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RESUMO

A expansao econdmica da ovinocultura acarreta no aumento do numero de
animais mantidos em confinamento e seu maior transito entre as propriedades.
Com isso ha aumento dos indices de doencas respiratorias nessa espécie, que
estdo entre as enfermidades que ocasionam maiores perdas econdmicas em
rebanhos de varios paises. Grande parte das doencgas respiratérias de
mortalidade elevada e sintomatologia clinica evidente esta associada a
infeccbes por Mannheimia (Pasteurella) haemolytica. Entretanto, outras
enfermidades também acometem os ovinos e sao pouco definidas etioldgica e
morfologicamente, especialmente as de etiologia viral. Os virus tém sido
incriminados como agentes precursores e agravantes quando em associagao
com infeccdo bacteriana secundaria. Os métodos mais utilizados para
identificagc&o viral sdo a sorologia, isolamento viral, teste de virus neutralizagéo
e reacao em cadeia pela polimerase. Contudo, essas técnicas apresentam
limitagcbes quanto ao tempo de execucéo e a necessidade de equipamentos
dispendiosos. Com a necessidade da detecgao rapida de antigenos virais,
métodos como imunofluorescéncia e ensaios imunoenzimaticos vem sendo
mais estudados no diagnostico de agentes etioldgicos. A imunoistoquimica é
uma opg¢ao para a identificacdo de diversos agentes etioldégicos e vem sendo
amplamente estudada nos casos de enfermidades respiratérias, devido a
facilidade na execucdo e nao necessitar equipamentos dispendiosos nem
técnicas trabalhosas para armazenamento de amostras. Neste contexto, o
proposito deste estudo foi avaliar ovinos com comprometimento de vias aéreas
anteriores e processos broncopulmonares, detectados no exame clinico e
exame histopatoldgico, e correlacionar os achados com a sorologia, citologia
de vias aéreas anteriores e posteriores, com a imunoistoquimica para os Virus

sincicial respiratério bovino e virus Parainfluenza-3 bovino. Foi detectado pela



sorologia 27,5% para o BPI-3 e 40% para o BRSV de amostras positivas.
Houve o predominio de pneumonia do tipo intersticial (56,7%) e na
imunoistoquimica detectou-se a presenca de antigenos do BPI-3 em 13,3% e

do BRSV em 20,0% das amostras analisadas.

Palavras chave: ovinos, doengas respiratdrias, imunoistoquimica, BPI-3,
BRSV.
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ABSTRACT

The economic expansion of sheep breeding cause an increase in the number of
animals kept in confinement and increased traffic between these properties,
increasing the rates of respiratory diseases in this species, which are among
the diseases that cause major economic losses in herds in several countries.
Much of respiratory diseases and high mortality evident clinical symptoms are
associated with infections by Mannheimia (Pasteurella) haemolytica, however,
other diseases also affect sheep and are poorly defined etiology and
morphology, especially viral diseases. Viruses have long been incriminated as
agents precursors and aggravating when combined with secondary bacterial
infection. The methods used for viral identification are serology, virus isolation,
virus neutralization test, polymerase chain reaction. However, these techniques
have limitations as to time of execution and the need for expensive equipment.
With the need for rapid detection of viral antigens, methods such as
immunofluorescence and enzyme immunoassays has been most studied in the
search for etiologic agents. Immunohistochemistry is an option for the
identification of other agents and has been widely studied in cases of
respiratory illnesses due to ease of execution and does not require expensive
equipment or laborious techniques for sample storage. In this context, the
purposes of this research was to evaluate sheep with involvement of upper
airways and bronchopulmonary cases, detected on clinical examination and
histopathology, and correlate the findings with serology, cytology airways before
and after, and immunohistochemistry for Virus Respiratory Syncytial and
Parainfluenza virus. Was detected by serology 27.5% for the BIS-3 and 40% for
BRSV positive samples. There was a predominance of interstitial pneumonia
type (56.7%) and immunohistochemistry detected the presence of BPI-3
antigens in 13.3% and 20.0% of BRSV in the samples.

Key words: ovine, respiratory disease, Immunohistochemistry, Bovine

Syncytial Respiratory Virus, Bovine Parainfluenza virus type 3.
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1. INTRODUGCAO

As doencas respiratérias em pequenos ruminantes estdo entre as
enfermidades que ocasionam maiores perdas econémicas nos rebanhos em
varios paises. Grande parte das pneumonias acompanhadas de mortalidade
elevada e sintomatologia evidente esta associada a infeccées por Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica, no entanto, outros tipos de pneumonias também
acometem o0s ovinos e sdo pouco definidas etiologicamente e
morfologicamente.

As viroses respiratérias de importadncia econdmica incluem o virus
parainfluenza 3 (PI-3), virus sincicial respiratério (RSV), adenovirus 6 e em
menor escala de importancia o adenovirus bovino tipo 2, adenovirus ovino tipo
1 e 5 e reovirus tipo 1, como causadores de infecgcbes respiratérias e
pneumonia. As infecgbes respiratérias virais aumentam a susceptibilidade dos
animais as infecgbes bacterianas secundarias, facilitando a colonizagédo de
bactérias como a M. haemolytica, pela reducao da eficiéncia do mecanismo de
limpeza mucociliar, diminuicdo da fagocitose ou do potencial bactericida dos
macrofagos alveolares e da atividade ciliar e, supressdo da resposta imune
(SHARMA & WOLDEHIWET, 1990; YENER et al., 2005).



Os métodos mais utilizados para diagnoéstico do agente etioldgico,
principalmente nas viroses respiratorias, em ovinos séo: sorologia (LEHMKUHL
et al.,, 1985; DAL PIZZOL, et a., 1989), isolamento viral e teste de
virusneutralizagcdo (EVERMANN et al., 1985; LEHMKUHL et al., 1985), e
recentemente, a reagdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) que apresentam
suas limitagbes quanto ao tempo de execugdo e a necessidade de
equipamentos dispendiosos. Com a necessidade da deteccdo rapida de
antigenos  virais, métodos como imunofluorescéncia e  ensaios
imunoenzimaticos estao sendo utilizados para diagnéstico de RSV em criangas
hospitalizadas (SWENSON & KAPLAN, 1985). Também a técnica de
imunoistoquimica vem sendo utilizada para identificacdo de diversos agentes
etiologicos in situ, como na deteccdo de antigenos do BRSV em amostras de
pulmbdes pneumodnicos de bovinos (BRYSON et al., 1988a; FLORES et al.,
2000), para localizacao tecidual de antigenos do Adenovirus Ovino (DEBEY et
al., 2001) e verificagéo da prevaléncia do BPI-3 em amostras de pulméo de
cabras (YENER et al., 2005). Esta técnica apresenta como vantagens a alta
especificidade e a facilidade na execucgéo da técnica que pode ser realizada em
laboratorio sem equipamentos de alto custo e sua avaliacdo é feita em
microscopio optico o que facilita a execucgao.

