " - . [EE Vv

" Testes - Tit‘ em blodo--." . i '# ‘

- Imunodifusao Radial. e etc..s

3

-
I
: e .
| ‘
. H
X - ;
ad .
1.
§ N .
a0 ) H
e .
U i
f ' !
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' PURIFICACAO DE BTV

1. Segundo Verwderd D.W. T col. 1972

100 - Romers =-=-=-=-=- > Lavar em Tris-HCl1l 0.002M pH 8.8
36-48 hs
Ressuspender em 150 ml T.T --> Vortex. -

+ 1/10 v Sephadex G-200 1%
+ 50 ml Freon 113 - 4°C.

Centrifugar
+ lﬁ (Restos celulares + freon 70ml T.T)

+l3Ap/ (0,5%) - L.
+ 1/10 v Tw-80 : L

+ l}z v éter ---> agitacao 4°C

| FALB AQUOSA ,

Ajustar.---> 0,1 M C/NaCl

Sacarose 40% - 40006 rpQ - 75
Ressuspender pellet em T.T. 0,002 M
Grad. saca&ose 10-30% 24000 ;pm
Bandas -;-;}+_i.x140666vrp§ -~ 75

* oC pureza
61






'Agltar 40 c - 1 H

B . . .
. .
.. . .

'PURIFICACRAO DE BTV

2. Segundo Mechan, J.O T col. - 1986

Roller
15&b g/30!

Relsuspender pellet Tris;Hcl 0,002 M pH 8.8
+ 1% Triton X-100

-

Lo

Sacarose 25% - 25. 000 rpm -2 H

Miker: Pellet + TriS-Hcl
+ 1/3 Genosolv-D

y ) R
Cehtrifugar 1500. g

Fase aquosa

sécarose'zs%‘f 25L000;rém - 2é-
Pellet f Tris-HCl

Saca;ose 25-50% - 30.000 rpm - 2-4 H
Bandas

Sacarose 25% .

,Soi . PAGE
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. . .

* Gradiente CsSCl ---> meno: resultado

40-55% - Tris-HCl 0,2 M

l

47.000 rpm - 16 Hr

Co}etaf as bandas e dializar
a 4°C frente a Tris - 0,002 M. pH 8.8

~ds: 1.38

=> Instabilidade em CsCl le7.0 —>1.38 - 1.42
Perda de proteinas P2 ‘e Ps X infectivi.
BTV é sensivel a concent. altas fons

PH 8.0 —> d= 1.38 = particulas infectivas
: apresenta 7 prot.
particula completa em M.E.
X concentragdo 1iénica
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EXTRACAO DE ds RNA DE BTV

Segundo Squire, K.R.E. et col

Células infectadas - rdmper

1 ml
Ccentrifugacio

+ 100 ul tampao acetato Na pH 5.0

+ 1% SDS :

+ 100 pl fenol-cloroférmio
3 : 2

Agitar _ S

Centrifugar

Retirar fase aquosa
Acrescentar'zs nl mist. dissoc.

Electroforese 20 mA - 15Hr.

.64






cdletar fase aquosa

EXTRACAO DE ds RNA DE BTV

Segundo Holmes, et col. = Rotavirus

células infectadas —> romper .

CeXtrifuéar

Freon 113

. 5N 400ul + 40 ul SDS 1% - 37°C - 30

+ %oo ul fenol-cloroférmio
‘1 51 :

ltar 10' - Vortex

Celtrifugar 10.000 rpm - 1° - 10’

>Re extrair .
F2
+ 40ul NaCl - % -
+ 1pl etanol . '
lboc -2H  -10°C'- 18 Hs

Cen trifugar

+ lb ul mist- -15' - 5goC

65






: RESULTADOS DE LA PURIFICACION
PpGE T ,?50,&" JuA 4
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| ' 'afz.’gﬂllli‘f'iG?an'
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DIAGNOSTICO DE LENGUA AZUL
" SEMINARIO TALLER
CAMPINAS BRASIL 12-16 DIC 1988

GEL DE AGAROSA

PRUEBA DE INMUNODIFUSION EN |
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O USO DA IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAROSE NO D1AGNDOSTICO
DA LINGUA AZUL E ORBIVIRUS RELACIONADOS

-Estudada pela primeira vez por Klontz em 1962
Ag.- cérebros de camundongos,
- embriodes de galinha e

- culturas secundarias de rim de bovino

4-Canluiur -

Todbs'ds~sor¢tipos apresétavam'Ag, comum

Eéte,componente era de origem viral’

Néo'eré infecéi&so - N relag. infectiv. e precip.
~-Comparagao com Soro Neutraltizagao j

- Tempo de,aparec.Ac; era o mes@o

- Titulo ( diferenqa) , | -

Jochim e Chow 1969 |
Estabéleperam:uﬁ mié:§ método (g;énde ége;tagt).
.Préparééa antigéniéa: |
Seéaragép do virus infeccioso e nio infeccioso
Conc. 20 - 40 x.

Estabilidade - 4§ por muitos meses

- f a'569 por 30'
PromeéSa - Ag detectava Ac..grubo eépecifiﬁo’
Admitiram - componenté da partiCula viral

- um prod. de replicagao viral
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AN I SN aRSsEassassas

Jochim em 1976,

Avangos nas preparagOes antigénicas

Ag. soliivel - conc. Amicon XM 50 (100 x)
Testou: Concentrado

Conc. passado em coluna de Sephadex G 200

- Res.: Diminuigdo de titulo

Nao teve aumento de especificidade
Remov. alg. protelnas-elim. a formag¢. de liimult.

"Ag. a partir de virus ljgado s cBlulas - Sed.cel.inf.

Elui¢. - cOng/descdl? sonicagdo ( 3 ciclqs )
Res.t Melhor res. nag 2, 1%R extrag.. |

Amxfrag.posuc/Ag,sol;vnﬁo_reag.}com o Ag. cel.

Obt.linha parc. dé'identidade - semelhantes

- ndo idénticos

" Introduziu-o uso do molde hexagonal

~Ac. de ref. em pogos altern. - aum.de sens.

ANTIGENO SOLOVEL
GRUPO 'ESPECIcho
CONCENTRADO

TIPO DE CONSERVAQKO
USO DO MOLDE HEXAGONAL
ANTICORPO DE REFERENCIA
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Gumm e Newman .1982, |
Obj.: Desenv. proc. purif. do Ag. de grupo para
- levantamentos epidemioldgicos
~ estudos bioﬁuimicos
- auxr._ nos est. d'o_grgu de relag.e efrol,de Orb.
. -~ pkod. de antiss. grupo especlf. paré est. sor.

Utilizaram técnicas mais sofisticadas’

355 - Metionina

- Marcagao radiocativa-
- 3H - Leucina
- Coiuna de Sephardse 4B
'~ Eletrofocalizagdo - anfdlitos .
Concl,: ;dentific. o Ag de grupo do virus da Lingué A
~ zul como uma ﬁniéa‘proteina com PM de 38.000 e-

Mobilidade Eletrofor&tica semelhante a P 7.

Discutem a difer. entre o PM encontrado por Jochim e

Chow, ~ PM 160.000 a 200.000

- estrut. complexas - sub unidades de 38. 000

_Ag. solﬁvel em estado nativo - estrutura polimerica.‘

Hubgchle e Yang 1983,

Fazem ‘O itsolamento do Ag. "core" P.7
v Coluna de Sephacryl 8 200
- Cromatofocaltzaq&o

"+ Politrocador PBE 94
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a técnicas de tsolamento de virus
~ Certificaglo de animais para: i

~ importagio / exportagio de anim. .

} . - = anim., de Centrals de Ins. Artif.

S Método, simples, ' . I '.,_’,
B . _ rapido e : . ‘ S
: especifico - ' . |
_ | permite testar gde:. nlmeros de amostras
" necessita de Ag. em altas concentraq&és
| - TN n£0 e uecomendado p}titulag&o de Ac. .
. uso de Ag. grupo especlfico leva a: h
L

+ reativ, cruzada c/ os 24 sorot! -

-~ reativ. cruzada c/ outr.orbiv.
71 '
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Fig. 8.5 Foimagdo de linhas de precipitagio em ﬁ!ucsi de Ouchiterlony.
Fonte: Otto Bier o B .

- Migragao radial concomitante

-~ Gradiente circular de concen'traqéo (entrecruzam)

- Encontro dos reativos, em proporgoes otimas - combinacdo especifica
" dos mesmos. o
. = Complexos Ag-Ac insoliveis ,

.= Visualizaveis .numa' linha ou banda de preéipitaqéo

. oo omm ww .

Ly,







| A,
0 antice é bivolente - 3
anticorpo é b 3
’ ee n > _( .

j o

)

O antigeno ¢ multivalents

a o
® ¢

. . & _\\" ‘
Antlgeno misturado com excesso de amlco:po @{/L ‘\ 8‘ -kh

. Anticorpo misturado com excesso de antigeno K

)
o :*@

Antigeno ¢ untizoipo misturados om proporgBes Gtimas

<

P>~ & —~¢

!

: o $r— (@< $—@

1 11 [ .

4»«0»—(4»—«0»«0»—«0

>— )<

/g

P—4)r—$—@
r—<OH—<$—$

Figurs 9.8 — Mecanlsmo da precipltagio: Com excesso de anticorpo ¢ com excesso de antfgeno hi produglo
renas de complexos limunititlos solivels muito pequenos. l-.nlxet:mto. emn proporgdes 6thmas, sZo gerados grandes com-
exos hssolﬁvels. : . ' '

_FUENTE: TIZARD, I. AN INT&ODQCTION TO VETERINARY IMMUNOLOGY.
982. S . . . S
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Anti A |

Identirlade completa dos
antigenos . .

