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“Procure os seus caminhos,  

mas não magoe ninguém nessa procura.  

Arrependa-se, volte atrás, peça perdão!  

Não se acostume com o que não o faz feliz,  

revolte-se quando julgar necessário.  

Alague seu coração de esperanças,  

mas não deixe que ele se afogue nelas.  

Se achar que precisa voltar, volte!  

Se perceber que precisa seguir, siga!  

Se estiver tudo errado,  

comece novamente.  

Se estiver tudo certo, continue.  

Se sentir saudades, mate-a.  

Se perder um amor, não se perca!  

Se o achar segure-o!”  

(Fernando Pessoa) 
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PREVALÊNCIA DA LÍNGUA AZUL EM OVINOS DA REGIÃO DE 

ARAÇATUBA – SÃO PAULO, BRASIL 

 

 

RESUMO - A língua azul é uma doença viral, cujo agente etiológico 

pertence à família Reoviridae, gênero Orbivírus, transmitida por um vetor 

(artrópode) hematófago, do gênero Culicoides. Por se tratar de doença 

confundível com Febre Aftosa está incluída na lista de diagnóstico diferencial 

juntamente com Estomatite Vesicular, Varíola Ovina, Ectima Contagioso. O 

estudo teve como objetivo detectar a presença de anticorpos para língua azul 

em ovinos da região de Araçatuba, por ser esta uma região com rebanho 

expressivo e condições climáticas favoráveis à multiplicação de insetos. As 

amostras foram colhidas ao longo do ano de 2006, de ovinos adultos, em fase 

reprodutiva, (acima de 12 meses e com pelo menos uma parição, ou em caso 

de machos sexualmente maduros) e sem sintomas característicos da doença, 

de ambos os sexos, cadastrados no Núcleo de Produtores de Ovinos da 

Região de Araçatuba, distribuídas nos municípios da Região administrativa de 

Araçatuba. O tamanho da amostras foi calculado, considerando-se distribuição 

normal, prevalência de 50%, nível de confiança de 95% e precisão absoluta de 

3%. Foram analisadas 1002 amostras de soros ovinos adultos, provenientes de 

31 cabanhas, pelas provas de imunodifusão dupla em gel de agar (IDGA) e 

ELISA (Enzyme Linked immunosorbent Assay) de competição da fase sólida 

(ELISA CFS), provenientes do Centro Panamericano de Febre aftosa. Dessas 

amostras, 744 (74,3%) foram reagentes ao vírus da língua azul , pelo teste de 

ELISA–CFS e 651 (65,1%), pela técnica de IDGA. Não houve associação 

significante entre prevalência da doença e o sexo dos animais. Esses 

resultados revelam que o Vírus da Língua Azul encontra-se disseminado 

nessas regiões, sugerindo a ocorrência de infecções inaparente.  

 

Palavras chaves: diagnóstico, IDGA, ELISA, ovinos 
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BLUETONGUE VIRUS ANTIBODIES DETECTIONS IN SHEEP FROM 

ARAÇATUBA REGION –SAO PAULO, BRAZIL 

 

SUMMARY - Bluetongue (BT) is an infectious, non-contagious, insect-born viral 

disease of Ruminants. The causative agent of BT is bluetongue virus (BTV) that 

belongs to the family Reoviridae genus Orbivirus. Insect vectors in the genus 

Culicoides transmit this virus. BT affects domestic and wild ruminants, however 

small ruminants are considered the most affected specie. BT is included in the 

OIE list based on the differential diagnosis with Foot and Mouth Disease 

(FMDV), Vesicular Stomatitis Virus (VSV) and Sheep Pox Virus (SPV). The aim 

of the study was to detect antibodies against BTV in commercial sheep farms, 

of the Northeastern region of Sao Paulo State, Brazil. The size of the samples 

was calculated, considering normal distribution, prevalence of 50%, confidence 

level of 95% and absolute precision of 3%.A total of 1002 sera samples 

collected from adult sheep (above 1 year-old), comprising a total of 31 farms, 

were screened for the presence of BTV antibodies, by agar gel immunodiffusion 

test (AGID) and ELISA-CFS (Enzyme Linked Immunosorbent Assay – 

competitive solid phase), both produced by Pan American Center of FMDV. 

From a total of 744 samples 74,3% were positive by ELISA – CFS  and 651 

(65,1%) were positive by AGID. There was no significant association between 

prevalence of the disease and sex of animals.These results suggest that the 

BTV is widespread among farms, probably causing subclinical infections, with 

high level of antibodies. 

 

 

Keywords: diagnosis, AGID, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, sheep
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 O rebanho brasileiro detém um efetivo de 16.019.170 cabeças sendo 

que a região nordeste concentra o maior número de animais, seguida pela 

região sul, centro-oeste, sudeste e norte (IBGE, 2006). O crescimento da 

ovinocultura de corte e sua expansão para outras regiões produtoras têm sido 

impulsionados pelo elevado potencial do mercado consumidor de grandes 

centros urbanos (SIQUEIRA, 1996). 

 O grande potencial da ovinocultura no Brasil, principalmente na região 

sudeste, que compreende o maior mercado consumidor do país, fundamenta-

se na crescente aceitação da carne de cordeiro, cuja produção não tem sido 

suficiente para atender à demanda do mercado interno e tem resultado no 

aumento da importação de ovinos vivos, carcaças e carne congelada ou 

refrigerada.  

 O estado de São Paulo, que detém o maior rebanho da região sudeste, 

com aproximadamente 378 mil cabeças (IBGE, 2006), tem apresentado nos 

últimos anos um considerável aumento não apenas do número de cabeças 

como também de criadores interessados em investir no setor. 

 A região de Araçatuba, que esta em segundo lugar em número de 

cabeças de ovinos na região Sudeste, onde a pecuária bovina de corte vem 

perdendo espaço para outras atividades, a ovinocultura apresenta-se como 

uma atraente alternativa, principalmente para pequenos e médios produtores, 

por não exigir grandes áreas e pelo fato dos ovinos demonstrarem maior 
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produção de carne/ha/ano quando comparados com bovinos sob as mesmas 

condições de criação a pasto, além de possibilitarem um giro mais rápido de 

capital. Entre os ruminantes, as espécies caprina e ovina são as que 

apresentam o menor tempo entre o nascimento e o abate (SORIO, 2005).  

