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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a
potencialidade da moédsca do estabulo, Stomoxys calcitrans como
portadora e veiculadora do virus da leucemia bovina (VLB). No
primeiro experimento, ovinos inoculados pela via sub-cutanea
com 5,6 x 105 a 2,1 x 106 leucdcitos viaveis recuperados do in-
testino médio de S. calcitrans apresentaram anticorpos para a
glicoproteina maior Gp51 do VLB, no maximo trés meses de expe-
rimentagcdo. Apenas um ovino infectado desenvolveu anticorpos par
o polipeptideo interno p25, ao 18° més de experimentacdo. Os
dois ovinos utilizados como testemunhas, nao inoculados, e man-
tidos em contato com os ovinos infectados, ndo desenvolveram an-
ticorpos durante o periodo experimental de 36 meses indicando
a auséncia de transmissao horizontal do VLB entre os ovinos. N&o
foi observado o desenvolvimento de Ilinfocitose persistente du-
rante o periodo de observacdo de 20 meses. Poucas particulas
virais do tipo C forma observadas em culturas de leucodcitos de
um ovino infectado quando observadas pela microscopia eletroni-
ca. No segundo experimento, trés dos cinco ovinos inoculados

4

com 2,3 x 10" a 8,8 x 10° leucdcitos viaveis recuperados do
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aparelho bucal de S. calcitrans se infectaram com o VLB em um
maximo de quatro meses apdés a inoculacao e desenvolverem anti-
corpos para GP51 que persistiu durante o periodo experimental
de 24 meses. Os dois ovinos nao inoculados e mantidos em con-
tato com os ovinos infectados, ndo desenvolveram anticorpos pa-
ra o VLB. Linfocitose persistente nao foi observada em nenhum
dos ovinos infectados desse experimento, nem foram observadas
particulas virais do tipo C nas culturas de leucécitos dos mes-
mos ovinos. No terceiro experimento, entre 90 a 174 mdscas
criadas em laboratério foram utilizadas para tentar veicular me-
canicamente o VLB de um bovino positivo para cinco ovinos soro-
logicamente negativos. Em periodos de trés a dez meses, 0s ovi-
nos foram expostos a picadas de S. calcitrans em um minimo de
135 a um maximo de 555 vezes. Entretanto, nenhum dos ovinos de-
senvolveu anticorpos para antigenos do VLB durante o periodo
de observacdao de 30 meses (3 ovinos) e 36 meses (2 ovinos).
Concluiu-se que S. calcitrans é um portador da infec-
tividade do VLB nos leucdécitos contidos no intestino médio e
no aparelho bucal por periodos de tempo nao determinados. Porém
o seu papel como veiculador mecanico do VLB, ainda nao foi elu-

cidado.



SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate the
potencial of stable fly, Stomoxys calcitrans, as carrier and
mechanical vector of bovine leukemia virus (BLV). In the first
experiment, sheep inoculated subcutaneously with 5,6 x 10° to
2,1 x 106 viable leukocytes recovered from the midgut of S.
calcitrans, developed antibody to the major glycoprotein gp51 of
VLB within three months. Only one of sheep that became infected
also developed antibody to the structural polypeptide p25, first
detected 18 months after experimental inoculation. Two uninoculated
sheep that were maintained in close contact with the infected
sheep did not develop antibody to either of the VLB antigens,
during the experimental period of 36 months, indicating a lack
of horizontal transmission of BLV among the sheep. Persistent
lymphocytosis was not observed in any of sheep during 20 month
observation period. Only a few type-C viral particles were observed
in the leukocyte culture from the peripheral blood of one infected
sheep as evaluated by eletron microscopy. In a second experiment,
4 to 8,8 x 105

three of the five sheep inoculated with 2,3 x 10

viable leukocytes recovered from the mouthparts of S. calcitrans,
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became infected with BLV within four months. After experimental
inoculation and developed antibody to gp51 that persisted for
the 24 months duration of the experiment. Two uninoculated sheep
reared together with the infected sheep did not develop antibody
to BLV antigens. Persistante lymphocutosis was not observed
in any of the infected sheep nor were type-C viral particles
observed in leukocyte culture from the same sheep. In a third
experiment, from 90 to 174 stable flies from a colony reared in
laboratory were used in an attempt to demonstrate mechanical
transmission of BLV from an antibody-positive cow to five BLV-
serologically-negative sheep. During challenging periods varying
three to ten months, the sheep were bitten a minimun of 135 and
a maximum of 155 times. None of the sheep developed antibody to
BLV antigens during BLV periods of 30 months (3 sheep) and 36
months (3 sheep).

Its conclued that S. calcitrans carries BLV infectivity
in leukocytes contained in the midgut and mouthparts for
indetermined period of time, however, its role as a mechanical

vector of BLV has not yet been elucidated.



INTRODUCAO

Stomoxys calcitrans (Linnaeus) tem sido responsabili-
zada pela disseminagcdo de agentes patogénicos do homem e dos
animais domeésticos, tanto como hospedeiro intermediario ou
transmissor mecanico ou biologico, devido a seus habitos ali-
mentares e sua ampla distribuicdo georgrafica (BRUES 1913). De
acordo com o tipo de parasitismo desenvolvido pelo agente pato-
génico, esse mecanismo de disseminagdo pode tornar-se dificil
de ser demonstrado experimentalmente (BUTTLER ET AL.1977), mes-
mo assim, S. calcitrans é citada como veiculadora de protozoa-
rios, fungos, bactérias riquetsias e  virus (BERBERIAN 1938;
HAWKINS ET AL. 1973; PHILPOOT & EZEH 1978; FOIL ET AL. 1983).

O agente causal da leucose bovina, o virus da leucose
bovina, é um retrovirus do tipo C que tem como células alvo os
linfécitos (MUSCOPLAT ET AL. 1974; FERRER 1980). O hospedeiro
natural do VLB ¢é o bovino porém os caprinos, suinos e ovinos
podem ser infectados experimentalmente, sendo que, nos ovinos
pode haver desenvolvimento tumoral (OLSON ET AL. 1972; FERRER
1980).



O VLB pode dar origem a uma neplasia do tecido lin-
féoide, o linfossarcoma bovino, e sua presenca pode ser eviden-
ciada a partir do cultivo de Ilinfécitos do sangue periférico
apos estimulo com substancias mitogénicas (MILLER ET AL.1969).
E sabido no entanto que o VLB se encontra nas células alvo na
forma nao infecciosa de DNA pro-viral integrado ao genoma celu-
lar e que nao existe viremia verdadeira (FERRER 1979; ROMERO &
ROWE, 1982). Devido a esse fato, a transmissao do VLB deve ocor-
rer através da contaminacdo com células infectadas.

A transmissdo vertical ou intrauterina do VLB ocorre
entre 10 a 20% (PIPER ET AL. 1979) sendo portanto, a transmissao
horizontal, a de maior importancia entre bovinos adultos, res-
ponsaveis por taxas de até 90%. Pesquisas dirigidas a avaliar
as vias de excrecao e mecanismos de transmissao horizontal nao
demonstraram, ainda, o poder infeccioso da urina, secregdes na-
sais e sémen (MILLER & VAN DER MAATEN 1979; RESSANG ET AL.1982;
KAJA & OLSON 1982).

Insetos hematdéfagos sao suspeitos veiculadores do VLB,
havendo-se demonstrado que a infeccdo com o VLB aumenta consi-
deravelmente nas épocas de verao, época em que a ocorréncia de
insetos também esta aumentada (BECK-NIELSEN ET AL. 1978).

No Brasil a leucose esta bastante disseminada en-
tre rebanhos bovinos (RANGEL & MACHADO 1943); SANTOS ET
AL. 1959; MERKT ET AL. 1959; FREIRE & FREITAS 1966; CAVALCANTI

ET AL. 1969; ALENCAR FILHO ET AL. 1979; ROMERO ET AL. 1981; KAN-
TEK-NAVARRO ET AL. 1982, KANTEK ET AL. 1983) e S. calcitrans,

um inseto de distribuicdo cosmopolita (BRUES ET AL. 1913; RAS-



MUSSEN & CAMPBEL 1979) pode encontrar no pais condi¢des ideais
para o seu desenvolvimento (BRUES, 1913; CHARWOOD & LOPES 1980).
O objetivo da presente pesquisa foi de avaliar o po-

tencial de S. calcitrans como portador e veiculador do VLB.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Stomoxys calcitrans como veiculador de microorganismos

BOUCHE (1834) foi o primeiro pesquisador a avaliar a
importancia de S. calcifrans na epidemiologia de agentes pato-
génicos para o homem e os animais domésticos. Contudo, o meca-
nismo de transmissdo de diferentes microorganismos continuava
uma incognita e a medida que ocorria uma epidemia na qual o pro-
cesso de transmissdo permanecesse velado, sempre pairava a sus-
peita de ser transmitido por um inseto e em especial por S.
calcitrans, por ser este, um inseto hematéfago que se alimenta
viciosamente em diferentes espécies de animais (GRAZELLA & PI-
CKENS 1979).

Os habitos e o habitat de S. -calcitrans contribuiram
para que se suspeitasse de sua atuagdo como agente transmissor
do virus da Poliomielite (BRUES 1913; SAWYER & HERMS 1913;CAMP-
BEL ET AL. 1918) que mais tarde, segundo DICK (1925) apds revi-
sdo dos trabalhos até entdo publicados, concluiu que faltavam
evidéncias mais concretas para afirmar essa transmissdo. Por ou-
tro lado, SCOTT (1915) demonstra o potencial de S. calcitrans
como veiculador do virus da anemia infecciosa equina. Em 1917,

HOWARD relacionando a ocorréncia seazonal de S. calcitrans



conclui que realmente essa moésca poderia ser um vetor do virus
da anemia infecciosa equina.

Apdbs varias décadas, HAWKINS ET AL. (1973) e KEMEM
ET AL. (1978) nao confirmaram esses resultados utilizando po-
nies com a doenca crbnica como doadores do virus. Posterior-
mente, FOIL ET AL.(1983), utilizando equinos no estado agudo
da doenca, demonstraram definitivamente a transmissao mecanica
desse virus por S. calcitrans.

COPLAND (1974) considerou a possibilidade de S. Calci-
lrans ser veiculador dos virus causadores da variola entre sui-
nos na Nova Guiné, apds estudar um surto causado por virus Pox
e Vaccinia. Suspeita-se que S. calcitrans possa também ser vei-
culador de outros virus com mecanismos de transmissdo desconhe-
cidos, como o virus da estomatite vesicular dos bovinos (FERRIS
ET AL. 1955).