€10

Au:i A
AntiB

. ldentidade compleata e
- nfio-ldentidade observadas
quando A e B estdo em
moléculas diferentes

Ant’! A
AntiB

N&o-idontidade dos
antiganos

Identidade parcial observada
“quando os deteiminantes A e
B estdo na mesma molécula

L]

Figura .10 - Uso da técnica de difusdo em gel para determinar a reluglo entre dois :uitlgcnos.

Fonte: Tizard

‘
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JII' IIII’ lllt JII' III' JII' JII' JII' JII' JII’ |III’ JII' JII' JII' ill' Jlll iII' 1"' illl
. .

Filg., 2. Metal template containing 3 7-well
patterns. :

Protdcolo "NADC"
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Fonte: Protocolo "NADC" .
Base da leitura: banda SCI’/Ag

Flg., 5. TImmunoadlffuslon Test
which has antigen In center '
well; control positive serum
in wells A, C and LC; positive
serum in wells R and Dy
negative serum in well F.

Fig., 6. Immunodiffusion Test
which has antigen in center

well) ‘control positive serum
in wells A, C and E; positive

. serum in well B, strong

positive serum in well D3
weak positive serum 1n»we11.F.

Fig. 7. Immunodiffusion Test
which has antigen in center
well) control positive serum
in wells A, C and E; negative
serum in well B, weak positive
serum in well Dj stroug
positive serum in well F.
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CEMIRAL DE MEIO DE CULTURA - LARA/CAMPINAS/SD

SOLUGRO DE AGAR TRIS AZIDA
FORMULA PARA 1,000 IML

TRIS (HIDROXIMETIL) ANINOHETANO..............;..f ©,0570
AZIDA Sonxcﬂb..coooooo.o'.oooo.oooooooo.o'ocooooo' 0’:'50

TN AL nrTw ’ o8]
bf.ﬁa-td\l 21" B IR IIOHI‘JJ.(.'..'..."..' ®e 0600 09O ees o0 )’(‘V“

!‘20 ’;]TT\TF.}'PTT,AD'\"' ...... sevscecsce ‘."o..oo 4. 0c0vee ]’0(\0

- pll 7,10

FUNDIR,DISTRIBUIR E ESTERILIZAR,A 121¢ C - 15 MINUTOS
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CENTRO PANAMERICANO'DE FIEBRE AFTOSA

LABORATORIO DE REFERENCIA

Identificacidn de Anticuerpos de la Lengua Azul por la Técnica

de Inmunodifusion en Gel de Agar

La enfermedad

La Lengua Azul (LA) es una enfermedad que afecta a todos_
los rﬁmiaﬁtes'y esia ampliamente difﬁndida por.el mundo; s}endo-
enzodtica eh.los paises con climas moderados.

Es causada por un virus de la faﬁilia REIEKEEE; genero
‘Orbivirus; del cual se reconocen 24'serotipos.ISe tranémite por
la picadura de mosqu%toé; principalmente aniammés y por transfu-
siones de sgngfe. R v '

La enfefmedad afecta'pringipalmente a los ovinos. La sinto-.
matologfa incluye inflamacidon de las mucosas digestiva y respira-

toria superiores; seguida de tumefacidn que proporciona una tona-.

1idad azulada a las mismas, éontinuéndo'con'ulcerécidnes en loéj

- ’ N ’.o )
casos mas graves. Puede observarse inflamacion en las patas. Tam-

bien se ha observado deformaciones de los fetos. La mortalidad

. es baja. En las otras especies de rumiantes la mayorjia de las ve-

ces no se observan sintomas clinicos. Sin embargo, pueden actuar

como reservorios del virus (2).

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa.
Caixa Postal 589, 20.001 - Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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Diagndstico

El aislamiento del virus se hace principalmente por inocu-

~1acion intravenosa de embriones de pollo de 8-13 dias de edad

con muestras de ‘sangre recolectadas de animales con viremia.

El diagndstico sérbiégico (identificacidn de anticuerpos

"en el suero) se hace por Fijacidon de Complemento (FC), inmuno-

difusidn-en gel de Agar (IDGA), seroneutralizacidén en células
(SN) 'y recientemente tambien por ELISA.vLa FC y la IDGA revélan
1a presencia de anticuerpos grupo especificos de LA. Esto no
quiere decir, que el animal con anticuerpos este infectado, es
decir, sea portador sano del virus,

Inmunodifusidon ‘en gel de Agar

La IDGA es la téénica admitidavinternagionalmgnte para iden-
tificar anticuérpos anti-ﬂ&A y es usada parafia liberacidon de
animales en pie en el comercio internacional; ,

Detecta anticuérpos en el suero unos diez dias después de'
haber ocurrido la infeccidn dei animal, el cual puede continuar

positivo por varios anos. Estos anticuerpos son grupo especifi—

' ¢cos, es decir, han sido inducidos por cualquiera de los' 24 se—

rotipos‘del virus. Pueden observarse reacciones cruzadas con
sueros de animales que han padecido la enfermedad hemorragica
epizoStica del ciervo.

Materiales y métodos

Antigeno (Ag): El antigeno fue obtenido de .suspensiones -

de virus de LA, serotipo 4, # (1) replicado en
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células BHK,;, Clon 13,

| Bbtellas rolantes con células.BHKzl, Clon 13 de suspensiodn
mantenidas 48 horas en estufa a 379C fueron inoculadas con la
cepa de LA S.4 ilﬂlb y nuevamente colocadas en estufa a 379C.

Transcurridas 72 horas fueron colectadas, tratadas con 3% de

'clqroformo, congeladas, descongeladas y 61arificédas-por centri-

fugacidn a 10.000 g durante 30 minutos. Seguidamente fueron inac-
tivadas con 5 mM de BEI a -269C durante 24 horas,

. A continuacion la suspension de virus inactivada fue con-
centrada 40 veces ‘con filtro Amicon de 100. 000 .NMWL, . seguido de'
una ultracent;ifugacion'durante 2 boras a 200.000 g. Posterior-

mente se agregd 0,02% de &dzida sédica, se tituld en IDGA, se

' fracciond en alicuotas y se conservdo a 49C, hasta su uso.

Suero control positivo (SCP): E1 SCP es una mezcla de sue-

ros de bovinos del estado de Rio de Janeiro,.Brasil, positivos

~a.LA por IDGA, 1os cuales fueron concentrados cuatro veces por

precipitac1on de las inmunoglobulinas con sulfato de amonio.

| Después se agregd 0,0'2% de-3zida ~sédica; se fracciond en alicuo-

" “tas y se conservd a 49C.

Agar al 2%: Se disueiven 20 giamos de agar noble (Difco)

en 1.100 ml de agua destilada desmineralizada y se esteriliza

a 15 libras de éresién durante 15 minutos. Seguidamente se vier-
te en una bandeja; se deja solidificar; se corta en cubos de
aprokimadamente 2 cm de lado;.se éumergen en agua dgstila@a Yy -
se conservan a 49C hasta su uso.

Tampon Borato (TB): Se prepar% 0.05 M de Hidroxido sdédico
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(NaOH) , 0.15M de acido bdérico (H;BO,) y se-agrega 1% de azida
soédica, pH de. 8.6, . ‘

Prqpéracién deﬂplacas'con'Agar‘aI‘T%: El Agar al 2% es

mezcladq a partes iguales con TB y fund;do por ebu;licién en
bafio Maria. A-continuacién; a placas de Petri descartables de
éléstico o de vidrio de 90 mm'de diémetrd se viertem 15 ml de
la mezcla Agar - TB y se mantienen semidgstapadas; en una super-

ficie nivelada a temperatura ambiente (20 a 309C) (TA) durante

un minimo de dos horas, para garantizar una adecuada gelifica-

cidn del Agar. Las placas que no son usadas inmediatamente pue-
den conservarse en heladera a 4¢C durante -una semana.

Las cavidades en el Agar son hechas con un molde que tie-

ne 7 perforadores dispuestos unoen el centro y 6 en la perife-

‘ria, de 4 mm de diametro externo cada uno; éqﬁidistantes 2 mm

entre siy del central. En cada placa pueden hacerse 6 moldes
en la periferia y uno en el centro. El Agar de las cavidades se
extrae por succion con bomba_de,vacio inmediatamente antes de
colocar 1los reactivos en la placa. |

" Pitulacion del Ag y del SCP- Cada partida de Ag y de SCP

es titulada para determinar la dilucidn optima de uso. El Ag
y SCP son diluidos en base 2 (1:1 a 1:8) en TB y son colocados:
cada dilucion de Ag en las cavidades centrales de cada molde y

las diluciones de SCP son depositadas en 4 cavidades de la pe-

.riferia. En lag'dos cavidades restantes de la periferia se co-

. loca un SCP de referencia (Figura 1). Al depositar los reacti-

vos ha de tenerse la precaucidn de llenar las cavidades hasta
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el borde. Una buena distribucion de los mismos se consigue con
micropipetas graduadas o con pipetas Pasteur,

- Las placas se mantienen en superficie nivelada y TA de 24
a 48 horas:. La léctura se hace entre las 24 y 48 horaé de’haber

colocado los reactivos. Las diluciones de uso del Ag y del sCpP

.'son aquellas que analizadas conjuntamente proporcionan la rea-

ccion mas nItida.

Especificidad y sensibilidad ‘de Ag'y‘SbP- Después de deter-

minar la dilucion de uso de cada lote de Ag y SCP, ambos son
analizados en esas diluciones, comparativamente con Ag y SCP
padrones,: frgpte a una serie de sueros con diferente intensi-
dad de reacciodn pésitiva’y'ﬁegativés de varias especies para
determinar su especificidad y sensibilidad.