 Apesar de todas as perspectivas favoráveis para o seu desenvolvimento, 

a viabilidade econômica da atividade vai depender de uma série de fatores e 

entre estes, o uso de técnicas adequadas de manejo que assegurem oferta 

constante de produtos de qualidade a preços competitivos. 

A ocorrência de viroses é comum nos rebanhos ovinos, e em 

determinadas circunstâncias, são inevitáveis os prejuízos advindos pela 

introdução e disseminação dessas doenças no rebanho (PINHEIRO et al., 

2003). 

Neste contexto, a natureza de uma doença, especialmente sua 

epidemiologia e o potencial de disseminação desta sobre populações animais é 

fator de relevante importância e preocupação dos veterinários devido à 

morbidade e mortalidade e seu caráter endêmico (GARNER; LACK, 1995). 

A Língua Azul (LA) é uma doença infecciosa, não contagiosa, de 

notificação obrigatória, segundo a Organização Mundial de Saúde Animal (OIE, 

2006) e há restrições à movimentação internacional dos animais e seus 

produtos. Esta enfermidade reconhecida pela primeira vez na África do Sul no 

final do século XVIII e foi descrita com detalhes por Hutchen em 1902, foi 

denominada de “Epizootia catarral das ovelhas”. Em 1902 ainda sem conhecer 

a etiologia, foi proposto o nome de Língua Azul (RONDEROS et al., 2003) 
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devido à inflamação observada na língua e na mucosa oral, que apresenta uma 

coloração roxa escura ou azulada. Em 1906 demonstrou-se que a doença era 

causada por vírus, injetando-se sangue filtrado de ovelhas doentes em animais 

susceptíveis, reproduzindo dessa forma a doença clínica (THEILER, 1906). 

Em meados do século XX, DuToit (1944) demonstrou a transmissão da 

enfermidade por meio de Culicoides e Neitz caracterizou os diversos sorotipos 

virais, mostrando que não induziam uma resposta de proteção imunológica 

cruzada. Em 1952 o vírus da Língua Azul foi isolado nos Estados Unidos 

(Califórnia) a partir de um foco em ovinos. 

Segundo relatam Cunha et al. (1987; 1988) a LA surgiu no Brasil em 

decorrência da importação de animais de raças leiteiras contaminadas. 

Primeiramente relatada por Silva em 1978 que descreveu anticorpos contra o 

vírus da língua azul (VLA) em ovinos e bovinos no Estado de São Paulo, sendo 

o primeiro da América do Sul a identificar a presença do vírus em seus 

rebanhos (LOBATO, 1999). 

Ruminantes são susceptíveis ao vírus causador da LA, em geral a 

infecção ocorre de forma não aparente, com exceção dos ovinos, que podem 

manifestar sinais evidentes, com diminuição na produção e mortalidade 

elevada (LOBATO, 1999). Uma vez a doença instalada, os sinais são variados 

(Figuras 1, 2 e 3) ; na forma subaguda, os cordeiros apresentam-se debilitados, 

ocorre abortamento, anomalias congênitas, e baixo índice de mortalidade. Em 

contrapartida na forma aguda, ocorre febre que pode chegar a 42o C, 

inflamação, erosão e necrose da mucosa oral, edema de língua, cianose, 
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abortos, coronite, pododermatite, morte entre 8 a 10 dias, ou pode ocorrer a 

recuperação, que é lenta com esterilidade e atraso de crescimento 

(WALTON,1980). Segundo Erasmus (1975) os sinais observados com mais 

freqüência são edema facial, erosão e ulceração do trato gastro intestinal, 

coronite com conseqüente claudicação e febre alta. Dessa forma, alguns 

destes sinais clínicos podem ser confundidos com febre aftosa, febre catarral 

maligna, dermatite pustular contagiosa, poxvirus, doença da fronteira, “foot 

root” e actinobacilose sendo, portanto o diagnóstico diferencial de fundamental 

importância. O controle destas ocorrências, bem como seu diagnóstico é 

fundamental em virtude das barreiras sanitárias impostas ao Brasil em 

decorrência destas enfermidades a exemplo do ocorrido com Febre Aftosa nos 

Estados do Mato Grosso e Paraná em 2005. 
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FIGURA 1 - Sintomas leves apresentados por infecção experimental de ovinos 

mantidos em isoladores A) Apatia, depressão; B) Conjuntivite; C) 

Gengivite e D) Edema e hiperemia do trato respiratório superior 

(INSTITUTE FOR ANIMAL HEALTH, 2007 a) 
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FIGURA 2 - Sintomas moderados apresentados por infecção experimental de 

ovinos mantidos em isoladores: A) Conjuntivite e epífora; B) 

Severa secreção no trato respiratório com edema e hiperemia; C) 

Coronite (INSTITUTE FOR ANIMAL HEALTH, 2007 b) 
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FIGURA 3 - Sintomas graves ocasionados por infecção experimental em ovinos 

mantidos em isoladores: A) Sialorréia; B) Cianose da língua, sinal 

que originou o nome da doença "Blue Tongue Disease" e edema de 

face (INSTITUTE FOR ANIMAL HEALTH, 2007 c) 
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As lesões macroscópicas da LA variam de acordo com o estádio da 

doença, do sorotipo do vírus infectante e das condições ambientais. As lesões 

geralmente são visíveis durante os últimos estádios da doença e correspondem 

à congestão, edema e hemorragia das mucosas oral e esofágica, palato mole, 

bexiga, rins, pré-estômagos, pulmões, baço, laminite, degeneração muscular e 

ulcerações do epitélio da língua (PARSONSON, 1990). As lesões 

microscópicas caracterizam-se por infiltrado celular inflamatória, vacuolização 

celular, estase sanguínea, hipertrofia das células endoteliais dos vasos pouco 

calibrosos e fragmentação dos mesmos (MICHELSEN, 1990). As lesões 

anátomo-patológicas da LA são decorrentes dos danos causados pelo Vírus da 

Língua Azul (VLA) nos capilares sanguíneos, que resultam em aumento de 

permeabilidade vascular, edema, hemorragia, trombose, isquemia e necrose 

das mais variadas estruturas e órgãos (PARSONSON, 1990). 