Com relacao ao possivel papel na transmissao de proto-
zoarios, MARTIN ET AL. (1908) trabalhando com Trypanosoma bru-
cei, obteve resposta positiva para a transmissao deste hemato-
zoario de um cobaio infectado experimentalmente para um gato,
através de S. calcitrans, contudo, ndo conseguiu confirmar es-
ses resultados. MITZMAIN (1912) tentou experimentalmente trans-
mitir o Trupanosoma evansi entre cobaios, sem sucesso, porém
ndo excluindo a possibilidade deste inseto veicula-lo natural-
mente. MARSHALL & HERBERT (1979) n&o obtiveram sucesso ao ten-
tar infectar S. calcitrans com Trypanosoma theileri. Por outro
lado, BERBERIAN (1938) transmitiu Leihmania tropica entre vo-

luntarios, na Nigéria, utilizando esse inseto como vetor, obten-



do corpusculos de Leishman nas lesbes formadas nos voluntarios.

Outro agente patogénico que se acreditou pudesse ser
veiculado mecanicamente por S. calcitrans foi o Dermatophilus
congolensis, causador da estreptotricose cutdnea dos bovinos,
equinos, caprinos e da espécie humana. Apesar de RICHARD & PIER
(1966) demonstrarem a transmissdo desse fungo apods 24 horas da
exposicdo a S. calcitrans, PHILPOTT & EZEH (1978) citaram que
somente obtiveram éxito na transmissdo de D. congolensis em bo-
vinos em uma ocasido.

A transmissao experimental de microorganismos patogé-
nicos utilizando insetos hematdéfagos envolve condigdes ambien-
tais e bioldégicas que consigam reproduzir o mais proximo as con-
dicbes naturais, implicando no conhecimento detalhado dos habi-
tos do hospedeiro, do vetor e do doador do agente patogénico,
assim como do proprio agente patogénico. Por esta razdo, somen-
te nos ultimos dez anos, muitos microorganismos endoparasitas
puderam ser transmitidos sob condi¢cdes laboratoriais, com mais
seguranca de se repetir as condi¢gdes naturais. Assim, FOIL ET
AL. (1983) demonstraram a transmissdo mecanica do virus da ane-
mia infecciosa equina enquanto que POTGIETER ET AL. (1981) de-
monstraram a transmissdo do Anaplasma marginale por S. calci-
trans, na Africa do Sul.

A utilizacdo de técnicas que permitiram a marcacao do
sangue com fosforo radioativo, demonstraram que S. calcitrans
ao reiniciar uma alimentagcédo é verdadeiramente capaz de regurgi-
tar parte do sangue ingerido (BUTTLER ET AL 1977). BECH-NIELSEN
ET AL. (1978) e BUXTON ET AL. (1982) citam que o VLB pode ser



7

mantido no organismo de inseto como Tabanideos e alguns Culi-
cideos em condi¢cdes viaveis para a infeccdo. Baseado nesses acha-
dos, surgiu a suspeita de que S. calcitrans poderia ser um ve-
tor mecanico do VLB (BUXTON ET AL. 1982) porém sem nenhuma com-

provacao definitiva até a presente data.

2.2- Leucose ou Linfossarcoma Bovina

A leucose ou linfossarcoma bovina é uma neoplasia do
tecido linfoide e que foi aparentemente descrita pela primeira
vez por SIEDAMGROTZK (1878) na Alemanha, segundo revisao de BEN-
DIXEN (1965). As pesquisas sobre a leucose bovina foram poucas
renovando-se o interesse por seu estudo somente algumas déca-
das mais tarde, quando OSTERTAG (1913), HUTYRA & MAREK (1913)
e FROHNER & ZWICK (1915) demonstraram que essa doenga ja era
conhecida no territério alemdo. As pesquisas foram intensifica-
das pela ocorréncia de tumores detectaveis durante a inspecao
de carne nas décadas de 1920 e 1930, no norte da Alemanha (BEN-
DIXEN 1965) e Dinamarca (BENDIXEN 1973). No entanto, em outros
paises nao se dispunham dessas informagdes, limitando-se estas
a ocorréncia de tumores em bovinos, em alguns estados dos Esta-
dos Unidos da América (FELDMAN 1929; SCHLOTTHAUER 1928).

A suspeita que a leucose bovina poderia ser uma doenga
transmissivel foi levantada por SCHOTLER & SCHOTLER (1934) que ini-
ciaram experimentos envolvendo soroterapia. Porém, coube a GOTZE
ET AL (1956) baseado nas observacdes de alta incidéncia da doen-

¢ca na regiao oeste da Alemanha, apdés a 2a. guerra mundial, con-
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cluir que essa doenca tinha sido possivelmente transmitida a-
través da introducao de bovinos da regido leste, onde a doenca
era comum, para a regiao oeste onde a incidéncia da leucose era
insignificante. Assim sendo, a introducédo de bovinos em areas
com programas de erradicagao em andamento, oriundos de paises on-
de a leucose bovina nao tinha sido avaliada, permitiu que se sus-
peitasse da transmissdo da doenca entre os bovinos (BENDIXEN
1965).

Clinicamente, a leucose ou linfossarcoma bovina tem
sido classificado em duas formas, a saber, a forma enzodtica ou
adulta e a forma esporadica (FERRER 1980).

A leucose enzodtica bovina (LEB) se caracteriza pela
ocorréncia em regides geografica e em rebanhos agregados e ¢é
causada por um Retrovirus conhecido como virus da leucemia bo-
vina (VLB). E de ampla distribuicdo, sendo comum na Europa
Ocidental, Estados Unidos, Venezuela, Brasil e Unido das Repu-
blicas Socialistas Soviéticas (FERRER 1980). A forma enzodtica
acomete bovinos com mais de trés anos de idade e esta caracte-
rizada pela proliferacdo de linfécitos com  caracteristicas neo-
plasticas que eventualmente causam a formacdo de massas de tu-
mores solidos localizados em qualquer tecido ou 6rgdo mole. Uma
vez que o0s animais desenvolvem a doenga clinica, a morte do ani-
mal €& inevitavel, acentuando-se algumas semanas apos o0 inicio
dos sintomas (FERRER 1980).

Em consequéncia da infeccdo com o VLB, uma proporgao
de bovinos desenvolvem linfocitose persistente mesmo quando

ndo se demonstram linfécitos com  caracteristicas neoplasticas

(FERRER 1974). Esta |linfocitose persistente €& considerada, por



alguns autores, como a forma sub-clinica da LEB ou fase pré-
tumoral (BENDIXEN 1965), enquanto que outros a consideram como
uma resposta linfoproliferativa benigna (FERRER ET AL 1974; FER-
RER 1982).

A forma  esporadica do linfossarcoma  geralmente  ocorre
em bovinos antes dos trés anos de idade e n&o parece estar as-
sociado a agente infeccioso como no caso da LEB. Clinicamente
a forma esporadica possue trés variagbes ou formas. A forma
juvenil que acomete bezerros com até seis meses de idade, en-
volvendo, provavelmente, linfonodos e medula Ossea. A forma
timica que ocorre em bezerros com menos de dois anos de idade
e tem origem no timo. A forma cutdanea que afeta bovinos de um
a trés anos de idade e que estd caracterizada pela infiltragédo

de nodulos neoplasicos a nivel da derme.

2.3- Virus da leucemia Bovina

A ocorréncia enzodtica da leucose bovina levou a GOTZE
ET AL. (1956) a suspeitar de wuma etiologia viral para a doen-
ca. Experimentalmente com inoculagdo de sangue total para pré-
imunizagdo de animais contra babesiose e anaplasmose e a de-
monstragao da etiologia viral para leucemia felina, aviaria e
de camundongo, estimularam a hipétese que a leucose bovina fos-
se também causada por Vvirus.

Nos primeiros estudos, utilizando-se 0 microscopio e-
letrénico, DUTCHER ET AL. (1964) observaram  estruturas  simila-
res a particulas do tipo C no leite de vacas de rebanhos com

historico da LEB. Posteriormente, coube a MILLER ET AL. (1969)
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apos preparacao de cortes ultra-finos de cultura de leucdcitos
de bovinos com sarcoma e linfocitose persistente e observacao
em microscopio eletrbnico demonstrar a presenca de particulas
virais do tipo C. Esses resultados foram confirmados por DUTTA
ET AL. (1970) e por STOCK & FERRER (1972) que forneceram evi-
déncias da etiologia viral da LEB. Além disso, estudos imunolé6-
gicos mostraram também a associagdo dessas particulas virais
com o linfossarcoma bovino e a linfocitose persistente (FERRER
1972; FERRER ET AL. 1972; 1973; 1974). Estudos de transmissao
demonstraram concomitantemente, a etiologia vital da LEB e o
poder oncogénico, desse virus, o qual é hoje universalmente co-

nhecido como o virus da leucemia bovina.

2.4- Mecanismos de Transmissdao do VLB

O virus da leucemia bovina pode ser transmitido ver-
ticalmente, de vaca prenha ao feto, através da placenta, nao pa-
recendo existir transmissdo embrionaria (FERRER ET AL 1976).
Aproximadamente, cerca de 18% de bezerros nascidos de vacas
Holstein infectadas com o VLB continha anticorpos para a gli-
coproteina maior do VLB, antes da ingestdo do colostro (FER-
RER ET AL. 1976; PIPER ET AL. 1979). Por outro lado, ROMERO ET
AL. (1983a) trabalhando com bovino mestico, encontraram apenas
8,7% de transmissao vertical. A maioria dos animais se infec-
taram horizontalmente, apos o] nascimento, assinalando PIPER
ET AL. (1979) que cerca de 93% de bezerros podem estar infecta-
dos quando atingirem dois anos de idade apdés serem introduzi-

dos no rebanho de bovinos adultos infectados.
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ROMERO ET AL. (1982) demonstraram a infecciosidade do
leite de vacas infectadas apds inoculagao via intra-peritoneal
em bezerros. Contudo, somente em 1983a, b, os mesmos autores
demonstraram definitivamente que a ingestdo de leite oriundo
de vacas infectadas, por bezerros sem anticorpos para o VLB,
resulta na infeccdo desses Ultimos, ressaltando ainda que os
bezerros que tinham recebido anticorpos maternos, talvez néao
detectados pela prova de imunodifusdo eram mais resistentes a
serem infectados com o VLB que os bezerros de maes sem anticor-
pos para este virus.

Os mecanismos de transmissao horizontal ndo foram ain-
da definidos, conhecendo-se porém que nao existe transmissao
através da urina, das secrecdées nasais ou através do sémen
(MILLER & VAN DER MAATEN 1979; KAJA & OLSON 1982) como também
através dos transplante de embrides (EAGLESOME ET AL.1982). Po-
rem, GUPTA & FERRER (1980) demonstraram que o polipeptideo in-
terno viral, p25, mas, que nao € virus, €& eliminado na urina de
bovinos infectados com o VLB. Dessa maneira a transmissao do
VLB entre os bovinos adultos pode ocorrer iatrogenicamente pe-
lo uso de agulhas e seringas contaminadas, no momento de des-
cornia com instrumentos contaminados, através da pré-imunizacao
contra hemoparasitos com indculo de sangue total obtidos de bo-
vinos infectados (FERRER 1980; ROMERO ET AL. 1982) e possivel-
mente por artropodos hematéfagos que atuam como vetores meca-

nicos (BECK-NIELSEN ET AL. 1978; FERRER 1980; BUXTON ET AL.