Anilisis ‘de ‘sueros: Los sueros a ser examinados después

de registradoé Y numerados convenientemente son colocados en .
las placas debidamente identificadas. La distribucion de los

sueros se hace en el sentido de las agujas del reloj en los mol-:

des y en la placa. En cada molde se colocan 4 sueros sin diluir

" en cuatro cavidades de la periferia. En las dos restantes se

anade el SCP. El Ag es depositado en la cavidad central confor-
me el esquema indicado en la Figura 2. Seguidamente las placas .
son colocadas en mesa nivelada a TA.

Lectura de las placas: La lectura se hace colocandolas so-

. bre un rayo de luz frente a un- fondo negro.

Las lecturas deben de hacerse alrededor de las 24 horas

de haber colocado los reactivos en las placas. A este tiempo '
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normalmente las lineas de precipitacion son nitidas. Las lectu-

ras realizadas después de las 48 horas son diffcilés de inter-

,pfétar, debido a quéllas 1ineas se tornan difusas.

Cuandé se trabajan con sueros muy hemolizados o que tienen

altas concentraciones dellipidos u otras substancias, a veces

" proporcionan difusiones in;specificés, las cuales pueden difi-

cultar la lectura. Este inconveniente puede subsanarse lavando

el Agar con agua salina 10x ~ antes de hacer la lectura., -

Interpretacion de ‘los resultados- Todos los sueros a ser exa-

minados estan contiguos al SCP,_lo que permite observar si las.

: lineas de precipitac1on originadas mantienen la 1dentidad con

la del SCP. Ha de tenerse presente que algunos sueros proporcio-
nan reacciones de no identidad o inespecificas'péra el Ag de'la
LA, que son aquellas que cruzan o tocan la linea de precipitacion
especifica orlginada por el Ag y SCP de LA (ver Figura 2).

aT‘SuerO’neggtivo‘(—): Son aquellos en que la linea de

referehcia;'es decir; la originada por €l Ag y el SCP entra en

la cavidad dei suero en estudio;l

b) Suero positiVO (+). 'La linea de referencia’ presenta una
pequena curvatura proxlma al 'suero en estudio.

c)'Suero'positivo’intenso‘(++): La.situacion y apariencia *

de la linea de precipitacion originada'por el suero en estudio
es similar en intensidad a la del SCP,.

"d). Suero dudoso (?): Los sueros que por cualquier motivo

no pueden encuadrarse como -, + O ++ son reexaminados 51guiendo

el siguiente procedimiénto: ' ' . : ..
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e) Repeticidon de los sueros Hudosbs:‘Los sueros son anali-

zados nuevamente por IDGA, colocando el SC? en tres cavidades
alternadas de la pefigeria; en dos restantes los sueros dudosos
y en la tercera un suero negativo. De esta manera se observa la
reaccidn en las dos lineas de referencia contiguas y en compara-
cidn con el suero .negativo (ver Figura 3).

La ihterpretacién se hace de la misma manera a como se ha
indicédo’én el apartado anterior.

Los sueros que nuevamente no permiten ser catalogados en

‘la categoria de + o = es aconsejable repetir 1a prueba con otra

nueva muestra de suero.

Reactivos:
Antigeno Lengua Azul (Ag): 1 frascb con 2.5 ml, ﬁitulo de

-

‘Suero control positivo (SCP): 2 frascos con 2.5 ml, titu-

LY

lo de uso 1:1, . .

Precauciones con los reactivos:

El Ag y el SCP pueden ser mantenidos en heladera de 2 a 89C.

' Pambien pueden conservarse en congélacidn, pero deben de evitar- -

se las -congelaciones y'deséongelacipnes repetidas. Igualmente
han de permanecer‘el menor tiempo posible a temperatura ambien-

te.

El titulb de uso de este Ag y SCP ha sido determinado- en

-conjunto, por lo que no-.es aconsejable- ‘usar- cualquier. de estos

. reactivos con Ag -y SCP de otra procedencia sin previamente re-

petir las pruebas de titulaciodn, especificidad y sensibilidad

con los nuevos reactivos.
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respectiQamente:
1y 4 = Suero'positivo de referencia .

2, 3, 5y 6 = Diluciones de SCP 1:1, 1:2,
respectivamente.
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1:4 y 1:8






ayb =Ag y SCP respectivamente

1 a 28 = Sueros en estudio
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13

14

++

++

18 ‘ +
19 ‘ ?
20 ' +
21 ++
22 -
23 . s
24 S < T
25 ' ?
26 R
27 AR -
28 . -

"SI SSSSEEAEESEESEEAR

. _ regativo  + positivo

++ positivo intenso ? dudoso
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ayb = Agy Scp respectivamehte.
Cc = Suero. control negativo ‘
19 y 25 = Suercs en estudio (19 + y 25?)

Pedir nuéva muestra suero n@ 25
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SEMINARIO/TALLER DE LENGUA AZUL

CONCLUSIONES

1. E1 virus de la Lengua Azul y en general los
orbivirus es un grupo 1mportante que esta 81endo estudiado
intensivamente a nivel molecular, patogenla, 1e81ones, '
inmunologia, distribucion y epidemiologia generandose anu-
almente mucha informacidn de interés para los especialis-'
‘tas. R

4 2. El antigeno preparado para inmunodifusidén en
Qel de agar por LARA Campinas y el CPFA ha demonstrado en
las pruebas experlmentales y durante este seminario taller
una buena correlacidén con aquellos produc1dos por otros la-
boratorios de referencia y comerciales estando en posibi-
lidades de substituirlos. o

3. Las condiciones de instalaciones y personal de
LARA Campinas, asi como la situacidn epidemiologica de L:A.
en Brasil favorecen su establecimiento como centro de refe-
rencia necesitandose de un esfuerzo conjunto regional bara
suplir las necesidades que se generen.

4 Los estudlos serologlcos Yy epldemlologlcos en
la Regiodn Sur han 31do esporadicos, empiricos y no repre-'
sentativos, generandose problemas de desinformacion que '
afectan el transito régional de animales.
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SEMINARIO/TALLER DE LENGUA AZUL

RECOMENDACIONES

Ei grupo de especialistés en Lengua Azul de la Region
Sur aqui reunido recomienda a los Paises y Organismos Interna-
cionales que:

1. E1 I.I.C.A. mantenga su servicio de actualizaciodn'
bibliografica e intercambio periodico de informacidn entre
los técnicos e instituciones de 1a‘Region Sur interesados en
Lengua Azul.

2. Se consolide el uso de la prueba de inmunodifusidn
con antigeno producido en la regidn y siguiendo el protocolo
establecido en este Seminario taller como prueba oficial para
el transito de animales apoyado por el CPFA y el IICA.. ‘

3. Se establezca en un p;azo'no mayor de 3 anos el
laboratorio Regional de Referencia en.Lengua Azul en el - LARA,
Campinas con producidn de reactivos, aislamiento, seroneutrali
zacidn y las pruebas necesarias elaborahdoSe_un crénograma mas
detallado entre LANARA, IICA y el CPFA/OPS.

4. Se hagan mueéstreos epidemiologicos sistemiticos, °
periddicos en todos los paises de .la region con la asesoria vy
coordinacidén del IICA y el CPFA publicandose anualmente los
resultados.

5. Se haga un reconocimiento al Dr. Michael Bedoya, '

' Dr. J Deak, la Dra. Gonqala Arita y colaboradores, asi como. a

las autoridades del’ Minlsterio de Agricultura de Brasil y L
otros Organismos que apoyaron la organizacidon de este semina-
rio/taller por el elevado contenido técnico, la eficiencia y
la atencion amigable recibida. '
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SEMINARIO/TALLER DE LENGUA AZUL
RESULTADOS DE LA EVALUACION

M. Bedovya .

Al final del Seminario/Taller se entregd un cuestionario
para evaluar los resultados del mismo que debian responder de
los participantes de manera andnima. En la primera parte se
pregunto especificamente sobre l1os temas teoricos tratados con el
objeto de saber si las metas habian sido cumplidas (ver
cuestionario anexo). La quinta pregunta fue para evaluar la
parte practica del taller. Los resultados fueron los siguientes:

Pregunta Positivo Negativo Sin Respuesta Total
1 Caract. Orbivirus 7 0 0 7
2 Patog. y Distrib. 5 2 0 7
3 Aisl. Seroneut. 7 0 0 7.
4 Prep. Antig. 7 - 0 0 7
S Prac. Inmdif. 7 0 0 7
T 6 2 0 28

otal - 2

La sexta pregunta sobre 1a utilidad del material didactico .
utilizado para el seminario en orden. de importancia mostrédé lo
siguiente: ' : o ’

Seminario: Charlas, Diapositivas, Transparencias y Material
Bibliografico. a

Taller: Practica de Laboratorio, Diapositivas, Charlas,
Transparencias vy Matgrial Bibliografico.

: Las sugerencias para mejorar el Seminario/Taller solicitadas
en la pregunta 7 fueron las siguientes de manera resumida:

Unificar l1os criterios de reactivos y protocolos

Mas teoria e incluir formulas quimicas en los protocolos.

Mas teoria, seguir el programa e incluir formulas de reactivos.