A grande importância de se determinar os animais portadores é o fato do 

gado bovino, quando infectado, apresentar uma longa viremia, de tal forma que 

atua como reservatório, a partir do qual, os vetores podem se contaminar e 

transmitir o vírus a outros ruminantes como os ovinos (GORCHS; LAGER, 

2001). Essa viremia em bovinos pode chegar a 70 dias e em ovinos varia de 14 

a 28 dias (FENNER et al.,1993). 

Uma vez detectada, a LA apresenta conseqüências sócio-econômicas 

ou sanitárias graves, com repercussão severa no comércio internacional de 

animais e produtos de origem animal, sendo que, uma vez introduzida em um 
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determinado país, a possibilidade de sua erradicação é pequena (KONRAD et 

al., 2003). 

O VLA é o protótipo do gênero Orbivírus (Figura 4 e 5), da família 

Reoviridae (Figura 6), os quais são arbovírus, transmitidos por artrópodes 

(FENNER et al., 1992) que se infectam ao ingerirem sangue de vertebrados no 

período de viremia, com replicação viral nos tecidos dos artrópodes que os 

transmitem através da picada (JUBB et al., 1993). A família Reoviridae, cuja 

característica mais relevante é a dupla fita de RNA constituído de 10 a 12 

segmentos independentes e simetria icosaédrica, são partículas virais não 

envelopadas que se replicam no citoplasma, e deixam à célula infectada por 

lise celular (FENNER et al., 1992). A caracterização das proteínas virais, bem 

como sua localização e função biológicas estão resumidas na Tabela 1.  

 

 

FIGURA 4 - Partícula viral Orbivirus completa: azul escuro = VP5 e azul claro = 

VP2. (MICROBIOLOGY BYTES,2008). 
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FIGURA 5 - A) Partícula do VLA completa; B) camada mais externa do 

capsídeo; C) camada mais interna do capsídeo; D) Estrutura 

tridimensional da proteína viral VP3; E) Estrutura tridimensional 

da proteína viral VP7 (VIPERDB VIRUS PARTICLE EXPLORER, 

2008).  
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FIGURA 6 - Taxonomia dos RNA de fita dupla, em Famílias e Gêneros, 

incluindo o Gênero Orbivirus.( PALMER, 2006).
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São conhecidos 24 sorotipos (Figura 7) (FENNER et al.,1993), 

transmitidos principalmente por um inseto do gênero Culicoides (RONDEROS 

et al., 2003) “mosquito pólvora”, mas também foi isolado de moscas de ovinos 

(Melophagus ovinus) e piolhos de bovinos (Haematopinus eurysternus) 

(HOURRIGAN; KLINGSPORN, 1975).  

 

 

FIGURA 7 – Árvore filogenética dos 24 sorotipos do VLA (MERTENS et al, 

2007 b) . 

 

EM 1952, foi a primeira vez em que o vírus foi isolado na América do 

Norte (McKERCHER et al. 1953) 

Os sorotipos 2, 10, 11, 13, e 17 já foram identificados nos E.U.A. (GIBBS 

et al., 1983). O sorotipo 11, no Canadá (CLAVIJO et al. 2000). Em 1986, na 

região do Caribe e América Central,identificaram sorotipos 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 

14 e 17 (CLAVIJO et al., 2002).  
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Informações sobre os sorotipos predominante do VLA presentes na 

América do Sul é limitada. Em 1980, o sorotipo 4 foi isolado de touros 

Brasileiros mantidos em quarentena nos E.U.A. (GROOCOCK; CAMPBELL 

1982). Em 2001 Clavijo et al. isolou o sorotipo 12 utilizando RT – PCR e VN , a 

partir de um surto clinico em ovelhas criadas na região de Curitiba, Paraná 

(CLAVIJO et al., 2002) . Essa propriedade criava ovinos, caprinos, bovinos e 

ruminantes selvagens já haviam sido vistos na fazenda. Os sinais clínicos nos 

ovinos além da temperatura de 39,5ºC a 40,8ºC incluíam depressão, hiperemia 

da cavidade oral e edema facial, especialmente sobre os lábios, língua, focinho 

e no espaço submandibular. Alguns animais apresentaram lacrimejamento e 

descarga nasal serosa que, em outros, se tinha tornado mucopurulento. 

Necrose do epitélio do nariz e ponta da língua também foi visto. Não se sabe, 

se esse sorotipo já estava presente na região ou se foi introduzido. 

O VLA depende dos vetores dípteros do gênero Culicoides (Figura 8) 

para se manter na natureza, sendo as condições de temperatura e umidade, na 

grande parte do nosso país, fatores que favorecem a multiplicação e 

manutenção dos mesmos, caracterizando a endemia.  

O VLA tem sido encontrado em várias partes do mundo, incluindo África, 

Europa, Oriente Médio, Austrália, Pacífico Sul, América do Norte e Sul, e partes 

da Ásia. Sua distribuição esta geralmente limitada em países localizados nas 

áreas tropicais e subtropicais estando compreendida nas latitudes entre 50ºN e 

34ºS, porém dados recentes demonstram que está expandindo para o 

hemisfério norte (OIE, 2007). 
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FIGURA 8 - Demonstração do vetor Culicoides sp se alimentando durante a 

fase reprodutiva das fêmeas. (INSTITUTE FOR ANIMAL 

HEALTH, 2008 d) 

 

 Cerca de 1247 espécies de Culicoides já foram identificadas 

(BORKENT; WIRTH, 1997), mas apenas 17 estão relacionadas com a 

transmissão do VLA (MELLOR, 1990). As principais espécies transmissoras do 

VLA são C. actoni Smith e C. fulvus Sen Das Gupta (Austrália, leste e sudeste 

da Ásia), C. brevitarsis Kieffer e C. wadai Kitaoka (Austrália e sudeste da Ásia) 

e C. imicola Kieffer (África, países do mediterrâneo, sul e leste da Ásia). Na 

América do Norte o principal vetor é C. variipennis (Coquillett). Na América 

Central e América do Sul, C. insignis Lutz e C. pusillus Lutz parecem ser os 

principais vetores competentes do VLA (SAENZ; GREINER, 1994; WIRTH; 

DYCE, 1985), sendo que os sorotipos 2, 3 e 6 já foram isolados a partir de C. 

insignis, e os sorotipos 3 e 4 a partir do C. pusillus (GREINER et al, 1985; MO 

et al, 1994).  
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 Os Culicoides adquirem o BTV após a ingestão de sangue contendo 

vírus. Este vai se adsorver na parede do intestino médio do mosquito, e se 

multiplicará neste e em outros tecidos do inseto, incluindo as glândulas 

salivares, podendo ser transmitido a um ruminante suscetível quando o inseto 

se alimentar novamente.  