A regido de Botucatu encontra-se como grande pdélo da cadeia produtiva
da ovinocultura paulista com numero expressivo de animais. Segundo o IBGE -
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica existia 13.777 ovinos na regiao
em 2008, representando cerca de 3% do numero total de ovinos presentes no
estado de Sao Paulo (453.261 cabecas). A medida que se intensificam as
formas de criacdo de animais para produgao, principalmente na espécie ovina,
ha aumento da suscetibilidade destes animais as infec¢cbes pertinentes a
espécie. As enfermidades respiratérias sao importantes na espécie ovina, uma
vez que, ha alta prevaléncia de animais sorologicamente positivos para os virus
respiratorios de interesse, associado ao historico de alta porcentagem de
animais portadores da Mannheimia haemolytica (VIANA, 2003).

Constatada a alta ocorréncia de problemas respiratérios na espécie ovina,
o estudo de técnicas laboratoriais complementares ao diagnostico clinico, como
o PCR e a imunoistoquimica, sobressaem de maneira importante para a exata

deteccdo dos agentes envolvidos nos processos respiratorios, para que as



medidas profilaticas sejam mais efetivas e possam minimizar os prejuizos na
ovinocultura.

Considerando-se a importancia dos prejuizos causados pelas doencgas
respiratorias e a auséncia de informacdes sobre a deteccdo de agentes
etiolégicos virais por imunoistoquimica nas vias aéreas de ovinos no Brasil, 0
presente estudo propds-se avaliar ovinos com comprometimento de vias
aéreas, detectado no exame clinico, por meio de diferentes técnicas de
diagndstico para viroses respiratorias.

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo geral a pesquisa dos
virus BPI-3 e BRSV em animais sadios e doentes. Os objetivos especificos
foram:

- ldentificar a presengas dos virus BPI-3 e BRSV circulantes em ovinos
pela sorologia comparando-a com o isolamento viral;

- Caracterizar as células colhidas por escovacdao das vias aéreas
anteriores e posteriores de animais sadios e com doenga das vias aéreas;

- Identificar os virus Sincicial Respiratorio Bovino e Parainfluenza tipo 3
bovino por imunoistoquimica em amostras histolégicas de pulméo;

- Relacionar os achados histopatolégicos com a imunoistoquimica para os

virus estudados;
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2. REVISAO DA LITERATURA

As doencas respiratérias sdo um dos mais graves problemas de sanidade
enfrentados na ovinocultura, tendo como etiologia bactérias, virus, metazoarios
e neoplasias (AL-SULTAN et al., 1988; KIMBERLING, 1988; DUNBAR et al.,
1990).

As enfermidades respiratérias causadas pela Mannheimia (Pasteurella)
haemolytica e Pasteurella multocida sao consideradas as mais importantes
doencas respiratérias de origem bacteriana dos ruminantes domésticos,
comuns em todas as partes do mundo. Os surtos freqientemente levam a
grandes perdas econdmicas, decorrentes de alta mortalidade, taxa de
crescimento reduzida, condenag¢ao das carcagas nos abatedouros, além dos
custos com medicacao e mao-de-obra associadas ao tratamento (GILMOUR et
al., 1991a; VIANA, 2003). As enfermidades respiratérias estdo ocupando lugar
de destaque entre as doencas consideradas emergentes e com grande
importancia na exploragdo da pecuaria mundial (FIGUEIREDO, 1997). Para
uma avaliacdo paramétrica, a pasteurelose causada por M. haemolytica &
responsavel por 30% das mortes de bovinos no mundo, com perdas

econbmicas acima de um bilhdo de ddblares, somente na América do Norte



(GRIFFIN, 1997). Por outro lado, nao estao disponiveis as estimativas mundiais
sobre as perdas econ6micas em ovinos (BROGDEN et al.,, 1998a), uma vez
que muitos surtos ndo s&o relatados (MARTIN & AITKEN, 1991),
especialmente no Brasil.

Belknap (2005) descreve como principais afecgbes de vias aéreas
anteriores o tumor nasal enzodtico, infestagées por Oestrus ovis, sinusites de
diversas etiologias, faringites ocasionadas por traumatismos com infecg¢ao
bacteriana secundaria, abscessos retrofaringeos e laringite necrética por
Fusobacterium necrophorum. Relacionada as vias aéreas posteriores estao as
pneumonias tipicas, as atipicas por helmintos e por aspiragédo; as viroses
respiratérias como Parainfluenza tipo 3, Adenovirus e Virus Sincicial
Respiratorio Ovino, as pneumonias causadas por Micoplasmas, a
adenomatose pulmonar ovina ou carcinoma pulmonar ovino € a pneumonia
progressiva ovina ocasionada pelo Maedi-Visna Virus (MARTIN, 1996;
ARAUJO et al., 2004).

O Parainfluenza-3 (PI-3) e adenovirus, sdo considerados os maiores
causadores de doencas respiratérias virais em ovinos, sendo mais
freqientemente isolado o PI-3 (MARTIN, 1996) que é considerado o agente
mais importante para predisposi¢cdo de pneumonia por Pasteurella sp (PUGH,
2005).

Os fatores debilitantes que interferem com o mecanismo normal de
limpeza respiratéria tém recebido atencdo consideravel em animais de
laboratorio e no homem (RADOSTITS et al., 2002). Alguns estudos em grandes
animais mostram que microrganismos como o virus Parainfluenza-3 (BRYSON
et al., 1983; SLAUSON et al., 1987; BROWN & ANANABA, 1988), o virus da
rinotraqueite infecciosa bovina (FORMAN et al., 1982; BROWN & ANANABA,
1988), o virus sincicial respiratorio bovino e ovino (AL-DARRAJI et al., 1982;
CASTLEMAN et al., 1985), o virus da influenza e da rinopneumonite equina
(WILLOUGHBY et al.,, 1992) e a Mannheimia (Pasteurella) haemolytica
(RICHARDS & RENSHAW, 1989; SLOCOMBE et al., 1990) podem reduzir os
mecanismos de protecdo pulmonar. Sao descritas altera¢cdes como destruicéo
dos cilios das células epiteliais cilindricas ciliadas, com redu¢do do mecanismo
de limpeza mucociliar (BRYSON et al., 1983; CASTLEMAN et al., 1985;
WILLOUGHBY et al., 1992; SCOTT, 1994), e redugédo no numero e na fungéo



de macréfagos e neutréfilos (MARKHAN & WILKIE, 1980; WALKER et al.,
1985; SLAUSON et al,, 1987; BROWN & ANANABA, 1988RICHARDS &
RENSHAW, 1989; SLOCOMBE et al., 1990).