1982; ROMERO ET AL. 1984).
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2.5- Evidéncia sobre a Transmissao do VLB por Artropodes

As primeiras indicagbes de que o VLB poderia ser trans-
mitido por artropodes foram obtidas por BECH-NIELSEN ET AL (1978)
que demonstraram uma maior eficiéncia na transmissdo do virus
durante os meses de verdo. Os autores relacionaram estes acha-
dos a uma maior prevalancia de insetos hematdéfagos nesse pe-
riodo. Essa hipo6tese foi fortalecida apdés a recuperagcao de lin-
focitos infectados com o VLB de Tabanideos que haviam se ali-
mentado em vaca infectada. A recuperacdo da infectividade do
VLB desses linfocitos foi obtida através do ensaio de infecti-
vidade sincicial. Desde entdo, experimentos tem sido realizados
com O objetivo de demonstrar a participagcdo de insetos na trans-
missdao mecanica do VLB. Assim OSHIMA ET AL. (1981) utilizando
uma mistura de Tabanideos T. nipponicus; T. trigeminus; T.chry-
surinus e Chrysops wanderwalpi tiveram sucesso aparente na
transmissdo mecanica do VLB de uma vaca infectada a quatro cor-
deiros. Porém, os titulos de anticorpos desenvolvidos pelos
cordeiros supostamente infectados foram bastante elevados, in-
dicando a necessidade de confirmagcdo desse trabalho. Mais re-
centemente BUXTON ET AL. (1982) inocularam cordeiros com macera-

dos de aparelhos bucais de cabegas de mosquitos anofelinos (A.
freeborni; A. albimanus; A. quadrimaculatus; A. stephensi) que

tinham sido alimentados com sangue obtido de bovino infectado
com o VLB. Os cordeiros desenvolveram anticorpos para o VLB
demonstraveis através das provas de imunodifusdo e radioimu-

nensaio. Finalmente ROMERO ET AL. (1984) demonstraram que leu-
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cocitos obtidos do intestino médio de fémeas ingurgitadas de
Boophilus microplus em bovinos infectados com o VLB, mantinham a
viabilidade e transmitiam e o VLB apdés a inoculagcdo em cor-
deiros.

Todos achados descritos sugerem que artropodes hemato-
fagos podem ser veiculadores mecanicos do VLB, porém a evidén-
cia definitiva, inequivoca, do real papel desses artropodos nao
foi ainda fornecida.

No caso especifico do S. calcitrans, esta tem sido in-
criminada na transmissdo mecanica de outros Retrovirus, como o
da anemia infecciosa equina (FOIL ET AL.1983), o virus da leu-
cemia murina de Friend (FISHER ET AL.1973) e como provavel trans-
missor do virus da leucemia felina (HARDY ET AL.1973), sugerin-

do a possibilidade desse inseto ser um possivel transmissor me-

canico do VLB.

2.6- Distribuicdo Geografica

O conhecimento da distribuicdo geografica do agente
causal e do seu provavel veiculador é importante para a demons-
tracdo do mecanismo de transmissao, pois somente com a presen-

ca de ambos e ao mesmo tempo, a transmissao podera ocorrer.

2.6.1- Distribuicao Geografica de Stomoxys calcitrans

S. calcitrans é um inseto cosmopolita que teve sua ori-

gem provavelmente na Africa (MUIR 1914). Inicialmente se pensou



14

que era originaria da Europa Central (BRUES 1913), porém evi-
déncias fornecidas por MUIR (1914) levam a crer que a origem
foi realmente na Africa. Na América, essa mdsca é citada desde
1776, na Pensilvania e depois demonstrada em todos os estados
americanos (BRUES 1913). Atualmente, € encontrada desde o Cana-
da até a Argentina assim como na Europa, especialmente na Euro-
pa Central. Na Africa é encontrada em todos os paises, nas I-
Ihas Canarias, Madeira e Mauritius. No Oriente Médio, ja foi
identificada na Palestina, no Libano, enquanto que na Oceania
foi encontrada na Australia, Tasmania, Nova Zelandia, nas ilhas
Java, Filipinas, como também é citada no Havai, na india e em

certas regides da Unidao Soviética (MUIR 1914).

S. calcitrans ocorre preferencialmente em climas tro-

picais, sub-tropicais e temperados, ndao sendo encontrada em re-

gides geladas. Contudo, em condicbes adversas de temperaturas,
a mdsca pode hibernar por até trés meses (BRUES 1913).

A localizagdo geografica do Brasil entre os tropicos
do Equador e Capricérnio faz com que o pais tenha um clima emi-
nentemente tropical com regides de clima subtropical e tempera-
do, o que favorece a ocorréncia de S. calcitrans. Segundo JONES
(1966) esse inseto experimentalmente, sobrevive a variacbes de
temperatura tendo porém seu periodo, para completar o ciclo vi-

tal, também variando conforme as condigdes oferecidas. Em tem-
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peraturas mais baixas (15.5°C) o periodo de desenvolvimento
de ovo a ovo € mais longo (46 dias) do que o desenvolvimento a

temperatura em torno de 26°C, onde o ciclo se faz em 21 dias,

mantendo-se em ambos os casos, a umidade relativa do ar em tor-

no de 55-60% e periodo de luz de 16-24 horas/dia.

Essa situacdo experimental, no entanto, se aproxima as
condicbes de temperatura e umidade de um pais tropical como o
Brasil. CHARLWOOD & LOPES (1980) demonstraram variagdes no ci-

clo reprodutivo de S. calcitrans em regides equatoriais, citando

que, num periodo, de Iluminosidade dia/luz de 12 horas, as va-
riacbes que ocorriam com relacdo ao comportamento desses inse-

tos estavam relacionadas a necessidade alimentar de acordo com
a fase biolégica em que se encontravam. Machos e fémeas jovens,

ainda nao fertilizadas, mantinham o mesmo horario de busca de
alimento, no inicio da manha e no fim da tarde: enquanto que,
em fémeas jovens ja fertilizadas, essa atividade era constante
durante todo o dia. No caso de fémeas em ovipostura o ciclo
era acentuado no fim da manha e no inicio da tarde. Esses a-

chados, segundo os autores demonstraram que S. calcitrans apre-
senta uma adaptacdao as condicdes climaticas do pais que favore-

ce ao seu desenvolvimento.

2.6.2- Distribuicdo Geografica do VLB
O virus da leucemia bovina €& encontrado bastante dis-

seminado pelo mundo, no entanto, €& dificil obter estatisticas
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sobre essa distribuicao pelo fato que muitas vezes depende de
encontro de tumores em animais somente observado nos abatedou-
ros e nao registrado. Como também pela falta de exames sorolo-
gicos para diagnose da infecgao em desenvolvimento. FERRER (1980)
verificou que mais de 60% dos animais de 250 rebanhos de bovi-
nos nos Estados Unidos, eram positivos para leucemia bovina,
pela presenca de tumores leucdticos.

A ocorréncia enzodtica da leucose bovina faz com que
seja citada em areas especificas de varios paises, contudo nao
impede a ampliagcédo dessas areas de ocorréncia como é citada,
sul da Suécia, leste da Prussia, na URSS. Na Inglaterra e Ir-
landa nao é frequente, no Canada foi recentemente citada e no
Japao a infecgao parece endémica (ONUMA ET AL.1975; FERRER 1980).

Na América Latina, a leucemia bovina é frequente,
MARIN ET AL. (1978) encontraram que 37% de 1600 soros de 150 re-
banhos em 20 estados venezuelanos eram positivos para leucose
bovina. Na Argentina foi demonstrado pelas provas de imunodifu-
sdo e radio-imunensaio a presenca de leucose nos estados de
Santa Fé, Buenos Aires e Cérdoba (FERRER 1982). Também no Uru-
guai foram encontradas altas prevaléncias do VLB nas zonas de
gado leiteiro FERRER (1982). KANTEX-NAVARRO (1982) diagnosticou
bezerras positivas para o VLB, recém importadas do Uruguai pe-
lo Brasil.

No Brasil, a primeira citagcdo de um animal com lifos-
sarcoma que poderia ter sido causado pelo VLB, foi de RANGEL &
MACHADO (1943) em Minas Gerais. Posteriormente, MERKT ET AL.(1959)

registraram a ocorréncia da LEB no Rio Grande do Sul e no mes-
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mo ano, SANTOS ET AL. demonstraram a ocorréncia da doenca em No-
va Friburgo, RJ em uma vaca importada da Suécia. Mais tarde
DACORSO ET AL. (1962/3) citam a leucose clinica em quatro bo-
vinos examinados por eles, no Rio de Janeiro MACHADO ET AL.
(1963) descrevem a ocorréncia de 12 casos de leucemia linfoi-
de e de 17 casos de linfossarcoma de animais de varias regides
do Pais. A partir dai, a leucose bovina foi confirmada no Rio
Grande do Sul (VASKE ET AL. 1965); Rio de Janeiro (FREIRE E
FREITAS 1966); em Pernambuco (CAVALCANTE ET AL. 1969); em Sao
Paulo (ALENCAR FILHO 1970; ALENCAR FILHO ET AL. 1975 1979) e
em Minas Gerais (MUCHALUAT 1971 e no Parana (KANTEK-NAVARRO ET
AL. 1982; KANTEK ET AL. 1983). ROMERO ET AL. (1981) e ROMERO
& ROWE (1982) baseados nos levantamentos feitos no Brasil a-
creditam que realmente o VLB pode ser prevalente na maioria
dos estados brasileiros, e como ja vem sendo demonstrado, a
presenca desse virus ja deve ocorrer em todo pais.

A ocorréncia do VLB foi demonstrada em outras espé-
cies mais comum em capivaras e bubalinos na Venezuela (MARIN
ET AL. 1978; MARIN ET AL. 1982) e isso contribui para ampliar
a distribuicdo desse virus, principalmente nas regides tropi-
cais e sub-tropicais onde a prevaléncia viral parece ser mais
alta e que segundo FERRER (1980) deve ser devido a grande in-

cidéncia de insetos hematdéfagos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1- Local de Trabalho

O presente trabalho foi realizado nas instalagbes da
Unidade de Pesquisa de Patologia Animal, EMBRAPA-RJ, situada
no Km 47 da Antiga Rodovia Rio-Sdo Paulo, Seropédica, RJ.

3.2- Animais de Experimentagao
Bovinos:

Para os experimentos de recuperacdao de leucécitos do
intestino médio e do aparelho bucal de S. calcitrans foi utili-
zada uma vaca holandesa preta e branca de quatro anos de ida-
de, sorologicamente positiva para o VLB.