 Apenas as fêmeas de Culicoides são hematófagas e requerem pelo 

menos um repasto sangüíneo para a conclusão de um ciclo ovariano. Dessa 

forma, o pico de atividade desses insetos está relacionado com seu ciclo 

reprodutivo. A alimentação ocorre no período noturno e as temperaturas ótimas 

para a atividade estão entre 13 e 35ºC, sendo que temperaturas elevadas 

diminuem o tempo necessário para a conclusão de um ciclo ovariano e, por 

conseguinte, aumentam a freqüência de alimentação. Esta temperatura 

elevada também é fator necessário para eclosão dos ovos.  

 Diante destas características do inseto o clima representa o principal 

fator de risco, já que os Culicoides requerem calor e umidade, para se 

reproduzirem, bem como clima úmido quente e calmo, para se alimentarem. 

Altas temperaturas favorecem a reprodução do vetor, as excessivamente altas 

podem reduzir a sobrevivência de vetores adultos (WARD; THURMOND, 

1995). Já às temperaturas altas são mais significativas como determinante da 

distribuição mundial do vetor, sendo estes encontrados, principalmente, em 

países de clima tropical e sub-tropical (GIBBS; GREINER, 1994). 

 Os Culicoides se multiplicam em regiões alagadas com alta 

concentração de matéria orgânica ou em águas limpas. São áreas de eleição 
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para a reprodução desses vetores: áreas pantanosas, terreno irrigado, cocho, 

cavidades de árvores, frutas em putrefação, solo úmido, áreas lamacentas e 

áreas de escoamento fecal ao redor das fazendas (existem algumas espécies 

de Culicoides que se reproduzem apenas em esterco bovino e possuem 

preferência em se alimentarem nessa espécie animal). Dessa forma, a 

umidade influencia na distribuição das espécies do inseto por meio do efeito na 

disponibilidade de locais adequados para a reprodução (LOBATO, 1999) e 

também na multiplicação deste vetor. 

 Assim, estações do ano, como o verão, favorecem a reprodução e a 

atividade dos Culicoides e, conseqüentemente, a maior transmissão do BTV; 

de outro modo, sua população tende a reduzir no final do outono e inverno 

quando a temperatura e a umidade são mais baixas, sendo a Língua Azul de 

caráter sazonal em muitas regiões (GIBBS; GREINER, 1994; WARD, 1996; 

LOBATO, 1999). 

 Outro fator climático que influencia na dispersão aérea dos Culicoides é 

a velocidade e direção dos ventos, estudos mostraram que algumas espécies 

podem ser carregadas pelo vento por 5 a 6 km de distância. 

 A epidemiologia da Língua Azul consiste em uma interação complexa e 

dinâmica envolvendo o hospedeiro, os diferentes sorotipos virais, os vetores, o 

clima e suas interrelações. Dessa forma, a distribuição do BTV está restrita às 

áreas onde estão presentes espécies competentes do vetor e número 

suficiente de hospedeiros susceptíveis, e a transmissão da doença está 

limitada ao período do ano em que as condições climáticas favorecem o 
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aumento da população do vetor e a atividade (vôo e repasto sangüíneo) dos 

insetos adultos (MELLOR, 1996; WARD et al., 1994; WARD; THURMOND, 

1995; WITTMANN; BAYLIS, 2000).  

Devido à variação entre hábitos alimentares, preferência por 

hospedeiros e competência na transmissão da doença entre as diferentes 

espécies de Culicoides, os bovinos, por apresentarem uma viremia prolongada 

funcionam como reservatório do vírus, durante as estações mais frias, onde o 

número de vetores é menor (GIBBS; GREINER, 1988).  

A transmissão venérea por meio de sêmen contaminado e transmissão 

congênita do VLA podem ocorrer em ruminantes (MICHELSEN, 1990; 

FENNER et al.,1993), mas o risco é bem menor quando comparado a 

importação de animais vivos, pois o vírus só é eliminado no sêmen 

temporariamente, durante o período de viremia (ROBERTS et al., 1993). O 

vírus não é encontrado no espermatozóide, mas foi isolado de testículo, 

epidídimo, vesícula seminal, glândula bulbouretral e próstata durante a viremia, 

fato ainda não elucidado pela literatura (OSBURN, 1994), sendo a sua 

presença provavelmente associada com traços de sangue infectado com o 

vírus, proveniente do trato genital. 

O vírus é inativado a 50oC/3horas; 60oC/15 min. por β-propiolactona, 

pelos desinfetantes iodóforos e compostos fenólicos, sensível ao pH<6,0 e >8,0 

e muito estável em presença de proteína (WALTON,1980). 

O levantamento da prevalência de anticorpos para esta enfermidade tem 

importância epidemiológica para esta região, em decorrência da crescente 
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expansão da criação de ovinos e das condições climáticas favoráveis à 

multiplicação e disseminação dos mosquitos Culicoides. Nogueira e Nogueira 

Júnior (2005) demonstram que o plantel de ovinos do Estado de São Paulo 

está concentrado nos Escritórios de Desenvolvimentos Regionais (EDRs) de 

Marília, Araçatuba, São José do Rio Preto, Botucatu e Andradina. Por fim, o 

conhecimento da situação da infecção contribuirá para uma gestão sanitária 

adequada, e para demonstrar transparência da real situação da distribuição do 

VLA em nosso território. 

Testes sorológicos têm exercido um importante papel na determinação e 

no conhecimento da distribuição da infecção. A sorologia pode ser utilizada 

para confirmar a infecção pelo vírus, porém em áreas endêmicas é difícil 

determinar a significância de um resultado positivo, sem o uso da sorologia 

pareada ou outros testes complementares (LOBATO, 1999). 