Nos ultimos anos, os estudos das doencas do trato respiratério de
pequenos ruminantes progrediram consideravelmente. Sua etiologia esta
sendo estudada, apesar de que no mundo todo, as publicagdes sobre ovinos
sdo escassas (BROGDEN et al., 1998a).

Para que se possa diagnosticar o processo respiratdério com mais acuracia
€ necessaria a obtencdo do maior numero de dados semiologicos, e a
utilizacdo de exames complementares que permitam, além do diagnostico

morfologico o diagndstico etioldgico com rapidez e eficiéncia.

2.1 - ViRUS RESPIRATORIOS DE IMPORTANCIA NA OVINOCULTURA

Em experimento por levantamento sorolégico realizado por dois anos
consecutivos, a prevaléncia dos tipos virais encontrados na populagéo ovina foi
de 95% de amostras positivas para Adenovirus-5, 84,5% para o PI-3, 84,5%
para RSV, 41,7% para Adenovirus-6, 8,7% para Diarréia Viral Bovina (BVD),
5,4% para Herpes Virus Bovino-1 e 3,3% para Pneumonia Progressiva Ovina
(LEHMKUHL et al., 1985).

A familia Paramyxoviridae € composta por virus RNA envelopado, de fita
simples negativa, pleomoérfico e um nucleocapsideo contendo seu genoma e
outras proteinas. Geralmente sdo compostas por 6 a 7 genes que codificam
cerca de 8 a 9 proteinas. Compde esta familia a subfamilia Pneumovirinae,
compreendida pelos Virus Sincicial Respiratério humano (HVSR), ovino
(ORSV), bovino (BRSV) e recentemente descobertos os Metapneumovirus
aviario e humano, e o género Paramyxovirus, destacando o Parainfluenza virus
com seus subtipos variando do 1 ao 4 (VAINIONPAA & HYYPIA, 1994;
EASTON et al., 2004).

O Virus Sincicial Respiratério Bovino, pertencente a Subfamilia
Pneumovirinae, também tem sido isolado de ovinos e caprinos sadios e com
doenca respiratoria, caracterizada por rinite moderada, em ovelhas
naturalmente acometidas. Em cordeiros experimentalmente infectados, os
principais achados clinicos foram apatia e taquipnéia, com evidente hiperemia
da mucosa nasal e corrimento nasal seroso (LEHMKUHL & CUTLIP, 1979),



histologicamente as lesbes caracterizam-se por bronquiolite supurativa e
necrose de células epiteliais. (OLIVIER et al., 2009).

O papel do BRSV nas infecgdes respiratorias de ovinos ainda ndao € bem
conhecido, no entanto, admite-se que anticorpos para este agente estejam bem
difundidos nesta espécie animal. Houve isolamento do BRSV em ovinos com
doenca moderada no trato respiratorio superior, assim como, 0 seu
envolvimento nos mecanismos de defesa do sistema respiratorio tornando o
hospedeiro susceptivel as infecgbes bacterianas secundarias (LEHMKUHL &
CUTLIP, 1979; SHARMA & WOLDEHIWET, 1990). Desta forma, foi verificada a
ocorréncia de infec¢do cruzada entre as linhagens de PI-3 ovino de ovinos para
bovinos assim como a variante de bovinos infectando ovinos, ocasionando
doencas pulmonares moderadas a graves, com interferéncia nos mecanismos
de defesa predispondo a infecgdes bacterianas secundarias (STEVENSON &
HORE, 1970). As principais bactérias isoladas, nestes casos, s&o as
habitantes normais da microbiota respiratéria como a Mannheimia haemolytica
e Pasteurela multocida, isoladas em 33,9% e 3% na nasofaringe e 48,9% e
13,3% na orofaringe, respectivamente, de ovinos sadios (VIANA et al., 2007).

O BPI-3 tem sido demonstrado por diversos pesquisadores em varios
paises, inclusive no Brasil, onde Dall Pizzol et al., (1989) detectaram 34% de
amostras de soro positivas em ovinos e Gongalves et al., (2009) detectaram
82% de amostras de soro ovino positivas. Este agente, por si sbé causa
pneumonia, mas comumente faz parte do complexo respiratério das
pneumonias enzodticas (DUNGWORTH, 1993), onde é responsavel por
marcante perda de cilios das células ciliadas e desarranjo das células basais
dos brénquios e bronquiolos (BRYSON et al., 1983).

Nos animais, ocorrem sinais como tosse, taquipnéia, apatia, anorexia, e
febre. Histologicamente, as alteragbes sdo compativeis com pneumonia
intersticial subaguda difusa e broncopneumonia secundaria, caracterizada por
espessamento do septo alveolar, hiperplasia epitelial severa, infiltrados
alveolares de macréfagos e neutrofilos (LEHMKUHL & CUTLIP, 1982). A
medida que os animais sobrevivem a fase aguda da infeccdo pelo BPI-3
desenvolvem proliferagcdo de células bronquiolares e do epitélio alveolar e
apresentam-se macréfagos multinucleados com ou sem inclusdes
citoplasmaticas (DUNGWORTH, 1993).



No Brasil, Dal Pizzol et al., (1989) detectaram 70% de amostras de soro
bovino positivas para BPI-3 dentre 393 examinadas e 34% de positivas em 205
amostras de soro ovino testadas. Na regidao de Botucatu detectaram-se em
82% (159/194), anticorpos para BPI-3 e em 58,8% (114/194), anticorpos para
BRSV em amostras de soro ovino (GONCALVES et al., 2009). Apesar das
evidéncias sorologicas do BPI-3 e BRSV em ovinos no nosso pais, raramente

tem sido reportado o isolamento do agente na espécie.

2.2 EsTuDO CITOLOGICO DAS VIAS AEREAS

A traquéia e os bronquios sdo revestidos por células epiteliais pseudo-
estratificadas, ciliadas, comumente observadas no fluido da traquéia, mas nao
em amostras de fluido broncoalveolar (FERNANDES et al., 2000; BURKHARD
et al., 2003). Sao células alongadas, com nucleo arredondado proeminente e
citoplasma basofilico, com cilios na superficie apical, jA o bronquiolar é
cuboide e desprovido de cilios (BURKHARD et al., 2003).