Para alimentacao de S. calcitrans criadas em cativei-
ros, foram utilizados dois bezerros mesticos, de aproximadamen-

te dois anos de idade, sorologicamente negativos para o VLB.

Ovinos:

Foram utilizados um total de 21 cordeiros mesticos co-

mo receptores de Ileucdcitos recuperados de S. calcitrans e no
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experimento de transmissdao mecanica do VLB.

3.3- Instalagbes para Animais em experimentacao

A vaca infectada com o VLB foi mantida em condicdo de
criagao semi-extensiva.

Os bezerros doadores de sangue para a alimentagdo de
S. calcitrans em cativeiro, foram mantidos em baias em condi-
c¢ao de isolamento, em areas livres de artropodos. Os ovinos fo-
ram também mantidos em baias similares, em condi¢cdes de isola-
mento, em areas livres de artropodes, em grupo de no maximo,

quatro animais por baia.

3.4- Stomoxys calcitrans

3.4.1- Amostras para recuperacao de leucdticos

Para a recuperacao da infectividade do VBL de leucdci-
tos de bovino ingeridos por S. calcitrans, foram coletadas com
auxilio de um pug¢a de malha de nylon, méscas que estavam se a-
limentando em uma vaca positiva para o VLB. Essas méscas, foram
imediatamente levadas ao laboratério e processadas para a ob-

tencao de leucdécitos do intestino médio e do aparelho bucal.
3.4.2- Amostras para o inicio de colbnias

A fim de se obter S. calcitrans para dar inicio a co-
Ibnias no laboratério, foram coletadas méscas que estavam se a-
limentando em bovinos. As mdscas coletadas no campo foram leva-

das ao laboratério, identificando-se S. calcitrans pela coloracao
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e aparelho bucal. Imediatamente, as méscas S. calcitrans foram
transferidas para gaiolas, onde foram mantidas para alimenta-

cao e ovipostura, sendo mantidos em cada gaiola cerca de 20 mdscas

adultas.

3.4.4- Alimentagcdo de S. calcitrans em colbnias experimentais

As moéscas identificadas como S. calcitrans foram ali-
mentadas com sangue obtido dos dois bezerros sorologicamente
negativos para o VLB. Este sangue era coletado por puncdo da
veia jugular dos bezerros, em recipientes estéreis, que conti-
nham heparina para a concentracao final de 20 Ul por ml de san-
gue. No periodo de implantagcao das coldénias, 100 ml eram colhi-
dos semanalmente, enquanto que, posteriormente, para a manuten-
¢cao das colbnias era necessario obter 250 ml de sangue por se-
mana. O sangue colhido era mantido a 8°C e as mdbscas eram ali-
mentadas diariamente através de uma almofada de gaze embebida
de sangue, a qual era colocada em placa de Petri, dentro da gaio-

la. Este método de alimentacao era repetido a cada 24 horas.
3.4.4- Ovipostura de S. calcitrans em colbnias experimentais

Apo6s periodo de seis dias, foram colocadas em cada
gaiola um a dois frascos de 100 ml de capacidade, com abertura de
quatro centimetros de diametros, contendo o meio de ovipostura

constituido por cana-de-agucar descascada e moida misturada em

igual propor¢cdo com racao para ave de postura. Os ingrendientes

eram umidecidos até a formacdo de uma mistura relativamente ho-
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mogénea, evitando-se o excesso de agua.

Os recipientes contendo o meio de ovipostura eram ob-
servados diariamente para a verificacao da presenca de ovos ou
mesmo de larvas de primeiro estagio, como também a manutencéao
da umidade.

Os meios que continham ovos e/ou larvas eram trans-
feridos para recipiente maiores de 30 cm de comprimento, 20 cm
de largura e 20 cm de altura, contendo o mesmo meio de ovipos-
tura citado, atingindo porém a meia altura do recipiente. Na
troca dos recipientes teve-se o0 cuidado de ndo se manipular as
larvas, para se evitar qualquer dano as mesmas. Evitava-se tam-
bém a superpopulacdo de larvas. Os recipientes eram cobertos com
um pano preto fixado com barbante e, transferidos um armario de
vidro o qual servia como uma estufa incubadora para o desenvol-
vimento larval. Nesse armario-estufa a temperatura variava de
21 a 28°C nos dias quentes, porém atingindo até 15°C nos dias
mais frios. Para evitar a destruicdo dos ovos de S. calci-
trans por formigas, as superficies das prateleiras do armario
foram cobertas inteiramente com talco. A umidade do ar era for-
necida colocando-se alguns frascos de agua dentro do armario de
vidro.

As colbnias experimentais eram observadas diariamente
para avaliagcdo do desenvolvimento Ilarval, presenca de parasi-
tas, mortalidade dos adultos e retirada dos mortos. As larvas fo-
ram mantidas durante todo o desenvolvimento nos recipientes, ate a for-

macgao de pupas, as quais eram retiradas, contadas e transferidas pa-
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ra frascos com papel filtro depositado no fundo. A eclosao dos
adultos era também realizada no armario de vidro, procedendo-se
imediatamente a transferéncia a gaiolas limpas para o desenvol-

vimento de uma nova geragao.
3.4.5- Gaiolas para manutencdo dos S. calcitrans adultos

As gaiolas foram confeccionadas em madeira e em tela
de nylon. A base, a armagao e uma parede lateral eram construi-
das de madeira. Outra parede lateral era de vidro transparente
e as demais paredes laterais de tela. As paredes de umas gaio-
las tinham 30 cm de lado enquanto que outras tinham 60 cm de
lado, conservando cada caso o formato de cubo.

A entrada das gaiolas estava localizada na parede Ila-
teral de madeira e tinha cerca de 15 cm de diametro. A entrada
era protegida por uma borracha de cadmara de pneumatico em tor-
no da abertura que permitia o vedamento da gaiola com um fras-
co, impossibilitando a fuga dos insetos como também facilitan-

do o manuseio das colbnias.

3.4.6- Local para a instalacdo das colbénias experimentais de

S. calcitrans

O local escolhido foi uma pequena sala do andar tér-
reo, com meia parede superior de vidro, com claridade natural.

As gaiolas eram iluminadas com lampadas fluorescentes brancas

mantidas acesas durante 24 horas por dia.
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3.5- Hematologia
3.5.1- Coleta de sangue de ovinos

O sangue foi coletado por pungdo da veia jugular com
agulha e seringa e transferido, imediatamente, para frascos de

6 ml, contendo 0,2 ml de EDTA a 10%, como anticoagulante.
3.56.2- Contagem total dos leucdcitos

Todas as amostras de sangue eram diluidas 1:10 em so-
lucdo de Thoma em micropipetas especiais para leucometria e
apos serem desprezadas as trés primeiras gotas, preenchia-se a
camara de Neubauer modificada para contagem global dos leucdci-
tos. Contaram-se o0s leucdcitos presentes nos quatro milimetros
angulares, multiplicando-se o numero obtido pelo fator 50 para

. o 3
se obter o numero de leucdocitos por mm  de sangue.

3.5.3- Contagem relativa e absoluta de linfécitos

Esfregacos foram realizados com o sangue tratado com
EDTA, em lamina de vidro, segundo a técnica de SCHALM (1965), co-
rando-se pela técnica de MAY-GRUNWALDO-GIEMSA. Foram contados 100
leucocitos, obtendo-se o percentual relativo para cada tipo. O
numero absoluto de linfécitos foi obtido segundo MATOS & MATOS
(1981) através do calculo do percentual de linfécitos da co-

ragem global dos leucdcitos. Com esses dados pode-se determi-
nar a ocorréncia ou nao de linfocitose persistente, baseado

em FERREIRA ET AL. (1982b).

3-6- Soro de Referéncia para o VLB

O soro de referéncia positivo para o VLB, correspondia
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a um soro de ovino que tinha sido experimentalmente infectado
com leucotcitos obtidos de Boophilus microplus ingurgitados em
bovinos naturalmente infectados com o VLB (ROMERO ET AL. 1984).
Este soro reagia formando duas linhas de precipitagdo quando

confrontado com o antigeno de referéncia.

3.7- Antigenos de Referéncia do VLB

Os antigenos do VLB foram obtidos a partir dos sobre-
nadantes de uma linhagem celular continua derivada de um feto
de ovino persistentemente infectada com o VLB. Os sobrenadantes
concentrados em tubos de dialise submersos em Polietileno gli-
col PM 6000. Uma vez dializados os sobrenadantes, a fragcao so-
lida dentro dos tubos de diadlise eram ressuspensos em agua
destilada para atingir umas concentracao final de 80 vezes o vo-
lume original do sobrenadante. Esta preparagdo continha tanto a
glicoproteina maior do envelope viral gp51 como o polipeptideo

estrutural p25.

3.8- Teste de Imunodifusao

O teste de imunodifusdo em gel de agar foi similar ao
descrito por FERREIRA ET AL. (1982a) com agar DIFCO purificado a
0,75% em tampao fosfatado salino de pH 7,3. Foram colocados 6 ml
da suspensdo de agar quente em placas de Petri de 5 cm de dia-
metro que foram estocadas em geladeira a 8°C por pelo menos 24
horas antes da utilizagdo. O padrdo do teste era hexagonal e

constituia-se de um orificio central e seis periféricos cada um
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O soro de referéncia era colocado no orificio central,
enquanto nos orificios superior e inferior eram preenchidos com
o antigeno de referéncia para leucose bovina. Dos quatro orifi-
cios periféricos restantes eram preenchidos com as amostras de
soros a serem testados. Essas placas preparadas foram mantidas a
temperatura ambiente, sendo observadas a cada 24 horas e a lei-
tura final feita apdés 72 horas. As amostras de soro eram consi-
deradas positivas quando formavam uma ou duas linhas de precipi-
tacao continuas e idénticas com as linhas do soro de referén-

cia (Fig. 1).

3.9- Culturas breves de Leucédcitos

Vinte milimetros de sangue para preparar culturas bre-
ves de leucotcitos foram obtidos de ovinos por pungao da veia ju-
gular com agulhas e seringa de vidro estéreis, contendo 0,5 ml
de heparina (400 Ul). O sangue foi centrifugado a 1200 rpm du-
rante 12 minutos e apds cuidadosa retirada do Plasma, a camada
de leucdcitos foi recolhida com pipeta Pasteur e transferida pa-
ra tubos de centrifuga estéril de 15 ml. Os leucdcitos foram se-
parados dos eritrocitos "contaminantes" utilizando-se o choque
hipoténico com seis ml de agua destilada, agitagcdo de aproxima-
damente 10 segundos e reconstituicdo da tonicidade normal atra-
vés de adicdo de mesmo volume de tampao fosfatado salino duas
vezes a concentragdo normal (0,30 ml).