Vários testes de diagnóstico são utilizados para avaliar a infecção de 

ruminantes pelo VLA, incluindo a pesquisa direta do vírus por isolamento viral 

(IV) e PCR e para pesquisa de anticorpos vírus-neutralização (VN), 

imunodifusão em gel de ágar (IDGA), e ELISA C. 

O IV é o teste prescrito para revelar infecção recente pelo VLA, 

considerando o período de viremia que em bovinos pode chegar a 70 dias e em 

ovinos de 14 a 28 dias (FENNER et al., 1993). No entanto, devido à duração 

limitada de circulação de vírus, este teste muitas vezes pode produzir 

resultados falso-negativos (AFSHAR, 1994). Já o PCR identifica ácidos 

nucléicos viral por até seis meses pós infecção, esta alta sensibilidade pode 
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identificar mais precocemente os animais expostos comparado ao IV 

(MACLACHLAN et al., 1994).  

A VN detecta sorotipo específico e é geralmente considerada como teste  

para detecção de anticorpos sorotipo específico (JOCHIM, 1985). Este teste é 

altamente específico e moderadamente sensível, podendo ocorrer reações 

cruzadas entre os sorotipos (THOMAS, 1985).  

Os primeiros ensaios sorológicos foram realizados pelas técnicas de 

inibição da hemaglutinação (HI), hemólise em gel e reação de 

imunofluorescência indireta (RIFID) (WALTON, 1980). 

Entre os anos de 1968 a 1980 o teste empregado para diagnóstico e 

qualificação de animais para exportação era o de Fixação de Complemento 

(FC). A partir de então, a reação de FC vem sendo substituída pelo teste de 

Imunodifusão em gel de ágar (IDGA) (LOBATO, 1999), sendo o método mais 

utilizado para detecção de anticorpo (PEARSON; JOCHIM, 1979).  

A prova de IDGA não é quantitativa, possui baixa sensibilidade e 

especificidade bem como sua interpretação subjetiva (AFSHAR et al, 1987; 

WARD et al., 1995). A razão para isso, resume-se nas reações cruzadas com 

outros Orbivírus (DELLA-PORTA et al.,1985) e a identificação de anticorpos 

contra proteínas do grupo dos Vírus da Língua Azul (VLA), não sendo possível 

identificar qual é o sorotipo envolvido (LOBATO, 1999). 

Já o ELISA - CFS, produzido com AcM sorogrupo específico, prescrito 

pela OIE, está progressivamente substituindo o teste de IDGA e utilizado como 

teste confirmatório para movimentação de animais (OIE, 2008). 
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Reddington et al. (1991), concluíram que a sensibilidade do ELISA 

competitivo (ELISA-C) é comparável a do Western Blotting (WB), da técnica de 

Rádio Imuno-precipitação (RIP) e da Soro-neutralização (SN), esses três 

métodos são métodos altamente sensíveis e específicos para a detecção de 

anticorpos anti-polipeptídeos virais específicos, mas, por serem muito 

trabalhosos, eles não são apropriados para o uso de diagnóstico de rotina. 

Afshar et al. (1987) comparou o ELISA competitivo (ELISA-C) e o ELISA 

indireto (ELISA-I) para a detecção de anticorpos anti-VLA, sendo que o ELISA-

C mostrou-se mais sensível na detecção de anticorpos que o ELISA-I.  

Recentemente a utilização de anticorpo monoclonal em kits de ELISA-C 

demonstrou alta sensibilidade e especificidade para detectar anticorpo para o 

VLA (SHRINGI; SHRINGI, 2005). O teste baseia-se na utilização de anticorpo 

monoclonal anti-VP7, que por um ensaio competitivo quantifica nos soros dos 

animais testados anticorpos vírus neutralizantes, direcionados a VP7 (MARTYN 

et al.,1990).  

Até o momento, não havia relatos da ocorrência de LA em ovinos da 

região de Araçatuba e Andradina. Poucos estudos em ovinos estão disponíveis 

no Brasil.  

No Brasil, o único dado utilizando o ELISA para detecção de anticorpo 

contra o VLA, foi Pandolfi (1999), que detectou através do ELISA competitivo a 

ocorrência de sorologia positiva em 87% (54/62) dos ovinos testados 

pertencentes ao rebanho da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinária do 

Campus de Jaboticabal – UNESP. 
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 Por outro lado com IDGA, alguns autores como Cunha et al. (1988), 

examinaram 66 soros de ovinos provenientes de 11 municípios do Estado do 

RJ, obtendo 24,24% (16/66) de positividade. Arita et al. (1992) examinou 72 

soros de ovinos de São Paulo, obtendo uma positividade de 52,7% (38/72). 

Lobato et al. (2001) realizaram um levantamento em propriedades de caprinos 

e ovinos no Norte de Minas, Jequitinhonha e Vale do Mucuri em MG, indicando 

que 61,8% (389/628) dos ovinos foram soropositivos para LA. Costa et 

al.(2006) nas mesorregiões Sudoeste e Sudeste do Rio Grande do Sul,  

utilizaram a técnica de IDGA em ovinos, obtendo a prevalência de 0,16% para 

LA (2/1331)  

Diante da escassez de informações sobre a prevalência de anticorpos 

anti-VLA no Estado de São Paulo, e em virtude da crescente organização do 

setor produtivo na ovinocultura, a presente investigação visa consolidar a 

parceria Universidade e órgãos reguladores oficiais na certeza de colaborar 

com programas sanitários mais sólidos. Neste sentido, os principais objetivos  

foram: 

1. Determinar, na região de Araçatuba-SP, a prevalência da Língua Azul 

em ovinos na fase reprodutiva, utilizando os teste de IDGA e ELISA – C; 

2. Correlacionar os resultados obtidos pelos métodos de diagnóstico IDGA 

e ELISA CFS; 
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CAPÍTULO 2  

DETECÇÃO DE ANTICORPOS CONTRA O VÍRUS DA LÍNGUA AZUL EM 

OVINOS NA REGIÃO DE ARAÇATUBA – SÃO PAULO, BRASIL 

 

RESUMO -  A língua azul é uma doença viral, cujo agente etiológico pertence à 

família Reoviridae, gênero Orbivírus, transmitida por um vetor (artrópode) 

hematófago, do gênero Culicoides. Por se tratar de doença confundível com 

Febre Aftosa está incluída na lista de diagnóstico diferencial juntamente com 

Estomatite Vesicular, Varíola Ovina, Ectima Contagioso. O estudo teve como 

objetivo detectar a presença de anticorpos para língua azul em ovinos da 

região de Araçatuba, por ser esta uma região com rebanho expressivo e 

condições climáticas favoráveis à multiplicação de insetos. As amostras foram 

colhidas ao longo do ano de 2006, de ovinos adultos, em fase reprodutiva, 

(acima de 12 meses e com pelo menos uma parição, ou em caso de machos 

sexualmente maduros) e sem sintomas característicos da doença, de ambos os 

sexos, cadastrados no Núcleo de Produtores de Ovinos da Região de 

Araçatuba, distribuídas nos municípios da Região administrativa de Araçatuba. 