Ha uma variagdo muito grande do numero total de células do lavado
traqueobroénquico ou broncoalveolar em equinos, de tal modo que este dado
seria de pouco valor para interpretacdo do caso clinico quando avaliado
isoladamente (Sweeney & Smith, 1993).

A analise citolégica do liquido obtido pelo lavado traqueobrdnquico é
extremamente valiosa na diferenciacdo dos processos infecciosos, alérgicos,
parasitarios e neoplasicos. O diagndéstico citoldgico é realizado pela contagem
global associado a avaliagdo dos tipos celulares (BEECH, 1981; WHITWELL &
GREET, 1984; STOBER, 1993).

Durante a analise citolégica devem ser observadas, além das contagens
totais e diferenciais, as alteracdbes morfologicas celulares, a presenca de
vacuolizagbes citoplasmaticas, de bactérias, fungos e muco. O aumento
significativo de um tipo celular ou a presenca de determinadas alteragdes
morfolégicas pode ser indicativo do agente causador da doenca respiratoria
(WHITWEEL & GREET, 1984), e a contagem diferencial apresenta maior valor
diagnoéstico do que a contagem total de células (ZINKL, 2002).

Em ovinos, Burrels & Wiliams (1987), detectaram predominio de
macréfagos, seguido por linfocitos e eosindfilos em lavados broncoalveolares

por endoscopia e em lavado total de pulm&o de ovinos abatidos, sem



alteraces significativas entre as técnicas na contagem diferencial. No entanto,
notaram aumento significativo no numero total de células nas amostras obtidas
por lavado total. A contagem diferencial n&o foi realizada nas amostras obtidas
por entubacéo endotraqueal.

Em relagdo a coloragédo para a confecgdo das laminas, Fernandes et al.
(2000) utilizaram a coloragao preconizada por Rosenfeld (1947), que permitiu a
caracterizagdo e diferenciacdo dos diversos tipos celulares e estruturas
presentes nos lavados. Gongalves (1997) utilizou Shorr e Giemsa para
identificar as células e avaliar suas caracteristicas morfolégicas e, coloracbes
especiais como o Gram, para definir a etiologia bacteriana e Gomori-Grocott
para a fungica, em lavados traqueobrénquicos de bezerros. A coloragao de
Shorr acentua detalhes nucleares, sendo valiosa na detecgdo de alteracdes
morfolégicas (MEYER, 2003), e bastante utilizada nas preparacdes de material
do trato respiratério inferior de equinos (ZINKL, 2002).

Nao ha relatos na literatura sobre a analise de escovado de vias aéreas
anteriores e posteriores na espécie ovina. No entanto, como nas outras
espécies, inclusive no auxilio diagnostico de tumores em humanos (SOLOMON
et al., 1974), esta técnica pode ser utilizada como adjuvante na conduta clinica
e no exame histopatolégico.

Destacada a importancia da citologia através da sondagem nasotraqueal,
por ser um meétodo eficiente e aplicavel na rotina para coleta de amostras de
vias aéreas inferiores em bezerros (GONCALVES et al.,, 2004) e, a
possibilidade do direcionamento etiolégico das enfermidades respiratérias
através destes achados, o exame citoldgico das vias aéreas na espécie ovina

se tornou agente importante como adjuvante no diagnostico histopatolégico.

2.3 HISTOPATOLOGIA PULMONAR

As lesbes pulmonares evidenciadas no exame histopatologico do tecido
pulmonar em ovinos inoculados com BPI-3 consistem em bronquiolite com
hiperplasia do epitélio bronquiolar e raras células gigantes. Inclusdes
citoplasmaticas sdo comuns, podendo variar na forma e tamanho. Comumente
aparecem de forma isolada, porém as vezes podem aparecer aos pares na
mesma célula, em células epiteliais alveolares, macréfagos assim como em

células epiteliais bronquiais e bronquiolares. Os alvéolos afetados geralmente



apresentam-se colapsados, com infiltrados de macréfagos e linfécitos no septo
alveolar, podendo formar pequenas areas de sincicio (STEVENSON & HORE,
1970).

Yener et al., (2005) relatam como principais lesbes encontradas em
pulmdes de caprinos acometidos por broncopneumonia, a hiperplasia do
epitélio bronquiolar e células epiteliais alveolares e a bronquiolite obstrutiva
com exsudado neutrofilico, com raros linfocitos e macréfagos. Nos alvéolos
proximos aos bronquiolos constataram atelectasia, com marcante hiperplasia
de pneumdcitos tipo Il e aumento no niumero de macrofagos alveolares e
formacdes de sincicios celulares.

Histologicamente, as lesbes causadas pelos BRSV caracterizam-se pela
presenca de células sinciciais. Inclusbes eosinofilicas intracitoplasmaticas
podem ser vistas dependendo principalmente da fase da infecgdo (BRYSON et
al. 1983). Embora em menor quantidade, a presenca de células sinciciais pode
também ocorrer na infecgdo pelo BPI-3 (DUNGWORTH 1993). Driemer et al.,
(1993) evidenciaram células sinciciais em grande quantidade localizadas
principalmente nos bordos dos lébulos pulmonares, presentes nos alvéolos,
broquiolos e por vezes em vasos linfaticos de bovinos. Nao observaram
inclusdes intracitoplasmaticas e as células sinciciais apresentavam numero
variavel de nucleos dispostos centralmente. A presenca de enfisema alveolar
crbnico com bordos de septos alveolares rompidos em forma de clava, por
vezes intercalada com areas de atelectasia, hipertrofia da camada muscular
peribronquiolar e focos de metaplasia escamosa do epitélio bronquial e
bronquiolar estava bem evidente. As alteragdes inflamatorias eram de grau
moderado e com infiltrado mononuclear, principalmente e, com areas focais de
infiltracdo por eosindfilos. Os foliculos linféides peribronquiais estavam

aumentados de volume.

2.4 DIAGNOSTICO NOS PROCESSOS VIRAIS
Os métodos mais utilizados para o diagnostico do agente etioldgico,

principalmente nas viroses respiratorias séo as provas soroldgicas, incluindo os



testes de soro neutralizacdo, teste de fixagdo de complemento, teste de
imunofluorescéncia indireta e o método imunoenzimatico (ELISA). Estas
técnicas sdo consideradas indiretas, devido a deteccdo da presenca de
anticorpos contra o agente nas amostras testadas (LEHMKUHL et al., 1985;
DAL PIZZOL, et a., 1989, RHODES, et al., 1989).