Ninguna : A * ' . _ ‘ :

Unificar reactivos y protocolos con ejemplos de interpretacién.
Repetir seminarios una vez por aRfo en diferentes laboratorios.
Sin sugerencias para el taller pero .que 1los paises se

comprometan ha hacer 1las modificaciones para 1la técnica e
interpretacién. :

NOUEWN

Comentarios: Como se puede observar en los resultados de la
evaluacion el seminario cumplidé con sus metas de acuerdo con los
participantes que 1lenaron el formulario en un 893 % en terminos
generales y en un 71% en cuanto a patogenia y distribucién. Esto
probablemente se debié al hecho.que el conferencista programado
fue operado. de emergencia no pudiendo  asistir y esta parte. fué
-preparada con muy poco tiempo. Ademas que un asistente por lo
menos no era veterinario, ni médico, 1o cual peodria dificultar"
esta parte. Como esta era informacidén complementaria nos parece
que no fué un factor muy relevante. Las sugerencias de unificar
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criterios y protocolos.son el Fesu1tado‘ de algunas diferencias

entre el protocolo del CPFA y el de LARA Campinas, sin embargo se
acordo que en la publicacion final del Seminario se definiran
claramente. Lo mismo -es cierto para las formulas de los
reactivos. En cuanto al comentario sobre seguir el programa
preparado, esto se debe a que el Gltimo dia el personal del
Taller decididé primero hacer 1las lecturas finales, por temor a
que se tuviese que repetir. Todas estas sugerencias las hemos
tomado en cuenta para los préximos seminarios.
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SEMINARIO/TALLER DE LENGUA AZUL
EVALUAqrou

. ~.1. Obtuvo un conocimiento general de los orbivirus
especialmente el de L.A. en su estructura y caracteristicas'

moleculares? Si___ No

2. Obtuvo un conocimiento general sobre las le-'

~siones, patogenia y distribucion de la L.A.? Si___ . No__

.. .3. Obtuvo un conocimiento ¢general sobre las tecni-
cas de aislamiento, seroneutralizacidn y otras para el diag-

nostico de L.A.? Si__ No
4. Obtuvo un conocimiento general sobre la prepa-'
racién de antigeno y sueros control para la prueba de inmu-'

nodifusion de L.A.? Si__ No__

5. Obtuvo la suficiente practica para montar e -'

-interpretar la prueba dé inmunodifusién de L.A. en su labo-

ratorio sin problema? Si__ No
6. En orden de importancia marque la utilidad del
material utilizado durante el seminario/taller:

SEMINARIO TALLER

Charlas

Diapositivos __

Transparencia

Material Bibliografico_.

Practica de laboratorio

‘7. Sugerencias para mejorar los seminarios/taller.
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MULLEN G.R., HAYES M.E. & NUSBAUM K.E.
POTEN.VECTORS OF BTV & EHDV CATLLE&WHTLDEER ALABAM
BLUETONGUE & RELATED ORBIVIRUS BARBER JOCHIM OSBUR
1985 1 201-206

ESTUDIO DE VECTORES POTENCIALES DE L.A. EN ALABANA -

INGLES
A.R. LISS. NEW YORK PROG CLIN RES V.178
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ESTUDIO DE LA" LENGUA AZUL EN AUSTRALIA
INGLES -
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Production of Bluetongue Agar Gel Immunodiffusion (BTID) Antigen

The protocel outlined in this production guide was developed specifically
for the production of bluetongue soluble angigen used in the bluetongue
acar gel immunodiffusion test. These production procedures are also
applicable to the production of epizootic hemorrhagic disease agar gel

immunodiffusion antigen.

A. Reagents and Materials Required
l. Virus :

'Bl‘l !

a. Cell culture adapted kluetongue virus (BTV) strain BTS,

.International type 10.
2. Cell Culture Line
a. African greeﬂ monkey kidney cell line (Vero MARU).
3. fissue Culture Medium* o 4 .
a. Medium 199 with Earle's salts plus 50 mg geptaﬁycin/liter.

b. Basal Medium Eagle (BME) with Earle's salts plus 200 units
penicillin, 200 micrograms streptomycin, 50 micrograms- neomycin

and 2 micrograms fungizone/ml.
4. Filters** |
a. Millipore prefilterAgype AP 25.
b. Millipore filter tvpe SMWP 5.0 um.
c. Millipore filter typé RA 1.2 um, AA 0.8 um, and HAWP 0.45 um.
d. Millipo;e pelicon type cassette, 10,000 NMWL.

e. Amicon ultrafiltration membrane XM 50.

* Gibco Laboratcries, 3175, Staley Road, Grand Island, NY 14077

** Millipore Corporation, Bedford, MA 01730
Amicon Corporation, Lexington, MA 02173
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Filtering Equipment*

a. Millipore filter holder.

b. Pelicon cassette filtering system.

€. Amicon standard ultrafiltration stirred cell.
d. Aiicon stainless steel reservoir.

e. Perestaltic pump.

Centrifuges

a. Standard refrigerated centrifuge.

b. Ultracentrifuge.

Roller Bottles**

. . 2
a. Falcon 3027 tissues culture roller bottle (850 cm ,
disposable).

Roller Apparatus
Serum

a. Virus and mycoplasma screened sterile bovine serum.

Preparing Bluetongue Agar Gel Immunodiffusion Antigen

1.

plastic,

Titer stock virus using the plague assay technigue described by

Jochim et al.(l) : Coe ‘

Seed each roller bottle with approximately S x 10S Vero MARU cells

suspended in 200 ml of medium 199 with Earle's salts and enriched

by the addition of 10% heated (56° € for 30 minutes) bovine serum.

2. Adjust the rate of the roller aparatus so that a bottle makes

one revolution every 3 to 5 -minutes.

of growth ‘of the monolayer.

Millipore Corporation, Bedford, MA 01730
Amiccn Corporation, Lexington, MA 02173

Becton Dickinson Labware,

Fpizootic Hemorrhagic Disease Virus in BHK12 Cells. Am. J.
37:1345-1347 (Nov 1976).
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'b. Incubate roller bottles at 37° C until there is >90% confluency

1950 williams Drive, Oxnard, CA 93030

"Jochim, M.M. & S.C. Jones, Plaque Weutralization of Bluetongue Virus &
Vet. Kes.






3. Pour the growth medium off the roller bottles and inoculate each
bottle with approximately 2 x 10s plague forming units of stock BTV

suspended in 25 ml of BME with Earle's salts.

4. Place roller bottles in roller apparatus and rotate at a rate of one

revolution every 3 to 5 minutes for 30 minutes at 37° C. "

5. ASéd approximately 175 ml of BME with Earle's salts to each roller bottle
and incubate at 37° C in a roller apparatus adjusted to a rate of

approximately 1 revolution every 3'to S minutes.

6. Monitor the monolayer in the roller bottle for evidence of cytopathic

effect (CPE) using an inverted microscope.

7. When CPE is observed in 80% or greater of the monolayer, harvest the

tissue culture fluiq and cells.

a. Shake the roller bottles virgorously to dislodge any cells still
attached to the roller bottle. ’

b. Pool the harvested tissue culture fluid/cell suspension.
!

c. Adjust ihe fluid/cell suspension to a pH of 7.3 by the addition f ’
of bicarbonate, pH 7.5 or 1N HCL as appropriate. -

d. store at 4° C until sufficient antigen containing tissue culture

fluid has been produced to warrant further processing.

Centrifuye the antigen containing tissue culture fluid and cell

suspension 1300Xg for 30 minutes in a refrigerated centrifuge.

a. Decant and pool the supernatant fluid and add sodium azide to 2

final concentration of 0.1 percent.
9. FPlace supernatant fluid in a Amicon stainless steel reservoir.

_10. Using a peristaltic pump, pass the pooled supernatant through a'
Miliipore prefilter and then through a 5.0 um Millipore filter.
\i’_.-}° ’ : . S!Y\“%‘f

' :
f!“;o " =
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. . .

11.

12.

13.

4.

1S.
16.

17.

Using a PelicoQ cassette filtering system, concentrate the supernatant
containing the‘antigen approximately 100 fold by ultrafiltration using
a 10,000 nominal molecular weight limiting (NMWL) membrane.

Using an Amicon standard ultrafiltration stirred cell, concentrate the

antigen another 2 fold by ultrafiltration using a 50,000 NMWL membrane.

Centrifuge the ahtigen at 200,000Xg foar 90 minutes in a refrigerate

ultracentrifuge. Decant and save the supernatant as antigen.

Filter the bluetongue immunodiffusion antigen by passing it through a
prefilter (Millipore type AP), 1.2 um filter, 0.8 um filter, and a
0.45 um filter. : ‘

Add sodium azide to final concentration of 0.1s.

Prepare two fold dilutions of antigen using PBS, pH 7.2, and test against
known positive and negative sera in the bluetongue agar immunodiffusion
test to determine the optiumum dilution factor of the antigen.

a. Dilute the antigen to optimum diltition using PBS, pH 7.2, containing
0.1% sodium azide.

Bottle the anticen and store at 4. y .
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DIAGNQSTICO DE LINGUA AZUL E ORBIVIRUS RELACLONADOS NO LABORA
TOR10 RLGIONAL DE APOIO ANIMAL - CAMPINAS/SAO PAULO, BRAS1L.