O tamanho da amostras foi calculado, considerando-se distribuição normal, 

prevalência de 50%, nível de confiança de 95% e precisão absoluta de 3%. 

Foram analisadas 1002 amostras de soros ovinos adultos, provenientes de 31 

cabanhas, pelas provas de imunodifusão dupla em gel de agar (IDGA) e ELISA 

(Enzyme Linked immunosorbent Assay) de competição da fase sólida (ELISA 

CFS), provenientes do Centro Panamericano de Febre aftosa. Dessas 

amostras, 743 (74,3%) foram reagentes ao vírus da língua azul , pelo teste de 

ELISA–CFS e 651 (65,1%), pela técnica de IDGA. Não houve associação 

significante entre prevalência da doença e o sexo dos animais. Esses 

resultados revelam que o Vírus da Língua Azul encontra-se disseminado 

nessas regiões, sugerindo a ocorrência de infecções inaparente. 

Palavras chave: diagnóstico, IDGA, ELISA, inquérito soroepidemiológico 
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SUMMARY - Bluetongue (BT) is an infectious, non-contagious, insect-born viral 

disease of Ruminants. The causative agent of BT is bluetongue virus (BTV) that 

belongs to the family Reoviridae genus Orbivirus. Insect vectors in the genus 

Culicoides transmit this virus. BT affects domestic and wild ruminants, however 

small ruminants are considered the most affected specie. BT is included in the 

OIE list based on the differential diagnosis with Foot and Mouth Disease 

(FMDV), Vesicular Stomatitis Virus (VSV) and Sheep Pox Virus (SPV). The aim 

of the study was to detect antibodies against BTV in commercial sheep farms, 

of the Northeastern region of Sao Paulo State, Brazil. The size of the samples 

was calculated, considering normal distribution, prevalence of 50%, confidence 

level of 95% and absolute precision of 3%.A total of 1002 sera samples 

collected from adult sheep (above 1 year-old), comprising a total of 31 farms, 

were screened for the presence of BTV antibodies, by agar gel immunodiffusion 

test (AGID) and ELISA-CFS (Enzyme Linked Immunosorbent Assay – 

competitive solid phase), both produced by Pan American Center of FMDV. 

From a total of 743 samples 74,3% were positive by ELISA – CFS  and 651 

(65.1%) were positive by AGID. There was no significant association between 

prevalence of the disease and sex of animals.These results suggest that the 

BTV is widespread among farms, probably causing subclinical infections, with 

high level of antibodies. 

 

Keywords: diagnoses, AGID, ELISA-CFS, seroepidemiological survey 
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INTRODUÇÃO 

A ocorrência de viroses é comum nos rebanhos ovinos, e em 

determinadas circunstâncias, são inevitáveis os prejuízos advindos pela 

introdução e disseminação dessas doenças no rebanho (PINHEIRO et al., 

2003). 

Neste contexto, a natureza de uma doença, especialmente a 

epidemiologia e seu potencial de disseminação sobre populações animais é 

fator de relevante importância e preocupação dos veterinários devido à 

morbidade e mortalidade, bem como o seu caráter endêmico (GARNER & 

LACK, 1995). 

A Língua Azul (LA) é uma doença infecciosa, não contagiosa, de 

notificação obrigatória, segundo a Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) 

(OIE, 2008) e como conseqüência, há restrições à movimentação internacional 

dos animais e seus produtos. Esta enfermidade reconhecida pela primeira vez 

na África do Sul no final do século XVIII, foi descrita com detalhes por 

HUTCHEN em 1902, e denominada de “Epizootia catarral das ovelhas”. Em 

1902 ainda sem conhecer a etiologia, foi proposto o nome de Língua Azul 

(RONDEROS et al., 2003) devido à inflamação observada na língua e na 

mucosa oral, que apresenta uma coloração roxa escura ou azulada. Em 1906 

demonstrou-se que a doença era causada por vírus, injetando-se sangue 

filtrado de ovelhas doentes em animais susceptíveis, reproduzindo dessa forma 

a doença clínica (THEILER, 1906). 
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Segundo relatam CUNHA et al. (1987 e 1988) a LA surgiu no Brasil em 

decorrência da importação de animais de raças leiteiras contaminadas. 

Primeiramente relatada por Silva em1978 que descreveu anticorpos contra o 

vírus da língua azul (VLA) em ovinos e bovinos no Estado de São Paulo. 

Ruminantes são susceptíveis ao vírus causador da LA, em geral a 

infecção ocorre de forma não aparente, com exceção dos ovinos, que 

manifestam sinais evidentes, com diminuição na produção e mortalidade 

elevada (LOBATO, 1999). Segundo ERASMUS (1975) os sinais observados 

com mais freqüência são edema facial, erosão e ulceração do trato gastro 

intestinal, coronite com conseqüente claudicação e febre alta. Dessa forma, 

alguns destes sinais clínicos podem ser confundidos com febre aftosa, febre 

catarral maligna, dermatite pustular contagiosa, poxvirus, doença da fronteira, 

“foot root” e actinobacilose sendo, portanto o diagnóstico diferencial de 

fundamental importância. O controle destas doenças, bem como seu 

diagnóstico é fundamental em virtude das barreiras sanitárias impostas ao 

Brasil, devido a existência destas  a exemplo do ocorrido com Febre Aftosa nos 

Estados do Mato Grosso e Paraná. 