O isolamento viral em cultivo celular € considerado um teste classico de
diagndstico em virologia. No entanto, a técnica apresenta algumas restricoes,
uma vez que é demorada, dispendiosa e necessita da implantagcédo de cultivos
celulares especiais. Além disso, é incapaz de detectar virus que ndo cause
efeito citopatico (KNOWLES, 1997).

Variagbes da técnica imunoenzimatica do tipo ELISA tém sido
desenvolvidas como alternativa para a detecgdo laboratorial do BRSV
(LOKENSGARD et al., 1992; GRUBBS et al., 2001), em cultivos celulares. A
confiabilidade e exatiddo de cada uma destas técnicas dependem dos
reagentes e da sensibilidade e especificidade do anticorpo anti-BVSR
utilizados. Técnicas alternativas como imunofluorescéncia e imunoistoquimica
também vém sendo amplamente aplicadas com bom desempenho na deteccao
do BRSV, em amostras clinicas (KIMMAN et al., 1986; HAINES et al., 1989;
JOHNSTON & SIEGEL, 1990; MASSON et al.,, 1993; SCHRIJVER et al,,
1996a; BRODERSEN & KELLING, 1998; ALKAN et al., 2000; SCHREIBER et
al., 2000; SORDEN et al., 2000, FLORES et al., 2000; PEIXOTO et al., 2000)

O isolamento viral e o teste de virusneutralizacdo sao técnicas diretas,
que detectam a presenca do virus em amostras, por meio do cultivo em
linhagens celulares, pela visualizagéo do efeito citopatico caracteristico e pela
demonstragdo da particula viral, nestes cultivos. Recentemente esta se
utilizando a reacao de polimerizacao em cadeia (PCR) que, no caso dos virus
RNA, promove a producdo do DNA complementar ao RNA viral e posterior
amplificacdo deste DNA. A técnica do PCR apresenta limitagbes relacionadas
ao tempo de execucdo, a necessidade de primers especificos, além da
necessidade de equipamentos dispendiosos e laboratérios apropriados
(EVERMANN et al., 1985; VAINIONPAA & HYYPIA, 1994).

Com a necessidade da deteccédo rapida de antigenos virais, métodos
como imunofluorescéncia e ensaios imunoenzimaticos estdo sendo utilizados

para diagnéstico de RSV em criancas hospitalizadas, nos casos de surtos de



doencgas respiratorias em rebanhos e nos estudos de doengas virais
(SWENSON & KAPLAN, 1985; BRYSON et al., 1988a).

Dentre as técnicas que utilizam as reag¢des imunoenzimaticas destaca-se
a imunoistoquimica (IHC), utilizada na identificacdo de diversos agentes
etiolégicos, como na detecgéo de antigenos do BRSV em amostras de pulmdes
pneumonicos de bovinos (BRYSON et al., 1988a; FLORES et al., 2000), para
localizagao tecidual de antigenos do Adenovirus Ovino (DEBEY et al., 2001),
verificagdo da prevaléncia do BPI-3 em amostras de pulm&o de cabras
(YENER, et al., 2005) e para deteccdo de antigenos da Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica (YENER et al., 2009). A IHC esta sendo cada vez
mais utilizada, devido a alta especificidade do teste e facilidade na execucao da
técnica, que pode ser avaliada em microscoépio Optico sem a necessidade de
equipamentos de alto custo.

A técnica de imunoistoquimica tem sido utilizada para deteccdo de
particulas virais em amostras de pulmao armazenadas em blocos de parafina e
em amostras recém coletadas de animais inoculados com RSV (BRYSON et
al., 1988a). A técnica de imunoperoxidase mostrou-se eficiente na deteccéo de
particulas virais nas amostras em blocos de parafina, tendo vantagem sobre as
técnicas em que ha necessidade de se congelar as amostras como a
imunofluorescéncia, por permitir sua aplicagdo em tecidos fixados em formol.
Outros autores relatam que a técnica de imunoistoquimica tem maior
sensibilidade em relagcéo a técnica de imunofluorescéncia, por utilizar o sistema
avidina-biotina (FLORES et al., 2000). Tais autores relatam que a marcacéao de
células positivas para antigenos do RSV foi marcantemente restrita as células
epiteliais, havendo poucos casos com marcagdo em células e debris celulares
no exsudato dos dutos pulmonares.

Tendo em vista o envolvimento dos agentes virais em processos
respiratorios tanto de vias aéreas anteriores quanto de vias posteriores, muitas
vezes isoladamente acometidas, faz-se necessario a obtencéo de amostras por
meios simples e técnicas laboratoriais satisfatérias para o diagnéstico etiolégico
das doencgas das vias aéreas. Nesse contexto, o proposito deste estudo foi
avaliar ovinos com comprometimento de vias aéreas e processos
broncopulmonares, detectados no exame clinico, por meio de diferentes

técnicas de diagnéstico para as viroses respiratorias.
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Abstract

Viral respiratory infections are common in sheep, and losses related to
the introduction and spread of viral agents in flocks is inevita

of the growth of sheep production in the state of Sao Paulo, little is known
about the frequency and dissemination of these agents in this state. The
objective of this study was to investigate the occurrence of antibodies to
bovine virus parainfluenza type 3 virus (BPI3), respiratory syncytial virus
(BRSV), bovine viral diarrhea virus (BVDV), and herpes virus type 1
(BoHV-1) in sheep flocks in Botucatu region, Sdao Paulo, Brazil. Blood
samples were collected from 194 clinically healthy dams one to three
years of age and analyzed for neutralizing antibodies against the target
viruses. Frequency of antibodies was 82% (159/194) for BPI3, 58.8%
(114/194) for BRSV, 0.5% (1/194) for BVDV, and no detection of BoHV-1.
Titer of reactor samples ranged from 2 to 2048 for BPI3, from 2 to 64 for
BRSV, and was 10 for the single reactor for BVDV. Results indicate that
BPI3, BRSV, and BVDV occurr in sheep flocks of the region of Botucatu,
Sao Paulo, and that BPI3 is probably the main agent involved in viral

pneumonia cases in the region.

Key words: sheep, viral respiratory infections, serum, antibody titration



INTRODUCTION

Respiratory disease is a major health concern in sheep production, leading to
high morbidity and mortality rates (Martin, 1996; Cutlip et al., 1998). Respiratory
disease are responsible for 10-40% of adult sheep mortality and for 17% of
perinatal deaths (Rook et al., 1990; Vieira et al., 1993).