BLUETONGUE AND RELATTD ORBIVIRUSES DIAGONOSIS IN LABORATORIO
REGIONAL, DE APOIO ANIMAI, =" CAMI'INAS/SARO PAULO, BRAZTL

Gongala Maria Martinn Arita & Jon¢ Cuedes Deak °
LARA/Campinas/Sao Paulo Cx.Postal 5538 CEP 13.100:

0 LARA/Campinas desde 1983 vem realizando provas dia
gnosticas rotineiras através da tecnica de~Imunodifusio em
Gel de Agar com o objetivo de detectar anticorpos ‘-em resposta

a infecgdo pelo virus da Lingua Azul (L.A.) e Orbivirus Rela-

cionados, utilizando antigeno grupo especifico fornecido pelo

"National Animal Disease Center" (NADC) ou adquirido da "Vete
rinary Diagnostic Technology, Inc.". Foram examinados um total
de 2372 amostras de soro sanguineo. de ruminantes, sendo 1907

de Soviﬁos, 173 de bubalinos, 158 de 6vinos-e 134 de caprinos

- provenientes dos Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Ma-

to Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grandd do
Norte e Ceara. Os resultados demonstraram um percentual de po
sitividade, por espécie animal, da ordem de 37,97% em‘soros '
de bovinos, 17,34% em soros de bubalinos, 13,29% em soros de
ovinos e 2,24% em soros de caprinos. Apesar de ndo se ter-evi
dencias clinicq9'significativas da doenga no campo, os rpsul;
tados sao indicativos de atividgde viral e portanto.altamente
preocupantés - para os diferentes estados da federagao estando'
a requerer dos profissionais em Medicina Veterihéria, dos or~-

gdos financiadores de pesquisas e principalmente das autorida

_des na area uma atengdo maior no sentido de desenvolver. estu-.

dos -epidemiologicos e laboratoriais para o estabelecimento da

situagio real da doenga no pais.
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BOVINOS

@ - cms o voo

s e eamcine . e miewe e

Reoul tado

$ Posi-

ESTADO Anmon Lran

. Examinadas Positivas Negativas ijiyidade
Rio Grande do 26 10 16 38,46
Sdo Paulo 973. 376 597 38,85
Mato Grosso do a7 49 298 14,12

Sul .

Minas Gerais 382 215 .167.. : 56,28
Ceara 179 7Y 105 u'1,3u
Total 1907 .7 24 1183 37,97
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BUBALINOS

ESTADO Amcetras Dopssltade Positi-
' - Examinadas Positivas legutivas vidade
Sao Pqulo _ 111 , jalit 87 . 21.62
Yinas Gerais 43 | 03 45 . 6,25
Rio de Janeiro 14 0% ?.1 21,43
TC':.&L 173 | : >0 143 . 17,34
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OVINOS

Amostras Resultado % Positi

ESTADO : -
STA Examinadas Positivas Negativas - vidade
Rio Grande do . 108 1 107 0,93

Noirte

Ceara 50 20 30 40,00
Total 158 21 137 13,29
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CAPRINOS -
- Amostras Resultado % Positi
ESTADO s — < -
. Examinadas POSltlvas Negatlvas vidade
Rio Grande do 134 3 131 2,24
Norte - ' . ‘
Total 13h 3 131 . 2,24
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ANTIGENS PREPARATION FOR THE DETECTION ‘OF ANTIBODIES AGAINST
BLUE TONGUE VIRUS BY THE GEL IMMUNE DIFFUSION TEST.

PREPARAGAO DE ANTIGENOS PARA A DETECGAO DE ANTICORPOS ANTI O
VIRUS DA LINGUA AZUL PELO TESTE DE IMUNO DIFUSAO EM GEL DE A
GAROSE. ’

1 2

G.M.M.Arita", M.S.V.Gattiz, A.F.P. de Castro” & J.G.Deaklw

lyaborat. Regional de Apoio Animal - LARA/Campinas Cxp.3584
2Dpto'.Microbioloqia e Imunqlogia - IB UNICAMP Cxp.6.109
Campinas/SP - Brasil.

A imunodifusao em gel de agarose (IDGA) vem sendo usada roti
neiramente em todo o mundo para o diagndstico da lingua azul
(LA). Este método & considerado simples, rapido e especifico
para a deteéqio de anticorpos produzidos em resposta a infec

¢3o por este virus. O presente trabalho descreve a prepara -

¢3o de antlgeno soliivel, grupo especifico, para utilizagao '
em testes de IDGA, a partir de fluldo de culturas celulares

em BHK 21, clone 13 e em VERO-Maru, inoculadas com o virus '
da LA-sorotipo 4. As duas preparagdes apresentaram uma nitj -
da linha de precipitagao frente ao soro controle positivo.As
mesmas, sob avaliagao qualitativa e quantitatfva e, comparan
do-se os resultados com aqueles obtidos frente a ‘antigenos
produzidos pelo "National Animal Disease Center"(NADé) e pe-
lo "Veterinary Diagnostic Technology, Inc." (Antligeno Comerci
al), apresentaram identidade total. Uma avaliagao semi-quan-
titativa por imunodifusao radial, mostrou resultados compati
veis com a concentracgao dos antlgenos de referéncia. Na titu
lagao em bloco de cada uma das preparag¢des frente a soro con
trole nositivo, o antigeno produzido em células BHK apresen-

- tou um titulo maior que aquele proveniente de células VEROL"

Quando testado= frente a 24 soros de animais de campo, nos -

sos antigenos apresentaram grau de sensibilidade comparivel'
ao dos antigenos padrao. Consideramos assim nossos antigenos

que sao pela primeira vez preparados no Brasil, como adequa-
dos para o diagndstico sorolbgico da LA por IDGA.

Trabalho sﬁBSidiadd peio LANARA - LARA/Campinas-MA-IICA.
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Fig. 1-ESQUEMA DE PREPARACAO DE ANTTGENOS DO VIRUS
DA LINGUA AZUL EM CELULAS BHK 21 L VERO.

SOROTIPO
BTV 4

BHK . ~ VERY

/

SOBRENADANTE ﬁns
_CULTURAS INFECTADAS

Filtragao Clarificante
AP 25 e SMWP 8 pm

ULTRAFILTRAGAO MEMBR.
PELLICON NMWL 10,000

100x con

BHK ' VERO
DIALISE CON- : "STIRRE CELL'" com
RA PEG 8.000 . "M.PELLICON 25.000 .

\Z.X conc.

Centrifugaiﬁo 112.000vrpm)

ANTIGENOS LA
. para TIGA
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TMUNODIT FUSAQ RADTAL

Avaliagao semi-quantitativa ‘das preparacoes RHK
¢ VERO comparativamente aos Antigenos do NADC e

o Comercial.

* 0 soro controle positivo foi incorporado & a-
oarose de modo a atingir diluicao final de 1/4,
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TITULAGAO EM BLOCO

Antfgenos BHK e VERO (Orificios centrais com di-
luigoes indicadas lateralmente) frente a Soro '
Controle Positivo (}/1 orificio superjor a 1/32,

sentido hordrio).

. BHK g VERO-.
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Qo 80'
0x© 07
go ' go '
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Os procedimentos descritos, desde que apoiados por organismos
oficiais e ou privados, podem ser prontamente adaptados a pre
paragoes em larga escalé, de forma a evitar a nossa dependéen-
cia a antigenos importados para o diagnostico desta doengé;cb

mo vem acontecendo até o momento no pais.
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COMUNICACAO CIENTIFICA

DETECCAO DE ANTICORPOS PARA O VIRUS
DA LINGUA AZUL EM SOROS DE ANTILOPES
IMPORTADOS

J. G. Deak*, Gongala M. Martins Arita**

SUMMARY

Antibodies for bluetongue virus detection in sera of imported antelopes.

In april 1983, antelopes from United States of America weré admitted into quarentine in
Terras Secas Experimental Station, State of Rio Grande do Norte, Brazil. In the test eigth .
animals developed antibodies to bluetongue virus detectable by agar gel immunodiffusion

tost.

KEY-WORDS: Bluetongue; antoiope; antibodies; immunodiffusion.

Em abril de 1983, chegaram ao Brasil
23 antilopes das espécies Orix damma e
Elande taurotragus, provenientes dos
Estados Unidos da América. Os animais
foram mantidos em quarentena na Esta-
¢do Experimental de Terras Secas, no
municipio de Pedro Avelino, Estado do
Rio Grande do Norte..
No Brasil, foi reconhecida pela primei-
~ra vez em 1978 a lingua azul, doenga in-
fecciosa causada por um virus da familia
Reoviridae, género Orbivirus, que atinge
, ovinos, caprinos, bovinos, antilopes e
outros ruminantes, caracterizando-se
principalmente por inflamagio catarral
das mucosas. .

O isolamento do virus da lingua azul
. foi feito pela primeira vez em bovinos
do Brasil, em 1980, por GROOCOCK &
CAMPBELL (2). Este foi realizado no La-
boratério de Plum Island, Estados Uni-
dos, ao serem examinados 60 animais im-
portados do Brasil.

Mais recentemente Moreira verificou a
presenca de anticorpos para o virus da
lingua azul em soros sangiiineos dos esta-
dos do Amazonas, Pard, Minas Gerais e
S3o Paulo e dos territérios de Roraima e

Amap4, conforme citagdo de- CUNHA et .

alii (1). Estes mesmos autores em 1982,
encontraram um percentual de 40,86 de

® Médico-Veterinario, Chefe do LARA/Campinss.

anticorpos precipitantes em soros bovi-
nos de véirios municipios do Estado do
Rio de Janeiro. '

Os antilopes importados foram sangra-
dos 33 dias apés a sua chegada ao Brasil.
A técnica utilizada para a pesquisa de
anticorpos foi a imunodifusio em gel de
dgar descrita por JOCHIM & CHOW (3),
com tampdo barbital e orificios de 6mm
de didmetro, equidistantes 4mm entre si.

O antigeno e o anticorpo padrdo fo-
ram preparados pelo Laboratério Nacio-
nal de Servigos Veterindrios do Ministé-
rio da Agricultura dos Estados Unidos,
em Ames, lowa.

Dos vinte e trés soros de antilopes tes-
tados, independentemente da espécie,
oito apresentaram reagdo positiva para a

- pesquisa de anticorpo para o virus da

lingua azul, representando 34,78%. Dos
quinze soros restantes, dois apresentaram
discreto encurvamento da linha de preci-
pitagdo, sendo portanto considerados
suspeitos e treze resultaram negativos.