Para preservar a viabilidade dos Ileucdcitos foi adicio-

nado a cada preparagcao dois ml de soro fetal bovino insento de
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anticorpos para o VLB. A suspensdao de leucdcitos foi novamente
centrifugada, o sobrenadante desprezado e finalmente o sedimen-
to celular, constituido principalmente de Ileucdcitos, foi resus-
penso em meio de cultura de RPMI 1640 contendo antibidtico e
10% de soro fetal bovino e cultivados em garrafas de diluigcao
de leite e incubadas a 37°C durante 24 horas. Apds esse perio-
do as células eram resuspensas, por agitagdo, no proprio meio
de cultura, novamente centrifugadas e apds a eliminagao do so-
brenadante, o sedimento celular foi fixado por suspensao em uma
solugcao de glutaraldeido a 2,5%.

Os leucdcitos foram posteriormente processados por téc-
nica apropriada para preparagao de cortes ultra-finos para ava-

liacdo pela microscopia eletrbnica.

3.10- Processamento de culturas dos leucdcitos para avaliagcao

ultra-estrutural pela microscopia eletrénica.

Culturas de leucodcitos que estavam fixadas em glutaral-
deido a 2,5% foram lavados em uma solugcdo em partes iguais de
sacarose e tampao cacodilato de sédio, pds-fixadas em uma mistu-
ra com partes iguais de tetroxido de 6smio a 2% e cacodilato de
sodio durante 40 minutos e lavadas novamente em solugdo de saca-
rose-cacodilato de sdédio. Os leucdcitos foram submetidos ao pro-
cesso de desidratagdo, através da passagem por diferentes con-

centragcdes de alcool e acetona, obedecendo a seguinte sequéncia:
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alcool a 50% durante 20 minutos, a temperatura ambiente; al-
cool a 70% por 24 horas a temperatura ambiente, alcool 90 ou
95% durante 20 minutos, a temperatura ambiente; alcool 100% du-
rante 1 hora, a temperatura ambiente e depois, o sedimento ce-
lular foi tratado com acetona pura durante 10 minutos, a tem-
peratura ambiente. A seguir, o sedimento celular foi tratado
com resina Polylite 50% em estufa a 40°C durante 24 horas. Pos-
teriormente, esse material foi transferido para resina Poly-
lite 100% sendo mantido em estufa 40°C por 24 horas e, entao,
incluido em resina polylite 100% em capsulas gelatinosas de
tamanho 00 e com capacidade para 0,9 ml. As capsulas contendo
o sedimento celular foram transferidas para estufa 60°C, onde
permaneceram até a polimerizacdo da resina, cerca de 48 horas.

Foram retiradas as capsulas e aflorado o material in-
cluido nos blocos, em um piramitdometro. Os cortes ultra-finos
foram feitos em um ultra-micrétomo utilizando navalhas de Vvi-
dro, sendo recolhidos em grades metalicas de 400 mesh. Os cor-
tes foram contratados positivamente pelo acetato de wuranila e
pelo citrato de chumbo e observadas em um microscopio eletro-

nico ZEIZZ 109.

3.11- Analise Estatistica

As contagens linfocitarias absolutas por mm3 de sangue
dos cordeiros utilizados nos experimentos da infectividade do

VLB do intestino médio como do aparelho bucal foram submetidos
a uma analise estatistica num programa especial computadoriza-

do, realizado no setor de métodos quantitativos do Centro Na-



cional de pesquisas de suinos e Aves. Foi utilizado o teste
BARTLETT para demonstrar a homogeneidade das variancias para
as contagens linfocitarias absoluta mensais, de cada cordeiro
dentro de cada tratamento e comparacao das variancias entre os
dois tratamentos para cada experimento. Foi utilizado o teste
"F" para demonstracdo da significancia, aos niveis de probabi-
lidades usuais (5%) das diferencas entre as contagens linfoci-

tarias absoluta dos animais de cada experimento.



3.12. PROJETO EXPERIMENTAL

Para a avaliacdo do potencial de S. calcitrans como
transmissor do VLB, o projeto experimental foi dividido em

trés etapas:

Experimento 1

Recuperacdo do virus da leucemia bovina de leucdcitos

obtidos do intestino médio de S. calcitrans.

Experimento 2

Recuperacdo do virus da leucemia obtidos do apare-

lho bucal de S. -calcitrans.

Experimento 3

Tentativa de transmissdao mecanica do virus da leuce-

mia bovina por S. calcitrans.
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3.12.1- Recuperagdo do virus da leucemia bovina de Ileucdcitos

obtidos do intestino médio de S. calcitrans.

Méscas S. calcitrans ingurgitadas foram colocadas no
congelador a -20°C durante aproximadamente trés minutos com o
objetivo de reduzir a sua movimentacdo e facilitar a retirada
do intestino médio. As mdbscas foram colocadas em placas de Pe-
tri de plastico, o abdomen separado do torax com uma lamina de
bisturi e imediatamente colocada em meio de cultura Ham F10-199
resfriado, contendo heparina (20/ml) e antibidéticos. O abdomen
das moéscas foi seccionado com uma agulha gauge 26 aderida a uma
seringa de tuberculina, através da constante injecdo e aspira-
cao de meio de cultura. O conteudo sanguinolento do intestino
meédio foi transferido para tubo de vidro, em banho de gelo,
agitado manualmente para desagregar os elementos celulares re-
cuperados e finalmente, deixado em repouso por aproximadamente
por 30 segundos para deposigao das particulas grossas. A prepa-
racao contendo células em suspensao foi recolhida em tubo de
centrifuga cébnica de 50 ml e centrifugado a 1500 rpm durante 12
minutos a 8°C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
submetido a choque hipoténico por adicao de 6 ml de agua desti-
lada. Apd6s 10 segundos, foi adicionado volume igual de tampao
fosfatado salino duas vezes a concentragdo normal (0,30 M) pa-
ra reconstituir a tonicidade normal do tampao (0,15 M). Para
preservacdo da viabilidade celular, foi adicionada a suspensao ce-
lular 1 ml de soro fetal bovino. Esta suspensao foi novamente cen-

trifugada como descrito acima, desprezando-se o sobrenadante re-



31

constituindo-se o sedimento contendo leucdcitos em meio de cul-
tura F10-199 contendo 10% soro fetal bovino.

O numero de leucdcitos viaveis foi determinado pelo meé-
todo de exclusao, utilizando-se uma solugdo de azul de Trypan
a 1% e realizando 1:1 antes da contagem em camaras de Neubauer
modificada. Para cada preparacao, depois que o numero de leuco-
citos viaveis foi determinado, foi feita a inoculacdo em um
cordeiro, em um total de cinco cordeiros de 5 a 18 dias de ida-
de. Um diagrama demonstrativo da técnica utilizada para a recu-
peracdo dos leucécitos do Intestino médio de S. calcitrans é
apresentado na figura 2. O numero total de leucédcitos inocula-
dos por cordeiro variou de 5,6 x 10° a 2,1 x 106 leucocitos.
Dois cordeiros de seis e 24 dias de idade foram utilizados co-
mo controles nao inoculados. Em um baia, foram colocados trés
cordeiros inoculados e um controle, enquanto que, num segundo
boxe foram colocados dois cordeiros inoculados e um controle.
Todos os cordeiros foram mantidos durante um periodo experimen-
tal de 36 meses para coleta de sangue mensal e avaliagcao do de-
senvolvimento de anticorpos para o VLB. Durante os primeiros 20
meses, realizou-se o exame hematoldégico para determinar o nume-

ro absoluto de linfécitos por mm de sangue.

3.12-2- Recuperagcado do virus da Leucemia Bovina de Leucdcitos

obtidos do Aparelho Bucal de S. calcitrans.

Méscas que estavam se alimentando na vaca infectada

com o VLB, foram coletadas com um puga, transferidas para o la-
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boratério para serem identificadas e processadas com o objetivo
de se recuperar os leucdcitos contidos no sangue ingerido e ain-
da mantido no aparelho bucal. Apdés resfriamento a -20°C, duran-
te 3 minutos, as cabecas dos insetos foram seccionadas do to-
rax e colocadas imediatamente em meio de cultura Ham F10-199 res-
friado e adicionado de heparina, antibiéticos e soro fetal bo-
vino a 10%. As cabegas eram individualmente transferidas para
uma segunda placa de Petri estéril contendo aproximadamente
10 ml de meio de cultura e, entdo, o aparelho bucal era separa-
do da cabecga, utilizando-se pinga e tesoura finas e seccionado
em trés partes.

Depois de cortados, os segmentos do aparelho bucal fo-
ram colocados em um triturador TenBroeck de vidro e submetidos
ao processo de trituragcdo suave de 12 ciclos. Apds a tritura-
cao, a suspensao foi colocada em repouso por aproximadamente 3
minutos para a deposicdo das particulas grossas. O sobrenadan-
te foi retirado com uma seringa estéril procedendo-se a conta-
gem dos leucdcitos viaveis pela técnica de exclusdao com azul de
Trypan. Com o objetivo de se verificar se os leucdcitos recupe-
rados continham o VLB, utilizou-se novamente um bio-ensaio em
cinco cordeiros de aproximadamente dois meses de idade. Os cor-
deiros foram inoculados pela via sub-cutdnea a altura da pale-
ta direita com um numero de leucdcitos viaveis que variavam de
2,3 X 104 a 8,8 x 105 leucocitos. Um diagrama representativo
da técnica utilizada na recuperacdao dos leucécitos do aparelho

bucal de S. calcitrans € apresentado na figura 3. Em um dos



cordeiros inoculados ndo se realizou a contagem do numero de
leucécitos  previamente a inoculagdo. O numero de aparelhos bu-
cais utilizados para recuperar leucdcitos a serem inoculados em
cada um dos cordeiros variou entre 100 a 191.

Como controles nao inoculados foram utilizados dois
cordeiros de dois meses de idade. Trés cordeiros inoculados fo-
ram alojados em uma baia com um cordeiro controle. Em um outra baia,
alojaram-se  dois cordeiros inoculados e um controle. Uma amos-
tra de sangue foi colhida da veia jugular de cada cordeiro, men-
salmente, por um periodo de 24 meses para avaliagdo do desenvol-
vimento de anticorpos para o VLB, como evidéncia da infecgao
adquirida. Durante o0s seis primeiros meses ap6s a inoculacdo ex-
perimental, foram realizados exames hematoldgicos para determi-

nar o numero absoluto de linfécitos por mm? de sangue.

3.12.3- Tentativa de transmissao mecanica do Virus da Leucemia

Bovina por S. calcitrans L.