O VLA é o protótipo do gênero Orbivírus, da família Reoviridae, os quais 

são arbovírus, transmitidos por artrópodes (FENNER et al., 1992) que se 

infectam ao ingerirem sangue de vertebrados no período de viremia, com 

replicação viral nos tecidos dos artrópodes que os transmitem através da 

picada (JUBB et al., 1993).  
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São conhecidos 24 sorotipos (FENNER et al.,1993), transmitidos 

principalmente por um inseto do gênero Culicoides (RONDEROS et al., 2003) 

“mosquito pólvora”, mas também foi isolado de moscas de ovinos (Melophagus 

ovinus) e piolhos de bovinos (Haematopinus eurysternus) (HOURRIGAN & 

KLINGSPORN, 1975). O VLA depende dos mosquitos vetores para se manter 

na natureza sendo as condições de temperatura e umidade, na grande parte do 

nosso país, fatores que favorecem a multiplicação e manutenção dos mesmos, 

caracterizando a endemia. As mudanças climáticas em regiões limítrofes de 

endemias, movimentação de animais, mudança nas características da estação 

chuvosa e, principalmente, movimento dos ventos que podem trazer os vetores 

de regiões distantes para áreas livres da doença (LOBATO, 1999), como o 

ocorrido no surto da Inglaterra em 2006. 

A transmissão venérea por meio de sêmen contaminado e transmissão 

congênita do VLA podem ocorrer em ruminantes (MICHELSEN, 1990; 

FENNER et al.,1993), porem de menor importância epidemiológica quando 

comparado a importação de animais vivos, pois o vírus só é eliminado no 

sêmen temporariamente, durante o período de viremia (ROBERTS et al., 

1993), sendo a sua presença provavelmente associada com traços de sangue 

infectado com o vírus, proveniente do trato genital.  

Com o objetivo de verificar anticorpos para esta enfermidade nos ovinos 

dos municípios pertencentes à Região Administrativa (RA) de Araçatuba, foram 

realizados os testes de IDGA e ELISA – CFS, a escolha da região ocorreu 

devido à crescente expansão da ovinocultura e das condições climáticas 
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favoráveis à multiplicação e disseminação dos mosquitos Culicoides. 

NOGUEIRA & JUNIOR (2005) demonstram que o plantel de ovinos do Estado 

de São Paulo está concentrado nos Escritórios de Desenvolvimentos Regionais 

(EDRs) de Marília, Araçatuba, São José do Rio Preto, Botucatu e Andradina, e  

que Araçatuba detém o segundo maior rebanho desse Estado (IBGE, 2008). O 

conhecimento da situação da infecção contribuirá para implementação de 

medidas sanitárias adequadas a região. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Região de estudo e amostragem 

 A região escolhida foi Araçatuba, incluindo a área urbana e rural, com 

470km2, (latitude 21º11`50``, longitude 50º25`52``).  O clima é semi-árido, com 

chuvas localizadas no verão e um inverno extremamente seco, umidade 

relativa do ar de 37%, calculada em 2007. O número de animais em manejo de 

criação comercial no Brasil é de aproximadamente 16.019.170 animais 

cadastrados, dos quais 664.422 pertencentes ao rebanho da região sudeste 

(IBGE, 2008). Este número representa aproximadamente 4% do rebanho 

nacional, sendo a região mais produtora o município de São José do Rio Preto, 

representando 20% e em segundo lugar a cidade de Araçatuba e região, com 

12%.  

As amostras foram colhidas ao longo do ano de 2006, de ovinos adultos, 

em fase reprodutiva, (acima de 12 meses e com pelo menos uma parição, ou 

em caso de machos sexualmente maduros) e sem sintomas característicos da 
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doença, de ambos os sexos, cadastrados no Núcleo de Produtores de Ovinos 

da Região de Araçatuba, distribuídas nos municípios da RA de Araçatuba. 

O tamanho da amostras foi calculado, considerando-se distribuição 

normal, prevalência de 50%, nível de confiança de 95% e precisão absoluta de 

3%. 

A amostragem das propriedades foi realizada por sorteio e a seleção dos 

animais das propriedades foi realizada aleatoriamente, coletando-se 20% do 

número total de reprodutores. 

 

Obtenção das amostras 

 As colheitas de sangue foram realizadas após assepsia local, por 

punção da veia jugular, com tubos de ensaio a vácuo sem anticoagulante. O 

sangue obtido foi mantido em repouso a temperatura ambiente até a completa 

retração do coágulo para a separação da fração sérica. Para melhor separação 

do soro, foi realizada a centrifugação (900xg, 5 minutos), sendo o mesmo  

transferido para tubos de 1,5 mL, devidamente identificado e armazenado a -

20oC até a realização dos testes.  

 

Detecção de anticorpos para o Vírus da Língua Azul (VLA) 

 As amostras foram submetidas aos testes de imunodifusão dupla em gel 

de agar (IDGA) e ELISA (Enzyme Linked immunosorbent Assay) competitivo 

em fase sólida (ELISA CFS), adquiridos do Centro Panamericano de Febre 

Aftosa e realizados segundo protocolo do fabricante. Os ensaios foram 
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realizados no Laboratório de Viroses dos Bovídeos do Instituto Biológico – SP. 

Vale ressaltar, que o diagnóstico desta enfermidade deve ser realizado por 

laboratórios habilitados pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento. Todos 

os procedimentos adotados seguiram as recomendações da OIE. 

 

Análise estatística 

A associação entre a presença de anticorpos e o sexo foi avaliada 

utilizando- se o teste do qui-quadrado. Consideraram-se valores 

estatisticamente significantes de P <0,05. 

A correlação entre as técnicas de ELISA-C e IDGA foi determinada pelo 

coeficiente kappa (THRUSFIELD, 2004), sendo os dois testes aceitos 

internacionalmente para pesquisa de anticorpos contra o vírus da LA. 

 

RESULTADOS e DISCUSSÃO 

 Os resultados revelaram que 74,3% (744/1002) dos animais testados 

possuem anticorpos para o VLA pelo ELISA CFS, e 65% (651/1002) 

apresentaram reatividade positiva para os Orbivirus pela técnica de IDGA 

(Tabela 1).   
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Tabela 1. Distribuição da freqüência de soropositividade em relação aos 

métodos sorológicos empregados. 