AGRADECIMENTOS

-Os autores agradecem A equipe da De-
legacia Federal do Ministério da Agricul-.
tura, estado do Rio Grande do Norte,
responsiavel pela coleta das amostras.

®® Médica-Veterinaria, Responsivel pelo Setor de Controle de Vacinas e Diagndstico do LARA/Campinas. Rodo-
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Incidéncia de anticorpos para o virus da lingua azul em soros
de caprinos e ovinos do estado do Rio de Janeiro

Raymundo G. Cunha. Dilma Moura de Souza®*®, Adenauer Cruz Teixeira***

Resumo

Com o propdsito de conhecer o en-
volvimento de outros ruminantes-na
epizootiologia da Lingua Azul no Esta-
do do Rio de Janeiro, 626 amostras de
soro de caprinos, provenientes de 11
municipios, foram examinadas pela
prova de imunodifusdo em gel frente ao
virus da LA. Duzentos e setenta e seis
soros apresentaram resultado positivo,
ou seja, 44,08% . Dos 66 soros de ovi-
nos examinados, 16 (24,24 %) mostra-
ram reacdo positiva. Estes resultados
indicam que o virus da LA se encontra
disseminado entre caprinos e ovinos
das vdrias regides pesquisadas, ocasio-
nando infecgdes inaparentes, sem si-
nais clinicos, mas com produ¢do de an-
ticorpos. Os dados obtidos sdo compa-
rados com aqueles registrados em ou-
tras regides estrangeiras que apresen-
tam epizootiologia similar e discutidos
os fatores que podem propiciar tais ca-
racterfsticas.

Unitermos: “lingua azul”'; ep120011010g1a, Caprinos,

ovinos

Introduglio

AlLingua Azul(LA) é uma doenga in-
fecciosa dos ruminantes, causada por
um virus pertencente a famillia Reoviri-
dae, género Orbivirus e subgrupo Lin-
gua Azul que agrupa 24 sorotipos dife-
rentes (Matthews'8s, Sellers?',

Campbell2). Descrita inicialmente na*

Africa do Sul sob a designac3o de " Fe-
bre catarral do carneiro”, era conside-
rada como doenga propria e limitada
aos ovinos (Henning'?, Bekker et al. ).
Entretanto, diversas publicagdes poste-
riores registram o aparecimento da LA,
em outros ruminantes, sob condigées
naturais. Bekker et al.' descrevem um
surto desta enfermidade em bovinos
de diferentes ragas, abrangendo exten-
sa area da Africa do Sul. Os sinais cli-
nicos observados permitiam confusdo
com Febre Aftosa, que grassara nos
anos anteriores. A transmissao experi-
mental de material infeccioso a ovinos,
em numero de doze, as experiéncias de
imunidade cruzada e o estudo histopa-
toldgico das lesGes fundamentaram o
diagndstico final de LA.

Spreul, citado em Bekker et al. !, re-
gistrou, em 19C5, que caprinos ndo ad-
quirem LA, em condicdes naturais.
Contudo, verificou que caprinos Ango-
ra, inoculados com material infeccioso
de ovino, mesmo sem mostrar sinais cli-
nicos da doenga, conservavam o virus
por certo perfodo de tempo, sangue ob-
tido no 52 ou 20° dia p6s-inoculagdo,
quando injetado em ovinos, reproduziu

a LA. Em lIsrael, Komarov &
Goldsmit's, descrevendo um surto de
LA em bovinos, observaram em capri-
nos’Saanen sinais clinicos sugestivos
de LA. Lopez & Botija'6, ao descreve-
rem a epizootia de febre catarral ovina
na Espanha, assinalam o aparecimen-
to da doenga entre caprinos, caracteri-
zada por sinais clinicos benignos, sem.
mortalidade. Na India, Sapre20 relatou
um surto de LA em ovinos, atingindo
algups caprinos. De outro lado a baixa
susceptibilidade de caprinos ao virus
da LA tem sido inferida pela auséncia
de doenga em caprinos em convivén-
cia com ovinos doentes (Gambles?,
Hardy & Price%, Hourrigan - &
Klingsporn12).

O virus de LA mostra uma patoge-
nicidade variavel para diferentes rumi-
nantes silvestres, desde formas subcll-
nicas, inaparentes, até a constatagdo de
sinais clinicos graves, com mortalidade
(Hoff & Trainer").

No presente trabalho, apresentamos
os resultados dos exames de soros de
€aprinos e ovinos, coletados em varios
municipios do estado do Rio de Janei-
ro, objetivando verificar a presenga de
anticorpos precipitantes para o virus de
LA nessas espécies animais e seu cor-
respondente envolvimento na epizoo-
tiologia da doenca.

Material e métodos
Soros
Foram examinados 626 soros san-
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gafneos de caprinos e 66 de ovinos,
provenientes de 11 municipios do Esta-
do do Rio de Janeiro. Os animais eram
sangrados da jugular e 0 sangue trans-
portado ao laboratério em condicdes
de refrigeragao, apds coagulagdo e des-
soramento. No laboratério cada soro
era clarificado por centrifugacio e 0 so-
brenadante retirado para outro vidro e
conservadoa ~ 20°C até ahora de ser

quatro a seis meses. Os soros de ovi-
nos, obtidos em condiges semelhan-
tes, provinham de cinco propriedades,
localizadas em quatro municipios dife-
rentes (Tabela 2).

Todos os soros foram examinados,
sem inativacdo e sem diluic3o, pela pro-
va de imunodifus3o dupla em agarose,
visando constatar a presenga de anti-
corpbs precipitantes para o virusda LA.

de Servigos Veterinarios do Ministério
da Agricultura dos Estados Unidos da
América, em Ames. Este antigeno, pre-
parado a partir do crescimento virico
em cultivo celular, reage com os dife-
rentes sorotipos do virus da LA (Jo- *
chim & Chow"). -

Prova de imunodifuséo em gel
.A prova de imunodifus3o dupla em
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azida sédica a 1:1.000, era preparada e
guardada em geladeira, depois de de-
vidamente esterilizada. No dia da pro-
va, a agarose era aquecida e transferi-

_da para placas de Petri na proporgdo de

17mi para uma placa de 9cm de didme-
tro. Conforme o nimero de soros a par-
ticipar do teste, empregou-se placas
menores, de 6 ou 4cm de didmetro, que
recebiam agarose em menor quantida-
de, mantida a proporco referida. Dis-
tribuida a agarose, as placas eram dei-
xadas a temperatura ambiente para res-
frnamento e solidificag8o do gel. Usan-
do-se um cortador apropriado,
estabelecia-se em cada placa um nu-
mero desejavel de moldes de sete fu-
ros cada, sendo um furo central e seis
em volta, equidistantes.-Cada molde
possuia um didmetro de 15mm. Com
auxflio de uma pipeta Pasteur ligada a
um vacuo, retirava-se a agarose de ca-

. da perfuracao, ficando um pequeno ori-

ficio. Em cada molde, o orificio central
recebia o antigeno e trés orificios cir-
cundantes, alternadamente, eram ocu-
pados por soro em exame, um em ca-
da orificio. Nos trés orificios restantes

" depositava-se soro positivo padrao, co-

mo controle e para facilitar a leitura do

teste. As placas eram incubadas em c&-

mara Umida 3 temperatura ambiente e

a leitura final feita 72 horas apés a dis-

tribuigdo dos reagentes. Os soros em

exame eram julgados:

a) negativo — nenhuma linha de pre-
cipita¢do entre o antigeno e 0 soro
desconhecido em exame;

b) fracamente positivo — as linhas de
precipitacdo do soro padrdo mos-
tram curvatura ao se aproximarem
do orificio com soro caprino ou ovi-
no em avaliacao;

" ¢) positivo — linha de precipitacdoen- -

tre o orificic do soro desconhecido,

em exame, ¢ o orificio do antigeno. -

Os resultados fracamente positivos
foram considerados como positivos.
Maiores detalhes constam de publica-
¢Oes anteriores (Cunha et al.34).

Resultados

Seiscentos e vinte e seis soros de ca-
prinos e 66 de ovinos foram examina-
dos pela prova de imunodifus3o em gél
e os resultados obtidos figuram nas Ta-
belas 1e 2. :

Para caprinos foram encontrados
276 soros positivos, com anticorpos
precipitantes para o virus da LA, ou seja,
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44,08% . A variagso entre os diferentes
municipios foi de 0 a 85%, mas se fo-
calizarmos apenas 0s quatro municl-
pios que se representaram por mais de
100 amostras de soro, Itagual, Campo
Grande, Marica e Saquarema, teremos
552 soros dos quais 235 positivos, equi-
valente a 42,57 %, muito préxima da
percentagem total. Para ovinos, conse-
guimos examinar apenas 66 soros, com
16 resuitados positivos, i.e., 24,24%.

Discussfio

A susceptibilidade de caprinos ao vi-

rus de LA foi reconhecida por Spreul
em 1905 (citado em Bekker et al.!)

- com registro de viremia, mas sem pro-

dug3o de sinais clinicos. Em condicles
naturais, a descri¢do de sintomas carac-
terfsticos é rara (Komarov. &
Goldsmit's,” Lopez & Botija's,
Sapre20). Em condigbes experimen-
tais, os relatos de diversos autores per-
mitem afirmar que caprinos sdo sus-
ceptiveis ao virus da LA e desenvolvem
uma viremia em alta concentrac3o, por
periodo mais longo do que carneiro
(Luedke & Anakwenze'?, Erasmus5),
conferindo aos primeiros uma maior
importancia epizootioldgica.