Moscas adultas eclodidas no laboratério corresponden-
tes a segunda geracdao foram alimentadas com uma gaze embebida
em sangue heparinizado colhido de bezerros sem anticorpos para
o VLB. Com o objetivo de testar a hipdtese de que S. calcitrans
poderia  transmitir o VLB  mecanicamente, delineou-se um  experi-
mento baseado na alimentagdo interrompida de méscas de labora-
tério em bovinos infectados e continuagdo da alimentagdo em
cordeiros nao infectados com o VLB. Grupos de 5 a 7 mobscas de 5

a 20 dias de idade foram colocadas em beaker de 5 cm de diame-



metro por 7 cm de altura coberto com uma camada de gaze e man-
tida em jejum alimentar de 18 a 24 horas. Apd6s este jejum as
moscas eram colocadas em contato com a pele depilada da bezer-
ra infectada o VLB, através da camada de gaze. As mdbscas come-
caram a se alimentar, processo que era facilmente observado pe-
la introducdo da probécida da mdbsca na pele do animal e pelo
inicio da ingurgitacdo abdominal, sendo mantidas aproximadamen-
te por 15 segundo sobre a bezerra. A alimentagcdo era interrom-
pida retirando-se beaker da pele da bezerra e colocando o mes-
mo sobre a pele depilada, ao nivel do torax lateral do cordei-
ro permitindo a continuacdo da alimentacdo. Este processo de
alimentacao interrompida foi repetida para grupo de mbscas até
as mobscas estarem com o abdomen ingurgitado, alternando-se a
alimentacdo entre a bezerra e o cordeiro por quatro a cinco ve-
zes

Quando o beaker era retirado da pele tanto da bezerra
como da ovelha era possivel visualizar ferimentos causados pe-
las picadas das mbscas. Em inumeras vezes podia-se distinguir
goticulas de sangue, confirmando-se que a moésca tinha se ali-
mentado.

0 experimento de alimentagdo interrompida foi realiza-
do em cinco cordeiros, trés com dois meses e dois com sete me-
ses de idade. Foram utilizados como controle dois cordeiros
de dois a sete meses de idade, respectivamente. Os cordeiros fo-
ram mantidos em isolamento, em area livre de artropodes, du-

rante os primeiros 12 meses do periodo experimental. Apds esse
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periodo os cordeiros foram mantidos em condicdes de exploracao
semi-extensiva até o final do periodo de observacdao de 36 me-
ses para um grupo de cordeiros de sete meses de idade, ao ini-
cio do experimento, e, de 30 meses para grupo de cordeiros de
dois meses de idade. A partir do inicio do processo de exposi-
cao dos cordeiros as méscas, coletou-se mensalmente uma amostra
de sangue para avaliagdo do desenvolvimento de anticorpos para

o VLB e para exames de leucometria.



RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de méscas selvagens, foi implantada uma cria
cao de S. calcitrans em laboratério, obtendo-se uma ovipostura
com taxa de eclosdo dos ovos em torno de 50% de larvas viaveis.
Destas larvas, inicialmente, eclodiram aproximadamente 62%
de pupas e atingindo-se, posteriormente, a faixa dos 85%.

Nas primeiras tentativas de se implantar colbnicas de
S. calcitrans, ocorreram problemas relacionados a infestacao
com acaros e insetos, que impediram o desenvolvimento de S. cal-
citrans, pricipalmente nos estagios de ovo e larva. Este pro-
blema foi solucionado em grande parte, através do aquecimento
da ragcdo das ave de postura utilizada como um dos ingredien-
tes do meio de ovipostura e crescimento larval, a 60°C durante
60 minutos.

A longevidade das moéscas variou entre 14 a 18 dias,
enquanto que o tempo médio de eclosdao dos ovos variava em tor-
no de 24 a 36 horas, com um periodo médio de desenvolvimento lar-

val de 10 dias e um periodo médio de pupacdo de seis dias até a
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eclosédo das méscas. O periodo de pré-oviposicdo teve uma média
de 8 dias. Apesar da utilizacdo de um armario-estufa improvisa-
do, que permitia oscilagbes de temperatura interna entre 15 a
28°C, os resultados obtidos em relacdo a eclosdo dos ovos fo-
ram similares aos obtidos por JONES (1966) que encontrou que
colénias de mbéscas mantidas a 15,5°C, 21,1 e 26,6°C tiveram tem-
po meédios de eclosao entre 24 a 36 horas, periodo médio de de-
senvolvimento larval de 12 dias, periodo médio de pupacao de
7,3 dias e periodo médio de pré-oviposicao de 11 dias. A utili-
zacao de um meio para ovipostura e desenvolvimento larval cons-
tituido de ingredientes de facil obtencdo tais como ragao pa-
ra ave de postura e cana-de-agucar moida, forneceu condigdes su-
ficientes para o estabelecimento de colbnias de S. -calcitrans.
Este meio de cultura difere consideravelmente dos meios reco-
mendados por JONES (1966) para a criagcao de S.calcitrans, sendo
de grande vantagem pela simples composicao.

A metodologia utilizada para recuperar leucdcitos do
intestino médio de S. calcitrans ingurgitadas provou ser simples
e eficiente, permitindo apdés choque hipotdbnico das hemacias con-
taminantes, a obtencdo de suspensdes celulares enriquecidas de
leucéocitos de origem bovina. O choque hipotbénico foi rapido,
permitindo a recuperagcdo de um numero adequado de leucdcitos
viaveis, classificados assim, por nao adquirir a coloracao vital
como azul de Trypan. A observagcdo da suspensao celular sob mi-
croscopio simples a um aumento total de 250 X permitiu a visua-

lizacdo de células mononucleares com caracteristicas de leucé-
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citos mas, sem possibilitar a identificagcédo diferencial destas.

A utilizacdo de um bio-ensaio em cordeiros cujas ida-
des variavam entre 5 e 18 dias, permitiu demonstrar que os leu-
cocitos recuperados do intestino médio de S. calcitrans, que
tinham recentemente se alimentado em uma vaca infectada com o
VLB, possuiam a capacidade de transmitir o virus apds a inocu-
lacdo experimental pela via sub-cutdanea. Todos os cinco (100%)
cordeiros inoculados por esta via, desenvolveram anticorpos pa-
ra a glicoproteina maior do envelope viral, gp51, do VLB (Tabe-
la 1). A presenca dos anticorpos foi verificada no caso de um
cordeiro, um més apos a inoculagdao experimental; no caso de
trés cordeiros, trés meses apds a inoculagcdo e no caso de um
quinto cordeiro, quatro meses apds a inoculacdo experimental.
Estes anticorpos, uma vez detectados, persistiram durante to-
do o periodo experimental de 36 meses, indicando o estabeleci-
mento da infeccdo permanente com o VLB. Um cordeiro (N°.51) de-
senvolveu também anticorpos para polipetideo estrutural p25, os
quais foram detectados pela primeira vez ao 18° més apds a ino-
culacao experimental e persistindo até o 36° més. Os dois cor-
deiros testemunhas mantidos durante o periodo experimental em
contato com os cordeiros que se infectaram com o VLB, nao de-
senvolveram anticorpos para nenhum dos antigenos virais. Este
ultimo resultado, indica que sob as condicées experimentais u-
tilizadas, nado houve transmissao horizontal entre os cordeiros.
A quantidade de leucdcitos viaveis utilizadas nessa fase expe-

5

rimental, de 5,6 x 10 a 2,1 x 106, foram suficientes para in-

fectar os cordeiros inoculados.
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As médias das contagens linfocitarias absolutas por
mm3 de sangue de cordeiros que se infectaram com o VLB apds a
inoculacao de leucodcitos recuperados do intestino médio de S.
calcitrans variou 3408,3 + 316,0 a 4125,7 + 234,0, com uma meé-
dia de 3656,6 = 11,7 (TAB. 2). Por outro lado, as contagens lin-
focitarias absolutas dos cordeiros testemunhas que nao se in-
fectaram com o virus foram de 3692,6 = 342,2 e 3845,5 + 301.,4
com uma meédia de 3760,7+230,0. A analise estatistica utilizan-
do o teste "F" nao revelou diferengcas significativas entre os
dois tratamentos. Os resultados desse experimento indicaram que
nenhum dos cordeiros infectados com o VLB, desenvolveu linfoci-
tose persistente durante a avaliacdo experimental de 20 meses.
Esses resultados sao diferentes dos relatados por JOHNSTONE ET
AL. (1979) que observaram linfocitose persistente em 19 de 28
cordeiros inoculados "in utero" ou ao nascimento com extratos
livres de células obtidos de linfomas malignos, apdés um perio
do experimental de cinco anos.

Por outro lado, tanto no presente experimento com um
periodo de avaliagcao total de 3 anos como o experimento de
JOHNSTONE ET AL. (1979) de 5 anos de duragdo nao se observou lin-
fossarcoma.

Cortes ultra-finos preparados das culturas de leucdci-
tos dos cordeiros desse experimento revelaram a presenca de a-
bundante numero de células mononucleares e polimorfonucleares.
Apenas em um caso correspondente ao cordeiro de N°. 55, foram

observadas algumas particulas virais reminiscentes de particu-
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las do tipo C. Essas poucas particulas foram observadas entre
detritos celulares e dentro de vacuolos citoplasmaticos (FIG.
4). Em nenhum momento foram observadas alteragdées nucleares cor-
respondentes as "bolsas" consideradas como marcadores morfoldgi-
cos, especificamente relacionados com a leucose bovina, mas de
uma forma desconhecida (WEBER ET AL. 1980).

As primeiras indicagcdes que o VLB poderia ser transmi-
tido por insetos hematdéfagos foram fornecidas por BECK-NIESEN
ET AL. (1978) que recuperaram leucdcitos infectados com o VLB do
intestino médio de Tabanus nigrovittatus que tinham se alimen-
tado em vaca infectada com o VLB. A infecciosidade dos linfoci-
tos recuperados foi determinada através do ensaio de infectivi-
dade sincicial, que permitiu o isolamento do VLB em culturas ce-
lulares em baco de embrido de bovino. Essas culturas foram ino-
culadas com 6 Xx 105 linféocitos recuperados do intestino meédio
de Tabanideos com aproximadamente 50% de viabilidade.