Viral respiratory infections, chiefly parainfluenza 3 virus (BPI-3) (Lehmkuhl and
Cutlip, 1982) and respiratory syncytial virus (BRSV), play an important role in
sheep production (Alley 1975). Other viruses, such as ovine adenovirus type 6
(AVO-6), bovine viral diarrhea virus (BVDV) (Pommer and Schamber, 1991),
herpes virus type 1 (BoHV-1), and ovine progressive pneumonia (MVV) caused
by the lentivirus maedi-visna (Pugh, 2005) may occur less frequently.

During the past decade, sheep-rearing in the state of Sao Paulo has increased
to become one of the main occupations on many farms. With the intensification
of production systems, animals are kept in closer contact, and diseases, mainly
viral respiratory infections, have become more frequent. It is important to know
which agents may be found among these animals in order to determine
adequate measures to prevent or to control and manage viral respiratory
infections and to limit the losses they cause. Although Sao Paulo is an
important Brazilian state in terms of sheep production, there are no reports on
the occurrence of viral respiratory infections in this species. The objective of this
study was to determine antibody levels to BPI3, BRSV, BVDV, and BoHV-1 in

sheep in the region of Botucatu, Sdo Paulo, Brazil.



MATERIAL AND METHODS

Study area

The Botucatu region is located in south-central Sao Paulo, Brazil and comprises
a 1,482 km? area at an average altitude of 873 m. Climate in the region is humid
subtropical with characteristically dry winters and hot summers. Annual mean

temperature is 18°C.

Study animals

A total of 194 Santa Inés 1 to 3 years old dams from five farms were used in the
study. Animals were, healthy at physical examination, and had no history of
recent respiratory disease and were not vaccinated against any of the viruses
studied. They were kept in semi-intensive systems and had only incidental
contact with other animal species, mainly bovines. The farms held a mean of 40

animals/hectare.

Study design

The study took place in 2008, between June and August, when a higher
frequency of viral respiratory infections is expected (Radostits et al., 2007).
Farms participating in the study were designated A, B, C, D, and E. Samples
were collected randomly from at least 10% of the sheep in each flock.
According to the Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IGBE, 2010),
there were 13,777 sheep in the region of Botucatu in 2008, amounting to 3% of

the total number of sheep in the state of Sao Paulo (453,261 head).



Selection criteria

The following criteria were used to select the farms for the study: have medical
records in the Large Animal Practice of the Hospital Veterinario da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu - FMVZ, have a history of
sheep with clinical signs of respiratory disease in the two years preceding the
study; not have animals of any species immunized with live or dead vaccine
against the respiratory viruses; have adequate conditions for the samples to be
collected, and have permission of the owners for the activities of the study to be
carried out. The number of animals that had these conditions was around 900.
Based on these facts and assuming that the prevalence of at least one infection
was between 75% and 85%, the minimum sample size was 194 animals in
order to develop a cross-sectional study, with type | and type Il errors of 5% and

20%, respectively.

Sample collection

Blood samples were collected (8 mL per animal) by venipuncture of the jugular
vein using sterile vacuum tubes containing a serum separator gel (BD,
Vacutainer®, USA). Nutritional status and signs of any disease were assessed
when blood was collected. Tubes were labeled and taken to the Laborat6rio de
Viroses de Bovideos at Instituto Biolégico de S&o Paulo in isothermal
containers held at 4C, where they were centrifuged at 900 x g for five minutes

for serum separation (5804R, Eppendorf®, Germany).



Neutralization tests

Each serum sample was submitted for a virus neutralization test (VNT) against
BoHV-1 and BVDV according to the guidelines of the Manual of Diagnostic
Tests and Vaccines for Terrestrial Animals of the World Organization for Animal
Health (OIE, 2009) and the BPI3 according to recommendations of the Code of
Federal Regulation (CFR, 2005). The quantification of antibodies was
performed in 96 wells microtitre plates using eight serial dilutions starting from
1:2 to 1:256 in the test for BPI3 and BoHV-1 and starting from 1:10 until 1:1280
for BVDV. Then 100 TCIDsg50m. Were added of each virus strain (BPI3 — from
the American Type Cell Collection; BoHV-1/Los Angeles and BVDV/NADL
strains provided by the Institute of Virology in Hannover, Germany). The
microtitre plates were incubated at 37T with 5% CO , for 1 hour with BPI-3 and
BVDV and for 18 hours for BoHV-1. Then 50 pl of a bovine kidney epithelial
(MDBK) cell suspension for BVDV and BPI3 and 100pl of cell suspension for
BoHV-1 were added at a concentration of 3x105 cells/mL. The microplates were
further incubated at 37C with 5% CO , for 72 hours, after which readings were
made. The VNT was validated by back titration and control of viral dose (which
should give a value of 100 TCIDsp with a permissible range of 20-300 TCIDsp),
control cells and using sera from sheep that were known to be positive and
negative. The test serum results are expressed as the reciprocal of the dilution
of serum that neutralized the virus in 50% of the wells. The titers were
calculated according to the method of Reed and Muench. Animals were
considered BVDV positive for those which had titers equal to or greater than

10. For BoHV-1 and BPI3 titers above 2 were considered positive.



Statistical analysis

The results, expressed as the frequency of occurrence in carriers of antibodies
to the viruses were analyzed by Chi-square and Fisher’s exact test (Snedeor
and Cohran, 1980), using the algorithms developed for PASW Statistics, v.
17.0.2 according to the expected distribution obtained (Statistical Software
PASW - version 17.0.2, Chicago, lllinois, USA). Significance level was set at

5%.

RESULTS

Frequency of reactor animals among the 194 serum samples were: BPI3 = 82%
(159/194) (p < 0.001), BRSV = 58.8% (114/194) (p < 0.001), and BVDV = 0.5%
(1/194). No sample was positive for BoHV-1 (Table 1). Titers ranged from 2 to
2048 for BPI3, 2 to 64 for BRSV, and the only sample reactor to BVDV showed
a titer of 10 (Table 2).

Only one sample showed antibodies to BPI3, BRSV, and BVDV (0.5%); 107
showed antibodies to BRSV and BVDV (55.1%). Fifty-seven samples were
positive for only one type of virus (29.4%): 6 for BPI3 (3.1%), and 51 for BRSV

(26.3%) (p < 0.001)..