Com o advento de técnicas de diag-
néstico mais simples, inquéritos soro-
légicos mostraram a presencga e difu-
s30 do virus em regides sem registro da
doenca (Metcalf et al. 19). Investigando
adistribuic3o do virus na regido do Ca-
ribe e Guyana, Gibbs et al.8, pelo exa-
me de 6.250 soros, encontraram a per-
centagem média de positivos de 70%
para bovinos, 67% para carneiros e
76% para caprinos, na auséncia de ca-
sos clinicos. '

O primeiro registro da LA no Brasil,
em 1978, refere-se & comprovacgdo de

. anticorpos em cinco soros de ovinos e

11 'de bovinos (Cunha e al.3). Exami-
nando 553 soros de bovinos do Estado
do Rio de Janetro, Cunha et al.3 en-
contraram 226 (40,86 %) com anticor-
pos para LA. Os resultados do presen-
te trabalho evidenciam uma percenta-
gem positiva de 44,08 % para caprinos
e 24,24% para ovinos. Esta menor per-
centagem poderia decorrer do peque-
no nimero de soros examinados ou
também da preferéncia alimentar do

transmissor, diptero Culicoides

(Erasmuss). )
Ficou esclarecido que, em diferentes
4reas da terra, o virus de LA causa, prin-
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cipalmente, infeccBes inaparentes (St.
George et al.22, Tamayo et al.23). Esta
parece ser, também, a situa¢do do Bra-
sil: alta disseminagdo do virus, infecgdo
inaparente em caprinos, ovinos e bovi-
nos e nenhum registro da doenga, com
sintomas claros, evidentes, até a pre-
sente data. A maior resisténcia dos ani-
mais locais e ou a presen¢a de amos-
tras de virus de baixa viruléncia pode-
riam explicar essa conjectura
(Howell"3), Existindo, porém, o virus,
subsiste 0 perigo potencial de uma al-
teragdo em sua patogenicidade, pas-
sando a causar mortalidade nas espé-
cies animais em pauta. Registre-se,
também, que a comprovagao do virus
da LA no Brasil adverte para a necessi-
dade de esclarecer diagndsticos pre-
suntivos de doengas similares como fe-
bre aftosa benigna e ectimd contagio-
S0 entre capnnos. Para bovinos, LA po-
deria ser confundida com febre aftosa,
peste bovina, doenga das mucosas, es-
tomatite vesicular, rinotraqueite infec-
ciosa, febre catatral maligna, estoma-
tite micotica e fotossensibilizagdo
(Hourrigan & Klingsporn'2). |

Summary
Antibody prevalence for bluetongue.
virus in goats and sheep sera from
Rio de Janeiro State h

A serological survey for bluetongue
antibody in blood sera from goats and
sheep collected in Rio de Janeiro State
is reported. Six hundred and twenty-six
goat serum samples, collected in 11

- counties, were examined by agar gel

immunodiffusion test (AGID) and 276
showed positive reaction (44.08%).
Only 66 sheep sera, coliected in 4 coun-
ties, were checked by the same testand
16 (24.24 %) showed positive reaction.
These results suggest that BT virusis
present and well disseminated among
goats and sheep in Rio d& Janeiro
State. No clinical disease indicative of
BT has been reported in the surveyed
counties.

These results are compared with
similar ones observed in foreign regions
and possible causes for their peculian-
ties are indicated.

Uniterms: “blue tongue”. epizootoiogy. goats;
sheep
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I‘ ' Anticorpos para o virus da Lingua Azul

em soros de bovinos dos Estados de Sao Pauloe

Antibodies to Bluetongue Virus in sera from cattle
of Sao Paulo’s state and Brazil's South Region

Raymundo G. Cunha
Dilma M. de Souza®
Waldemar da Silva Passos’®

RESUMO — Um inquérito sorolégico para o virus
da Lingua Azul nos Estados de Sao Paulo e da Re-
giao Sul do Brasil é descrita no presente trabalho.
Novecentas e trés (903) amostras de soro sanguineo
de bovinos foram examinadas pela prova da imuno-
difusao em gel de agarose; 214 soros eram provenien-
_tes de Sao Paulo, 106 do Parana, 174 de Santa Cata-
rina e 409 do Rio Grande do Sul.

Namesma ordem de procedéncia. demonstraram re-
sultados positivos 115 soros (53,73%), 21 (19,81%),
65 (37,35%) e 5 (1.22%).

A localidade de maior latitude sul que forneceu soro
positivo foi Sao Gabriel, com posigao geografica de
30°20°11"'S e 54°19'12" WG.

A presenga do virus da LA no R.G. do Sul, ‘embora
com baixa prevaléncia, justifica a recomendagao de
um estudo mais detalhado da epizootiologia da do-
enga nesse Estado.

Unitermos — Lingua Azul, bovino, imunodifusao

e da Regiao Sul do Brasil *

SUMMARY — A serological survey for Bluetongue
antibody in bovine blood serum collected in Sao
Paulo and South Region States is reported.

A rotal of 903 serum samples were examined by -
agar-gel immuno diffusion (AGID) test; 214 sera ori- '
ginated from Sao Paulo, 106 from Parand, 174 from
Sta Cararina and 409 from R. G. do Sul. !

In the same order of origin, positive results number
115 (53.73%), 21 (19,81%), 65 (37,35%) and 05
(1.22%).

The southest municipality rhat supplied positive se-
rum sample (Sao Gabriel), has geographical posi-
tion of 30.° 20’ 11" § and 54.° 19’ 12’ WG.

The lower prevalence registered in R.G. do Sul,
where sheep breeding is economically important,
points to the recommendation of larger investigation
on BT epizootiology in this state.

_ Uniterms — Bluetongue, cattle, AGID test

INTRODUGAO

A Lingua Azul (LA) é uma
doenga infecciosa dos ruminan-
‘tes, causada por virus da familia
Reoviridae, genero Orbivi-
rus, formando um subgrupo de
24 soro-tipos diferentes (SEL-
LERS, 1981; CAMPBELL, .
1985). De distribuicao geogra- .

“ fica cosmopolita, foi incluida
pelo Office International des
o - ___Epizooties na lista **A’.de do-— -
encas infecciosas - que _relne
aquelas cujas consequéncias
sOcio-econdOmicas podem ser
graves e de importancia sobre o
comércio internacional de ani-
mais e seus produtos. (O.L.E.,

1984). No Brasil, , inicialmente
reconhecida nos Estados de Sao
Paulo e Rio de Janeiro, em
1978, a LA foi posteriormente
registrada em varias outras uni-
dades do pais, através da consta-
tagao de anticorpos pela prova
de soroprecipitagao em meio ge-
lificado (CUNHA et alii, 1982).

No presente trabalho, apre-
sentamos os resultados dos
exames levados a efeito em so- —-
ros sanguineos de bovinos, cole-
tados nos Estados de Sao Paulo,
Parani, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, com o propésito
de verificar a presenga de anti-
corpos para o virus da LA.

l : * Trabalho realizado no Laboratdrio da Disciplina Doengas Infecciosas do Depto. de Patologia

¢ Clinica Veterinéria, Faculdade de Veterniniria-UFF - Rua Vital Brazil Fllho.
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MATERIAL E METODOS.
Soros

Foram examinados 903 soros
sanguincos de bovinos prove-
nientes dos Estados de Sao
Paulo (214), Parana (106), Santa
Catarina (174) e Rio Grande do
Sul (409).

Os soros ‘eram obtidos -por
sangria da jugular e apés coagu-

-lagio e dessoramento conserva-——

dos em refrigeragdo ou congela-
¢ao.

Ap0s o recebimento em nosso
laboratério at¢ a hora da prova,
0s soros cram mantidos em con- -
gelagao a — 20°C.

Os soros de Sao Paulo, Pa-
rana e Santa Catarina prov:-
nham de fémeas, a grande maio-
ria com mais de 3 anos de idade e
destinavam-se, pno?ﬁanameh-



te, ao reconhecimento de anti-
corpos para Brucelose ou Febre
Aflosa.

Os soros do Rio Grande do
Sul eram obtidos de machos,
comcercade 12mesesdeidadee
que participavam da prova de se-
legao para controle de vacina an-
tiaftosa. Apenas 14 soros prove-
nientes de Sao Francisco de
Paula.e os 62 de Santa Maria,
Itaqui, Sao Gabriel, Jilio de
Castilhos, Cacequi e¢ Quarai
eram oriundos de animais adul-
tos, a maioria vacas leiteiras.

Os soros de Sao Paulo foram
coletados em maio de 1986 ¢
abril de 1987; os do Parana em
agosto de 1982; os de Santa Ca-
tarina em dezembro de 1985 e

. junho de 1986. Datam de agosto

e outubro de 1985 os proceden-
tes do R.G. do Sul. Os soros
eram examinados sem inativa-
¢ao e sem diluigao. Além dos so-
ros referidos empregou-se um
soro positivo, padrao.

Antigeno

Um antigeno especiaimente
preparado para a prova de
imunodifusao em gel foi utili-
zado no presente trabalho. Anti-
geno e soro padrao foram obti-
dos do Laboratorio Nacional de
Servicos Veterinarios do Minis-
tério da Agricultura dos Estados
Unidos da América, em Ames,
lowa.

Prova de imunodifusao em gel
A fim de c_ompro'var a pre-

senca de anticorpos para o virus
da'L A nos soros de bovinos em

. exame. empregou-se-a prova de _

ymunodifusao em gel (1DG) ou
soro-precipitacao em meio geli-
ficado. reveladora de anticorpos
precipitantes.

De uma maneira geral, as ins-
trugoes contidas no Protocolo
A2 do Centro de Doengas Ani-
mais de Plum Island foram ado-
tadas. .