Mais recentemente, ROMERO ET AL. (1984) demonstraram
que leucdcitos viaveis recuperados do intestino médio de fémeas
ingurgitadas de Boophilus microplus que tinham se alimentados
em novilhos infectados com o VLB, eram portadores deste virus.
O poder infectante dos leucdcitos recuperados foi evidenciado

6 leucoceitos viaveis, em cordei-

através da inoculacdo de 4 x 10
ros. Nesse experimento, apenas dois (50%) dos quatro cordeiros
desenvolveram anticorpos para a gp51 do VLB, detectaveis um més
apo6s a inoculacdo experimental e persistindo por um minimo de

15 meses. Um dos cordeiros infectados, desenvolveu também an-
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ticorpos para p25, detectaveis no 15° apds a inoculacao.
Apesar desses dois estudos assinalares o potencial do
artropodes hematéfagos na transmissdao do VLB, a evidéncia defi-
nitiva demonstrando esta transmissdo, ainda n&ao foi verificada.
A técnica utilizada para recuperar leucdécitos do apa-
relho bucal de S. calcitrans foi basicamente a técnica descri-
ta para a recuperacao destas células do intestino médio de S.
calcitrans com a variante de nao se utilizar o choque hipotdni-
co para lise das hemacias. A quantidade de leucdcitos passivel
de ser recuperado do aparelho bucal, era significantemente me-
nor e o choque hipoténico, reduziria ainda mais, o numero de
leucdécitos viaveis. Racionalizou-se que poder-se-ia precisar de
um numero de leucdcitos para experimentalmente infectar os cor-
deiros inoculados. Efetivamente foram necessarios entre 100 a

4 5

191 mdscas para se obter 2,3 x 10" a 8,8 x 10 leucdcitos via-

veis. Dos cinco cordeiros inoculados, dois cordeiros inocula-

dos com um numero inferior a 105

, hdao desenvolveram anticorpos
para o VLB, durante o periodo experimental de 24 meses. Por ou-
tro lado, dois cordeiros inoculados com um numero de leucdcitos

superior 105

desenvolveram anticorpos, respectivamente, dois a
trés meses apo6s a inoculagdo, indicando a transmissao do VLB.
Esses anticorpos persistiram durante o periodo experimental de
24 meses. Um quinto cordeiro, inoculado com quantidade desco-
nhecida de leucdécitos, desenvolveu anticorpos aos trés meses

apos a inoculacao, persistindo também durante todo o periodo ex-

perimental. Os anticorpos detectados nesses trés ultimos cor-
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deiros eram especificos para a gp51, nao detectando-se em mo-
mento nenhum, anticorpos para p25 (Tab. 3). Os dois cordeiros
mantidos como testemunhas e criados em contato com os cordei-
ros que adquiriram a infecgdo, ndo desenvolveram anticorpos pa-
ra o VLB, indicando que nao houve transmissdo horizontal entre
os cordeiros desse experimento.

As médias das contagens linfocitarias absolutas por
mm3 de sangue para os cordeiros que se infectaram, apds a ino-
culacao de leucdcitos recuperados do aparelho bucal de S. cal-
citrans, variaram entre 2610,6 £ 192,3 com uma média de 3015,2
Tab. 4). Por outro lado, as contagens Ilinfocitarias absolutas
dos cordeiros testemunhas e dos cordeiros que nao se infectaram
com o VLB, apesar de serem inoculados variou entre 2382,7 a
3326,5, com uma meédia de 2804,9. A analise estatistica realiza-
da entre os valores linfocitarios médios dos cordeiros que se
infectaram e os cordeiros que nao se infectaram nao revelou di-
ferencas significativas a nivel de 5%. Ao final do periodo de
avaliacdo linfocitaria de sete meses, ndo houve nenhuma evidén-
cia da ocorréncia de linfocitose persistente em nenhum dos cor-
deiros, independentemente do tratamento.

Os cortes ultra-finos preparados das culturas de leu-
cocitos dos cordeiros desse experimento, ndo revelaram a pre-
senca de particulas virais do tipo C, apesar de se ter observa-
do abundante numero de células mononucleares com caracteristi-
cas de linfécitos, células consideradas como as unicas produto-

ras do VLB (FERRER 1980) (Fig. 5).
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Experimentos similares, utilizando bio-ensaio em cor-
deiros, para verificar o poder infectante de Ileucdcitos conti-
dos no aparelho bucal e cabeca de Anopheles freeborni, A. albi-
manus, A. quadrimaculatus e A. stephensi demonstraram entre
54 a 122 aparelhos bucais foram suficientes para transmitir o
VLB aos cordeiros receptores (BUXTON ET AL. 1982). Estes resul-
tados nao indicam a transmissao do VLB pelos mosquitos mencio-
nados, mas, apenas o fato dos mosquitos manterem leucdcitos via-
veis infectados por periodos nao determinados. De uma maneira
geral, os mosquitos ndo sao considerados vetores mecanicos im-
portantes de virus devido ao pequeno tamanho do aparelho bucal,
ao qual o sangue €& aderido. Além disso, a tendéncia que 0s mos-
quitos tém de completar sua alimentacdo em um unico hospedeiro,
faz com que eles sejam menos importantes que os tabanideos na
provavel transmissdo mecanica do VLB. Por outro lado, mdscas he-
matdéfagas com o aparelho bucal maior e cuja picada dolorosa pre-
clude a finalizacdo da alimentacdo em um unico hospedeiro, po-
deriam estar envolvidas com maior propabilidade na transmissao
mecanica do VLB.

Os resultados do experimento sobre transmissdao meca-
nica do VLB por S. calcitrans, indicam que nas condicées expe-
rimentais utilizadas, nao foi possivel transmitir o VLB de uma
vaca infectada para cordeiros sorologicamente negativos para
este virus.

Para cada tentativa de transmissdo mecanica, por cor-
deiros, utilizaram-se um total de mdscas que variava entre 42

a 174. O numero de exposicdoes para cada cordeiro variou entre
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16 a 93, calculando-se que o percentual de moscas que se ali-
mentavam variava entre 68 a 93%.

O numero de picadas observadas, para cada grupo de
mdoscas utilizado em cada cordeiro, variou de 135 a 555 por pe-
riodos experimentais que se estenderam de trés a 10 meses. A-
pesar do periodo de observacao ser estendido ate 30 e 36 meses
nenhum dos cinco cordeiros utilizados na tentativa de transmis-
sdo mecanica, desenvolveram anticorpos para o VLB. (Tab.5).

Experimentos de transmissdo mecanica do VLB utilizan-
do-se artropodes, tém sido relatados na literatura, KAADEN ET
AL. (1982) descreveram a transmissao transtadial do VLB de
ninfas a forma adulta do carrapato Ixodes ricinus L. Nesse ex-
perimento 400 ninfas, 80 machas e 80 fémeas foram alimentadas
em quatro bovinos infectados com o VLB por um periodo de cinco
a sete dias. A ecdise de ninfas para adultos foi realizada no
laboratorio, para depois alimentar os carrapatos adultos, du-
rante trés a quatro dias, em quatro bovinos sorologicamente
negativos para o VLB. Dois meses apdés a exposicdo aos carrapa-
tos, um dos quatro bovinos continha anticorpos fluorescentes de-
tectaveis pelo teste de imunofluorescéncia, utilizando soro
marcado anti-C'3 e particulas virais nas culturas de leucdci-
tos. Anticorpos fluorescentes e particulas virais apareceram nos
outros trés touros, trés meses apd6s a exposicdo. Um dos bovi-
nos desenvolveu também  anticorpos detectaveis pelo teste de
ELISA. Nos quatro bovinos, os anticorpos demonstrados pelo o tes-

te de imunofluorescéncia e ELISA, assim como as particulas vi-
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rais, foram transitérias em natureza, nao detectando-se mais,
trés meses apds a exposicdo aos carrapatos. Os resultados so-
rolégicos e virologicos deste experimento de transmissdao sao
inconsistentes com a abundante informacdo que indicam que o
VLB uma vez introduzido no hospedeiro natural, o bovino, produz
uma infeccao permanente com persisténcia de anticorpos, mais
provavelmente, durante toda a vida do animal (PIPER ET AL. 1979;

MILLER ET AL. 1969; STOCK & FERRER 1972; MAC DONALD ET AL. 1976;
MILLER ET AL. 1972, ONUMA ET AL. 1975).

Mas, recentemente, no Japao, OSHIMA ET AL. (1981) re-
lataram a transmissdo mecanica do VLB utilizando uma populacao
de Tabanideos composta por T. nippomicus (mais de 90%). T. tri-
geminis, T. chrysurinus e Chrysops vanderwulpi. Como em noOSsOS
estudos os pesquisadores japoneses utilizaram o método de ali-
mentacao interrompida, transferindo tabanideos de uma vaca in-
fectada com o VLB para trés cordeiros receptores. Quarenta dias,
apos a exposicao aos tabanideos, os trés cordeiros apresentaram
anticorpos precipitantes de titulo que variava entre 1:8 a
1:32. Esses anticorpos foram detectados no caso de um cordeiro
127 dias apdés a exposicdo, em titulos de 1:256 e no caso de ou-
tro cordeiro, aos 157 dias apds a exposicdo com titulos de
1:128. Os titulos de anticorpos precipitantes desenvolvidos pe-
los cordeiros sao exageradamente altos levantando-se a duvida
de serem dirigidos a antigenos diferentes do VLB.

O resultado deste grupo contrastam também com os nos-
sos resultados no que se refere ao numero de exposi¢cdes, de

131 a 140 vezes para cada cordeiro, durante quatro dias no ex-
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perimento de OSHIMA ET AL. (1981) e 135 a 555 durante 3 a 10 me-
ses, em nosso experimento.

Os experimentos realizados no presente trabalho de-
monstraram claramente que Stomoxys calcitrans pode transportar
por periodos nao definidos, leucodcitos infectados com o VLB, tan-
to no aparelho bucal como no intestino médio. Por outro lado,
0s experimentos de transmissdo mecanica, ndo demonstraram que
sob as condicdes experimentais utilizadas, que S. calcitrans é
um vetor mecanico do VLB. No entanto, esses resultados nao po-
dem ser considerados conclusivos, levando-se em consideracao,
as caracteristicas do experimento utilizado testar a hipdtese
a transmissdo mecanica do VLB. Acredita-se que em condi¢cdes de
campo, durante os meses de maior atividade de insetos hematdfa-
gos, os bovinos sejam atacados por quantidades de mdscas hemato-
fagas muito superiores aquelas utilizadas no presente experimen-
to, em um espaco de tempo significativamente menor. O fato de
se ter utilizado ovinos como receptores para o VLB, nao po-
de ser considerado como fator limitante, desde que existam inu-
meros resultados (HOSS ET AL. 1974; HONNA ET AL. 1980; OLSON ET
AL. 1972; ONUMA & OLSON (1977); OLSON ET AL. 1970; OLSON ET AL.
1977; MAMMERICKX ET AL. 1980; MAMMERICKX ET AL. 1982; ROBERTS
ET AL. 1985), incluindo os nossos que demonstram categoricamen-
te a alta susceptibilidade dos ovinos ao VLB.

A questdao da transmissdao mecanica do VLB por insetos
hematéfagos continua, a rigor, em aberto. Apesar de existirem

isolamento do VLB de tabanideos, mosquitos e carrapatos, como



47

discutido anteriormente, essa evidéncia deve ser considerada
apenas como circunstancial. Permanece, entao, a importancia da
transmissao horizontal do VLB por mecanismos ainda nao elucida-
dos. A informacao disponivel, indica que os animais infectados
nao eliminam virus nas secrec¢des nasais, saliva e urina (MILLER
& VAND DER MAATEN 1979), apesar de que o VLB pode ser isolado
de lavados bronchio-alveolares e traqueais, antes do apareci-

mento de anticorpos (ROBERTS ET AL. 1985).
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CONCLUSOES

Colénias de mobscas S. calcitrans podem ser estabelecidas em

laboratério com um minimo de condig¢des.