               IDGA 
            Total 

                                        Positivo         Negativo 
Positivo 651 93 744 
Negativo 0 258 258 

 
ELISA 
CFS Total 651 351 1002 

 A concordância observada entre os resultados dos testes foi de 0,907 

para uma concordância esperada de 0,573, dando um índice kappa de 0,783, 

demonstrando uma concordância substancial. 

Apesar da menor especificidade do IDGA (detecta outros orbivirus), as 

análises do nosso trabalho revelaram menor número de animais reagentes. 

Dos 1002 animais testados os 651 positivos no IDGA foram confirmados pelo 

ELISA, revelando que não houve reação cruzada com outros orbivirus. Mesmo 

com as desvantagens da falta de especificidade e subjetividade, o teste de 

IDGA, desde 1982, tem sido o procedimento prescrito pela OIE para controlar o 

movimento internacional de ruminantes.  Contudo atualmente para diagnóstico 

confirmatório, a OIE recomenda que os soros positivos por IDGA devam ser 

retestados utilizando um teste específico, sendo a técnica preferida ELISA de 

competição. Vale salientar que o ELISA CFS revelou, além dos 651 animais 

reagentes no IDGA, outros 93. Este fato pode ser explicado pela maior 

sensibilidade do teste.  

 Em todas as 31 cabanhas foram identificados ovinos soropositivos 

(Gráficos 1 e 2), indicando que o agente esta amplamente disseminado nessa 

região.  
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Figura 1 - Número de ovinos reagentes e não reagentes por cabanhas ao teste 

ELISA-CFS (A) e ao teste de IDGA (B) na Região de Araçatuba – SP. 

Uma das explicações para o elevado número de animais soropositivos 

pode ser devido ao fato do clima da região ser propício, com temperaturas 

entre 13 e 35ºC, favoráveis a multiplicação dos Culicoides, que requerem calor 

e umidade, para se reproduzirem, bem como clima úmido quente, para se 

alimentarem.  Essa condição favorável na região estudada ocorre na maior 

parte do ano, sendo assim, o clima representa o principal fator de risco (WARD 

& THURMOND, 1995). Outro fator de risco é a presença de grande 

quantidade de bovinos nessa região, tendo em vista a longa viremia 

apresentada por esses, atuam como reservatório, propiciando a contaminação 

dos vetores e transmissão do vírus a outros ruminantes como os ovinos 

(GORCHS & LAGER, 2001). A viremia em bovinos pode chegar a 70 dias e em 

ovinos varia de 14 a 28 dias (FENNER et al.,1993). 

 Não se observou diferença estatisticamente significante entre a 

positividade e o sexo dos animais, conforme demonstra a tabela 2. 

 

Figura 1 - A  Figura 1 - B 
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Tabela 2- Distribuição da soropositividade para Língua Azul, em relação ao 

sexo dos animais e as técnicas  empregadas. 

 IDGA   

Positivo Negativo Total p * Variável Categoria 

N % N % N %   

Fêmea 576 64,5 317 35,5 893 100  
Macho 75 68,8 34 31,2 109 100 0,3737 Sexo 

Total 651 65,0 351 35,0 1002     

         

 Elisa   

Positivo Negativo Total p * Variável Categoria 

N % N % N %   

Fêmea 663 74,2 230 25,8 893 100  
Macho 79 72,5 30 27,5 109 100 0,6911 Sexo 

Total 742 74,1 260 25,9 1002     

         
p * = Teste de qui quadrado / p < 0,05 significativo 
 Poucos estudos em ovinos estão disponíveis no Brasil. Até o momento, 

não havia relatos da ocorrência de soropositividade para a LA em ovinos na 

região estudada. 

No Brasil, o único dado utilizando o ELISA competitivo para detecção de 

anticorpo contra o VLA, foi  PANDOLFI (1999), que detectou através do ELISA 

competitivo a ocorrência de sorologia positiva em 87%  (54/62) dos ovinos 

testados pertencentes ao rebanho da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinária do Campus de Jaboticabal – UNESP. 

  Por outro lado com IDGA, alguns autores como CUNHA et al. (1988), 

examinaram  66 soros de ovinos provenientes de 11 municípios do Estado do 

RJ, obtendo 24,24% (16/66) de positividade. LOBATO et al. (2001) realizaram 

um levantamento em propriedades de caprinos e ovinos no Norte de Minas, 
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Jequitinhonha e Vale do Mucuri em MG, indicando que 61,8% (389/628) dos 

ovinos foram soropositivos para LA. COSTA et al.(2006) nas mesorregiões 

Sudoeste e Sudeste do Rio Grande do Sul, utilizaram a técnica de IDGA em 

ovinos, obtendo a prevalência de 0,16% para LA (2/1331) . 

A alta freqüência obtida nos estudos sorológicos, mesmo na ausência de 

sinais clínicos característicos  da doença no campo indicam que LA espalha-se 

pelos animais no país de forma silenciosa. Condições de temperatura e 

umidade nesta região favorecem a multiplicação e manutenção dos vetores, 

facilitando a endemicidade da doença. 

 No Brasil pouco se conhece sobre a doença e sorotipos presente, essa 

carência de dados impede a discussão sobre o uso de vacinas para o controle 

da doença e dificulta a implementação de medidas seguras para movimentação 

de animais. Apenas os sorotipos 4 e 12 foram isolados no Brasil, sendo o 4 

isolado em Plumb Island, de bovinos exportados para o EUA (CROOCOCK & 

CAMPBELL, 1982) e o 12 de ovinos provenientes de um surto de LA no Estado 

do Paraná em 2001 (CLAVIJO et al, 2002).  

Diante da possibilidade de disseminação do vírus para regiões de clima 

temperado (mudanças climáticas) e introdução de novos sorotipos em regiões 

onde a doença é endêmica e conseqüentemente maior rigor na movimentação 

de animais, é valido incentivar pesquisas científicas direcionadas para o 

território brasileiro. 

Concluindo a prevalência da língua azul na região de Araçatuba foi alta, 

tanto quando avaliada pelo IDGA (65%) quanto pelo ELISA teste (74,3%). 
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Houve correlação substancial quando comparados os resultados obtidos pelos 

dois métodos. Esses resultados apontam para outras necessidades 

relacionadas à detecção do agente e caracterização do sorotipo. Outros  

estudos estão sendo realizados, no sentido de suprir essas carências. 
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