Preparava-se agarose (sigma

1) em 4gua fisiolégica.” con-
tendo azida sédica, a 1:1000. A

mistura era aquecida até com-
pleta diluigao. autoclavada por
15 minutos a 15 libras de pressao
e. ainda quente. distribuida em
frascos estéreis, no volume de
100 ml. deixando-os a tempera-
tura ambiente.

Depois de esfriada os frascos
eram guardados na geladeira até
serem usadas. No dia da realiza-
¢ao da prova, a agarose era
aquecida em banho-maria até
completa transparéncia. Vol-
tando a 50-56°C, era pipetada
para placas de Petri, na propor-
¢aode 17 ml para placasde 09cm
de diametro. As placas eram
deixadas a temperatura am-
biente para resfriamento. com a

- tampa superior ligeiramente le-

vantada. Usando-se um corta-

- dor apropriado, estabelecia-se, .

em cada placa, sete moldes de
sete furos cada, sendo um furo
central e seis em volta, equidis-
tantes. Cada molde possuia um

diametro de 15 milimetros. Com’

pipeta Pasteur ligada a vacuo.
retirava-se a agarose de cada
perfuragao, ficando um pequeno
orificio. Cada orificio tinha trés
milimetros de didmetro e dista-
va, também, 03 mm, um do ou-
tro. Em cada molde, o orificio
central recebia o antigeno e 03
orificios circundantes, alterna-

damente, eram ocupados por so-
ros em exame. um em cada orifi-
.cio. Nos' 03 orificios restantes,
colocava-se soro positivo, pa-
drao, como controle e para faci-
litar a leitura do teste (Fig. 01).

As placas eram incubadas em
camara Gmida. a temperatura
ambiente e a leitura final feita 72
horas apés a distribuicao.

Os soros em exames eram
-considerados:

a) negativo: nenhuma linha de
precipitagao entre 0 soro e o an-
tigeno. As linhas de precipitagao
do soro positivo. padrao., em
forma retilinea. aproximam-se
ou chegam ao orificio do soro
negativo;

b) fracamente positivo: as li-
nhas de precipitagao do soro pa-

drao mostram curvatura ao se -

aproximarem do orificio com
soro bovino em avaliagao; ~

c) positivo: linha de precipita-
¢do entre o orificio do soro em
exame e 0 do antigeno. Os resul-
tados fracamente positivos ‘fo-
ram considerados como positi-
vos. .

‘RESULTADOS

Os resultados do exame dos
903 soros referidos pela prova de
imunodifusao em gel para o virus

TABELA 1

Resultados das provas de imunodifusao em gel para o virus =

da Lingua Azul com soros de bovinos provenientes
dos Estados de Sao Paulo e da Regiao Sul

n.®desoros n.° de soros % de positives

UF Municiplo examinados positives no municiplo
SpP S30 Carlos 141 n §3.19

Bebedouro k] . 18 46,15

Pirangi U 2 64,70
PR —--—Castro =06 e e —198t-- —-
SC Massarandubs .1 23 3835

Joagabe 93 - ki 278

Cnaz Alta 60 01 1,66

S. Francisco de Paula m - 0 Ll

Soledade » 0 -

Cachoeira do Sul 60 0 -

Encruzilhada do Sul & 0 -

Paimares do Sul 20 0 -

Espumoso 2 0 -

Santa Maria 2 0 -

haqui 06 0 -

S30 Gabriel [ 04 57,14

Julio de Castilhos 10 0 -

‘Cacequi  * 10 -0 -

Quarai 10 0 -,
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Figura 1

1 — 3 — §: Soro positivo conhecido
2 — 4 — 6: Soro em exame .
7: Antigeno

da LA estio registrados na Ta-
bela I, de acordo com a sua pro-
cedéncia. .

Dos 214 soros coletados em

Sao Paulo, 115 foram encontra-

dos positivos ou seja 53.73%.
Dos 106 soros oriundos do Pa-
rand, 2] mostraram reagao posi-
tiva, que corresponde a 19,81%.
O exame dos 174 soros prove-
nientes de Santa Catarina reve-
lou 65. positivos ou 37,35%. Do
Rio Grande do Sul, foram exa-
minados 409 soros e apenas 05
apresentaram resultado positivo
ou seja 1,22%.

A tabela 11 especifica as coor-
denadas geogrificas ¢ a altitude
das cidades onde foram coleta-
dos soros positivos, também re-
gnstradas na fig. 2.

DlscussAo )

) Os exames Iaboratonans para ,
" o primeiro diagnéstico de LA no
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 Figura 2 -

Posicho geogriﬁu das cidades que forneceram soros positivos para Ungul Aml. A indica-
¢ho das caphah serve apenas para facilitar aquela localizagho.

Brasil, foram realizados na

. Afnca do Sul, mediante o teste

. de soroneutralizagao.

A introdugao da prova de
soro-precipitacao em gel (JO-
CHIM & CHOW, 1969) possibi-

s

litou o exame de maior nimero . -

de soros e varios inquéritos soro-
l6gicos foram realizados. Esta
prova é considerada como espe-
cifica de grupo, isto é, o anti-
geno preparado com um dos.24
sorotipos do subgrupo da LA dé
precipitagio com anticorpos
provocados pelos outros seroti-

pos do mesmo subgrupo (HO-’

- WELL & VERWOERD, 1971;

ANDREWS et . alii, 1978). E - -

pois, vantajosa e apropnada
para . inquéritos sorolégicos
(METCALF et alii, 1981
HAYNES et alii, 1982). Nao

‘temos conhecnmcnto de isola-
mento de virus da L A no Brasil.
Entretanto, um virus do sub-

grupo (sorotipo 04) foi isolado
nos Estados Unidos da América -
de um bovino que fazia parte de

- um grupo de 60 zebis, importa-
dos do Brasil, quarentenados na
Flérida, em 1980. Do mesmo
lote de animais, o exame sorol6-
gico evidenciou anticorpos para
os sorotipos 04 e 20, exéticos
para esse pafs. (GROOCOCK
& CAMPBELL, 1982; HOUSE
et alii, 1983; CALLIS 1985).

SELLERS, (1981), descre-
vendo a distribuigao geografica
do virus da LA, indica que o li-
mite da latitude svl de sua pre-
"senca é incerto para ocontinente -
americano, dai o interesse em
examinar soros do sul do Brasil,

TABELA 11
Altmde e posi¢do geogréfica das cidades que fomeccram soro bovuw co
anticorpos para Lingua Azud ~---- - - ~— - -
o Altitude Latitude Longitude -~
Estado Cidade (m) : 8 WG
Sio Paulo Bebedouro 513 20°56'58" 48°2825"
Pirangi 538 21°05'29" 48°3528"
’ Sao Carlos 854 22°0103" 47°53 27
| Parand Castro . 999 Y T o 50°00'43"
Santa Catarina Massarandube B 26°35°38" 49°00'30”
e Joagabs 52 C e 19301 7"
R. 6. do Sul Cna Alta 452 28*3819” - 53°36'23
: S30 Gebriel M - C 20N ST
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ter sido o primeiro foco conhe-
cido da doenga no Brasil, pare-
ce-nos adequado incluf-lo no
presente mquerito para _reafir-
maf sua snua;ao.
anteros Ccratopogomdcos
do género Cuhcoldc's si0 consi-
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(SELLERS, 1981). Nos Estados
Unidos da América figuram
como principais transmissores 0
C. variipennis ¢ C. insignis
(CALLIS, 1985).

“Para FORATTINI (1957) C.
variipennis é sinébnimo de C.
arubae que ja foi registrado nos

-EE.UU., México, Panamd, An-

tilhas ¢ Venezuela, mas nao no
Brasil.- .
“Entretanto, outras espécies,
como C. insignis, C. paraensis ¢
C. furens, tem uma distribuigéo
que se alarga do'leste dos
EE.UU. ao sul do Brasil ¢ Ar-
gentma Por exemp]o, C. insig-
nis foi localizado em Jacksonvil-
le, Flérida, bem como em Pe-
lotas R.G. do .Sul (FORAT-
TINI, 1957 WIRTH 1974).
Sendo assim, encontram-se na

regiao estudada os clementos

essenciais para ocorréncia, dis-
semma;ao ¢ manutengao da do-

em;a, o virus, o ;ransmlssor [ )

animais sensiveis.

No Estado do Rio de Janeiro,
CUNHA et alii (1982) encontra-
ram 40,86% de saros com anti-
corpos para LA, Os valores
apresentados neste trabalho
para Sio Paulo (53,19%) Parand

(19,81%) e Santa Catarina

(37,35%) nao devem ser julga-

"dos como de diferenca significa-

tiva, tendo em vista o nimero de
SOros exammados ¢ a limitagao

| Agmdeamems

geogrifica de sua coleta.

Mas, todas evidenciam a pre-
senga do virus e sua frequente
distribuicao entre os rebanhos
bovinos desses Estados.

No R. G. do Sul, entretanto, o
numero de soros positivos foi
muito reduzido: 05 soros positi-
vos entre 409 examinados ou
seja 1,22%. Mesmo, conside-
rando apenas animais adultos,
como nos outros ¥stados, te-
riamos 04 positivos de 76 exami-
nadosou 5,26%. Esta baixa posi-
tividade parece indicar que as
condigoes epidemiolégicas da
LA no R.G. do Sul diferem das
que ocorrem nos outros Estados
da mesma regiao. Um estudo
mais detalhado e vultoso das ca-
racteristicas
regionais seria recomendado,
sobretudo tendo em vista a im-
portancia econdmica da ovino-

cultura no Estado do R.G. do _

Sul.
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