A mistura em partes de racdo para ave de postura e cana de-
acucar moida pode ser utilizada com sucesso como meio de

ovipostura e desenvolvimento larval.

Sangue bovino heparinizado pode ser utilizado na alimenta-

cdo de S. calcitrans.

Stomoxys calcitrans selvagens que se alimentam em gado bovi-
no infectado com o VLB se tornam portadores do virus por pe-

riodos nao definidos.

Leucdcitos viaveis de origem bovina podem ser recuperados
tanto do intestino médio como do aparelho bucal de S. Calci-

trans adultos.

Ovinos sao susceptiveis a infeccdo experimental com o Vvi-

rus da leucemia bovina.

O VLB esta presente em leucdcitos bovinos obtidos do intes-



10.

11.

12.

13.

14.

49

tino médio de S. calcitrans adultos.

O VLB esta presente em leucdcitos obtidos do aparelho bu-

cal de S. calcitrans adultos.

Nas presentes condigcbes de experimentacdo, o numero minimo
de leucdcitos viaveis recuperados de S. calcitrans, para se

estabelecer a infeccdo do VLB em cordeiros foi de 3,2 x 105.

Sob as condi¢cdées experimentais do presente trabalho, ndo exis-

te transmissdo horizontal do VLB em ovinos.

Os anticorpos para o gp51 do VLB, desenvolvidos pelos ovi-
nos inoculados con leucdcitos recuperados de S. calcitrans

sao permanentes.

A infeccdao com o VLB em ovinos nao causa alteragdes signifi-
cativas no numero absoluto de linfécitos durante o periodo

experimental de trinta e seis meses.

Culturas breves de leucdcitos preparados a partir de san-
gue periférico de ovinos infectados com o VLB, contém pou-
cas particulas virais do tipo C, raramente detectaveis pe-

la microscopia eletrénica.

Sob as condigdes experimentais utilizadas no presente tra-
balho, o VLB nao foi transmitido mecanicamente de bovinos

infectados a ovinos.
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APENDICE

Diluidor de Thoma

Foi utilizado o Diluidor de Thomas para a diluicdao do

sangue periférico dos ovinos em experimentacao, para efetuar as

contagens mensais de leucodcitos.
Constitui-se:

Violeta Genciana

Tml
Acido Aceético 2ml
Agua destilada 100ml
Meio de cultura HAM F10-100
Agua destilada eam vidro 2000ml
1 pacote de Ham F10 (p6 para fazer 1 litro)

1 pacote de 199 com sal de Hank (p6s para fazer 1 litro)
Bicarbonato de Sddio (NAHC03) 2,69
Penicilina, estreptomicina 2ml
Depois da mistura preparada, distribuir em garrafas

e guardar em geladeira.
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Meio de Cultura RPMI-1640

RPMI 1640 10,49
Agua destilada 1 litro
Bicarbonato de Sd&dio 1,39

May-GRUNWALD-GIEMSA (Panoptico de Pappenheim)
Esse corante consiste de uma mistura de eosinato de
azul de metileno e de azul de ensaio, ideais para maior visua-

lizacao das células sanguineas (MATOS & MATOS, 1981).
Solugdo de May-Grunwald

May-Grunwald - pé 0,2g
Alcool  Metalico 100ml

Solucao Giemsa

Giemsa - po 0,39
Glicerina 25,0ml
Alcool Metilico - puro 25,0ml

Tampao para Imunodifusao

NaCL 85,09
KCI 0,29
NaoHPO4 0,29
KHoPOy4 0.2g
EDTA Dissdédico 0,372g
Merthiolate 1:10.000

(Como preservativo, por litro)



Acetato de Uranila

Preparar uma solugéo de Acetato de Uranila (UO2(CH3COO)2

2H20 ) a 3% em agua destilada.

Citrato de Chumbo
Nitrato de chumbo (Pb (NO3)2 1,339
Citrato de sodio dihidratado (Naz(CgHzO7)
2H,0) 1,7993¢g
Agua destilada Aprox. 30ml

Tampar e agitar vigorosamente a solugao durante 1 mi-

nuto. Agitar brevemente a cada minuto, durante 30 minu-

tos.
Adicionar:
NaCH (1IN - preparada na hora) 8ml

Completar o volume para 50 ml, com agua destilada.



Tabela 1. Recuperagdo do virus da leucemia bovina de leucécitos no intestino médio de S. calcitrans L.

cor - Idade WO - de NO Teuco- Anticorpos para ant7genos do VLB
- citos ino

deiro (dias) moscas

culados O 1 2 3 4 5 & 12 18 240 36
051 5 33 5,6 x 10° - - - + + + + ¥ ++ +4 4+
052 1 22 20 x10° - - -+ s s+ 4+ &4
053 6 e - - - - e - - - -
054 8 23 Lex 108 - o o v s v+ s
055 18 15 1,5x10° - 4+ 4+ o+« o+ o+ 4 4
056 15 15 L5x 108 - - - o+ 4w+ 4 x4
050 24 e — - - - - - .- - - -

-+
"

Anticorpos para a glicoproteina maior (Gp51) do envelope do VLB

++ = Anticorpos para ¢ polipeptideo estrutural (p25) do VLB
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Tabela 2. Contagem absoluta de linfécitos de cordeiros utilizados no experimento de transmissdo do virus da leucemia bovina com leucécitos recuperados do in-

testino médio de S. calcitrans.

Cor-  Lnfecta- No. absoluto de linfocitos /mm3 de sanque
deiro dos apos A M J J A S o0 NoOD JF M A M 3 3 A 5 g N
I

N¢ 20 meses 1082 1082 Ko
051 . 1185 3382 5250 4525 4046 3653 3260 4929 4524 3748 4280 2640 AMS 287% 4350 2565 2660 1405 2553 2871 3439,2 © 235,:
052 + - 2632 2494 3217 4470 4104 3738 4880 4176 3580 4611 3783 4U2S 4702 4900 2684 2675 3473 3190 243G 3664,3 Y 194,;
054 + - 1202 2196 2905 4637 4364 4092 7080 3730 2310 5215 4320 2530 2943 2640 2950 1274 2705 2937 3640 3408,3 2 318,(
055 + - 1927 3473 4162 4995 4318 3642 4312 3407 3751 6020 4901 4248 a867 5032 2905 3212 3000 4581 3835 41257 * 23.¢
056 + - 2232 2666 5586 5978 4751 3525 3913 2650 4248 4698 3760 3806 3719 3750 3024 2887 2652 2773 3492 3663,5 1 235 (

3656,6 * 111,72
053 . 1550 940 3895 5811 4655 4993 5332 €764 2840 5084 5247 2981 390 3/37 2450 3009 2040 3348 2254 3102 3692,6 T 242,2
450 - - - - © 3358 3895 4432 4823 4928 6216 5040 2200 4876 3825 28B0 2645 2345 1950 3979 4130 3845,8 ¥ 301.5

&
1260,7 ¥ 230,0

0L



Tabela 3. Recuperagdo do virus da leucemia bovina de leucécitos obtidos do aparelho bucal de
S. calcitrans L.

Cor - Idade 1O apa- NO Teuco- Anticorpos para antigenos do VLB
deiro  (dias) relhos citos ino Meses
bucais culados 0 1 2 3 4 5 6 12 24
67 60 cm e - . - - - - _ . _
68 60 108 NC* - - - + + + + + +
69 60 100 5,6 x 10% - - . - ] - - . -
70 60 191 8,8 x 10% - - + + + + + + +
72 60 150 3,2 x 108 - - - + + + + +
73 30 150 2,3 x 10% - - - - - - - - _
82 &0 c.e emmmmmaes - - - - - - - - -
* —
NC = Nao contados

Anticorpos para a glicoproteina maior (Gp 51) do envelope do VLB

+
n

LZ



Tabela 4. Contagem linfocitaria absoluta de cordeiros utilizados no experimento de transmissao do vi-
rus da leucemia bovina com leucdcitos recuperados do aparelho bucal de S. calcitrans L.

No. absoluto de Tinfdcitos /m3 de sangue

Cor - Infecta-

deiro dos apos 1983 .

NQ 6 meses M J J A S 0 N X
068 + 3445 2565 2310 1800 2870 1995 3289 2610,6 * 237.0
070 + - 3285 3276 2517 2992 3565 3886 3253,% t 192.,3
072 + 4416 3479 2782 3416 2464 3330 2621 3215,5 t 252,1
X 3015,5 L 144,2
067 - - - 2244 1710 2716 2808 3038 2503,2 - 236,7
069 - 3500 3075 3445 18459 2184 3416 3078 2935,2 * 248,5
073 - - 2520 2496 1760 1606 2914 3000 2382.6 ¥ 237,1
082 - - 2574 2465 3049 3733 4050 4038 3326,5 ' 291.,8
X  2804,9 T 142,86

2L



Tabela 5. Tentativa de transmissdo mecanica do VLB

Idade (inT - % .
4 - Moscas _ Periodo de
Cor - CTD' 0 ex N?. de ingur- ﬂoscas Tenta No. de Resg. $0 exposicio i Periodo de
de'ro perimento)  Mgscas gitadas MU tivas  picadas  roldgica ¢ o :e...  Observagdo
-meses- gitadas
30 7 90 61 67,7 21 165 negativa 4 meses 36 meses
40 7 42 39 92,8 16 135 negativa 3 meses 36 meses
64 2 174 131 75,2 70 555 negativa 10 meses 30 meses
65 2 166 130 78,3 54 518 negativa 9 meses 30 meses
66 Va 133 1Nz 84,2 93 475 negativa 10 meses 30 meses
47 7 - - - - - negativa 4 meses 36 meses
62 2 - - - - - negativa 10 meses 30 meses

€L
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Figura 1 - PRS: Soro de referéncia padrdo

Ag: Antigenos de referéncia do VLB

1: Amostra de soro com anticorpo para glicopro-
teina maior Gp51, do envelope do VLB

2: Amostra de soro negativo para o VLB

3: Amostra de soro com anticorpos para glico-
proteina maior Gp51, do envelope do VLB

4: Amostra de soro com anticorpos para a glico-
proteina maior Gp51 do envelope viral a pa-
ra o polipeptideo estrutural p25.
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Figura 2. Diagrama demonstrativo da técnica utilizada para re-

cuperagdo de leucocitos do Intestino médio de S. calcitrans.
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Figura 3. Diagrama demonstrativo da técnica utilizada para recupera-
¢do de leucécitos  do aparelho bucal de S. calcitrans.
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Figura 4 - Micrografia eletrbnica de cultura de leucdcitos

(ovino 55) demonstrando particula viral em va-
cuolo (aumento 123.000 X).
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Figura 5

Micrografia eletrbnica de cultura de leucodcitos
(ovino 55) demonstrando a presenca de células
mononucleares com caracteristicas de linfocitos
(aumento 90.000 x).