DISCUSSION

The presence of BPI3, BRSV and BVDV in sheep herds of Botucatu Sao
Paulo, Brazil was confirmed. Since there are no commercially available
vaccines against these viruses in sheep, and that animals in the study were not
immunized with vaccines specific for bovines, antibodies detected indicate that
these animals were exposed to natural infection, providing evidence of virus
activity in the area. It should also be emphasized that no live vaccines were
used in the immunization of bovines that had possible contact with the sheep
studied. The frequency of animals positive for BPI3 was greater than those
reported by Dal Pizzol et al. (1989), Manchego et al. (1998), and Cabello et al.
(2006) suggesting that, among the respiratory viruses studied, BPI3 was the
most widely spread in the flocks analyzed.

In countries such as the USA, where sheep are raised in intensive systems,
BPI3 frequency in flocks may be over 70% (Lehmkuhl et al., 1985; Manchego et
al., 1998), similar to the result observed in this study. Although rearing methods
and management conditions of Brazilian flocks are very different from those of
countries in the northern hemisphere, the frequency of BPI3 was extremely
high. It is possible that close contact among animals, even for short periods of
time, in the semi-intensive system used in the farms studied contributed to the
high infection rate observed. Climatic conditions in the region during the study
period, with mean temperature of 19°C, relative humidity of 51.25%, and
precipitation of 45 mm, may have contributed to maintaining BPI3 in the

environment.



Many animals showed antibody titers to BPI3 higher than 128, which is
considered to be high for unvaccinated flocks (Cabello et al., 2006), suggesting
that animals may have been recently challenged by the virus.

Although the frequency of occurrence of BRSV was similar to previous reports
(Lamontagne et al., 1985; Cabello et al., 2006; Yesilbag and Gungér, 2009), it
was lower than that of BPI3. BRSV and BPI3 have a special tropism for the
respiratory tract and are widely spread among sheep, primarily in young
animals (Lehmkuhl et al., 1985; Van Der Poel et al., 1994). The lower frequency
of BRSV in sheep when compared to BPI3 may be related to its longer
incubation period and slower spread among susceptible animals (Collins et al.,
1988).

The finding of only one animal reactor to BVDV is strong evidence that there is
no sheep persistently infected in the herds reducing the spread of the virus
(Heckert et al., 1994). The presence of one persistently infected animal would
have lead to the identification of more infected animals due to the susceptibility
of sheep to BVDV. Greater prevalence rates reported by other authors, such as
14% by Lees et al. (1991), are associated with flocks that have persistently
infected animals. In addition, pestiviruses are easily inactivated and are not
resistant in the environment. A short infectivity outside the host may have
contributed to the low frequency observed (Duffel and Hakness, 1985). In spite
of the infrequent occurrence of BVDV, the presence of the agent in the region
should not be ruled out, especially in outbreaks of respiratory disease. More
intense research efforts may clarify the role of BVDV in the etiology of

respiratory diseases of sheep.



No animal sampled showed antibodies to BoHV. This finding corroborates data
in the literature reporting generally low or absent antibody titers against this
virus in sheep (Howe and Woods, 1966; Parks and England, 1974; Brako et al.,
1984; Rosadio et al., 1984; Lehmkuhl et al., 1985).

Although it was not possible to determine the origin of the viral infections, it is
likely that incidental contact between sheep and bovines may have led to
infection and maintenance of the agents in these flocks. Most sheep that make
up the flocks in the south-central region of Sdo Paulo come from southern
Brazil, chiefly from the state of Rio Grande do Sul, where sheep and bovines

are commonly reared together.

CONCLUSION

BPI3, BRSV, and BVDV were found in sheep from flocks in the region of
Botucatu, Sdo Paulo, Brazil. Due to its high frequency of occurrence, BPI3 is
probably the main agent implicated in viral pneumonia cases in the region.
However, a wider and more intense research effort is necessary to better
understand the role of each of these agents in the occurrence of sheep

respiratory diseases in the region.
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Table 2. Number of samples for various titers of antibodies to parainfluenza type 3
virus (BPI3) and respiratory syncytial virus (BRSV) in sheep from farms in the

Botucatu region, Sdo Paulo, Brazil.

Antibody titers *

Farm 2-8 16 - 64 128 - 512 21024
A 4 10 26 12
Parainfluenza B 6 17 18 6
Type 3 C 0 4 10 5
(BPI3’) D 0 4 7 4
E 1 10 11 4
] A 33 16 0 0
Respiratory
. B 26 2 0 0
Syncytial
C 16 0 0 0
Virus
D 7 1 0 0
(BRSV®)
E 11 2 0 0

* Titer expressed as the inverse of the dilution
4 BPI3: non-reactor < 2

® BRSV: non-reactor < 2
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Resumo

O crescente destaque da ovinocultura paulista em niumero de cabecgas e
na qualidade genética dos animais faz com que haja maior aglomeracao de
individuos em ambientes fechados, predispondo-os aos diferentes desafios
causadores de enfermidades respiratérias, principalmente os agentes virais,
como o Parainfluenza Tipo 3 e o Virus Sincicial Respiratério, citados como os
de maior importancia veterinaria. No entanto, os relatos destes agentes na
espécie ovina sdo escassos no Brasil.

As viroses respiratérias sdo de grande importancia para a espécie ovina,
assim como para a espécie bovina, inclusive com relatos de casos, no Brasil,
com sérios prejuizos, tanto a saude animal quanto do ponto de vista
econdbmico, como pelo grande numero de animais acometidos e pela
mortalidade que ocorre. Tais virus estdo incriminados como precursores de
doencas respiratérias, uma vez que servem de porta de entrada aos agentes
bacterianos por danos ocasionados nos mecanismos de defesa mucociliar.

Neste contexto, o propdésito deste estudo foi avaliar ovinos de campo
encaminhados ao abate, apresentando sintomatologia de comprometimento de
vias aéreas detectados no exame clinico, e submeter amostras de fragmentos
pulmonares ao exame histomorfoloégico e a deteccdo de antigenos virais de
Parainfluenza tipo 3 bovino e Virus Sincicial Respiratorio Bovino pela técnica
de imunoistoquimica. Foi detectado neste estudo, 83,4% de animais com
pneumonia intersticial, 6,7% de broncopneumonia supurativa e 3,3% de
broncopneumonia supurativa no exame histopatolégico dos animais com
comprometimento do trato respiratorio. Na técnica de imunoistoquimica foi
detectada a presenca de antigenos virais dos BRSV e BPI-3 em 20% e em

13,3%, respectivamente, nos animais do grupo doente.

Palavras chave: Parainfluenza-3 bovino, Virus Sincicial Respiratorio bovino,

Ovinos, Histopatologia, Imunoistoquimica, Pulm&o



Abstract

The growing prominence of the sheep industry in Sdo Paulo in the
number of head and quality of animal genetic causes agglomeration of
individuals there is greater indoors, predisposing them to the different
challenges that cause respiratory diseases, especially viral agents such as
parainfluenza type 3 and respiratory syncytial virus cited as the most important
veterinary medicine. However, reports of these agents in sheep are scarce in
Brazil.

The respiratory viruses are of great importance to the ovine species, as
well as for the bovine species, including case reports, in Brazil, with serious
damage, both animal health and the economic point of view, the large number
of affected animals and the mortality that occurs. Such viruses are incriminated
as precursors of respiratory diseases, once serving as a gateway to the
bacterial damage caused by the mucociliary defense mechanisms.

In this context, the purpose of this study was to evaluate sheep sent to
slaughter field, presenting symptoms of compromised airway detected on
clinical examination, and submit samples of lung fragments histomorphological
examination and antigen detection of bovine parainfluenza type 3 virus and
Bovine Respiratory Syncytial by immunohistochemistry. Was detected in this
study, 83.4% of animals with interstitial pneumonia, suppurative
bronchopneumonia 6.7% and 3.3% for purulent bronchopneumonia in
histopathological examination of animals with compromised respiratory tract. In
immunohistochemistry detected the presence of viral antigens of BRSV and

BPI-3 in 20% and 13.3% respectively in group patient.

Keywords: Bovine Parainfluenza-3, Respiratory syncytial virus bovine, Ovine,

Histopathology, Immunohistochemistry, Lung



Introducgao

As doencas respiratérias sdo um dos mais graves problemas de sanidade
enfrentados na ovinocultura, tendo como etiologia bactérias, virus, metazoarios
e neoplasias (AL-SULTAN et al., 1988; KIMBERLING, 1988; DUNBAR et al.,
1990).

Entre as doencas respiratdérias que acometem os ovinos, as pneumonias
sao as mais frequentes e de maior importancia, com quadros clinicos variando
de cronicos até agudos e fatais (RADOSTITS et al., 2002). Geralmente as
pneumonias agudas estéo relacionadas a infecgbes virais causadas por Virus
Parainfluenza tipo 3 (PI-3), Virus Sincicial Respiratério Ovino (ORSV) e
Adenovirus e, por bactérias como as Pasteurelas e Micoplasmas e, as
cronicas, pela adenomatose pulmonar ovina ou carcinoma pulmonar ovino € a
pneumonia progressiva ovina ocasionada pelo Maedi-Visna Virus (MARTIN,
1996; ARAUJO et al., 2004; BELKNAP 2005), embora as formas de
apresentacdo clinica agudas possam evoluir e cronificar, inclusive com a
interacao entre agentes virais e bacterianos.

As enfermidades respiratérias causadas pela Mannheimia (Pasteurella)
haemolytica e Pasteurella multocida sado consideradas as mais importantes
doencas respiratérias de origem bacteriana dos ruminantes domésticos,
comum a todas as partes do mundo. Os surtos freqientemente levam a
grandes perdas econbmicas decorrentes de alta mortalidade, taxa de
crescimento reduzida, condenag¢ao das carcagas nos abatedouros, além dos
custos com medicagdo e méo-de-obra associadas ao tratamento (GILMOUR et
al., 1991; VIANA, 2003).

As pneumonias dos animais domeésticos podem ser classificadas em
quatro tipos histologicos distintos: broncopneumonia, pneumonia intersticial,
pneumonia embdlica e pneumonia granulomatosa. Os critérios usados para
classificacdo sdo baseados nas alteragbes morfoldgicas, incluindo distribuigéo,
textura, cor e aspecto do pulméo afetado. Usando essa classificacdo, é
possivel prever com algum grau de seguranga a possivel etiologia (virus,
bactéria, fungos, parasitas), porta de entrada (aerégena versus hematogena) e,
caso 0 animal sobreviva, possiveis seqlelas para cada um desses tipos. No

entanto, sobreposi¢gdes desses quatro tipos de pneumonia sdo possiveis, e



dois tipos morfolégicos distintos podem estar presentes no mesmo pulméo
(CARLTON & McGAVIN, 1998).

Os agentes virais como o PI-3 e adenovirus sdo considerados os maiores
causadores de doengas respiratérias virais em ovinos, sendo mais
freqientemente isolado o PI-3 (MARTIN, 1996) que € considerado o agente
mais importante para predisposi¢cdo a pneumonia por Pasteurella sp (PUGH,
2005). Nos animais, ocorrem sinais como tosse, taquipnéia, apatia, anorexia, e
febre. Histologicamente as alteracbes sd&o compativeis com pneumonia
intersticial subaguda difusa e broncopneumonia secundaria, caracterizada por
espessamento do septo alveolar, hiperplasia epitelial severa, infiltrados
alveolares de macrofagos e neutrofilos (LEHMKUHL & CUTLIP, 1982; YENER
et al.,2001).

No Brasil, foram feitos relatos de isolamento do virus sincicial respiratério
bovino (BRSV) em bovinos criados extensivamente no Rio Grande do Sul
(DRIEMEIER et al., 1997). No estado de Alagoas, Peixoto et al., (2000)
também isolaram o BRSV em bezerros com problemas respiratorios
apresentando alta morbidade e letalidade. Gongalves et al., (2009) detectaram
82% de amostras positivas para PI-3, 58,8% para BRSV em amostras de soro
de ovinos na regido de Botucatu-SP

Em ovinos infectados experimentalmente com o BRSV foi detectada
doenca pulmonar discreta, caracterizada por pneumonia intersticial, bronquite e
bronquiolite, podendo ser encontrado areas de consolidacdo pulmonar
dispersas, envolvidas por areas enfisematosas, atelectasia, petéquias e
equimoses, (LEHMKUHL & CULTLIP, 1979; AL-DARRAJI et al.,1982).
Histologicamente, as lesbes compreendem pneumonia intersticial multifocal,
com infiltrado de macréfagos e polimorfonucleares nos septos alveolares (AL-
DARRAJI et al.,1982a). A presenca de células sinciciais e inclusbes
eosinofilicas  intracitoplasmaticas podem  ser vistas  dependendo,
principalmente, da fase da infecgédo (BRYSON et al. 1988). Embora em menor
quantidade, a presenca de células sinciciais também pode ocorrer na infecgéo
pelo PI-3 bovino (BPI-3) (BRYSON et al. 1983; DUNGWORTH 1993).



O objetivo do presente trabalho foi descrever as lesées histomorfolégicas
de ovinos, naturalmente acometidos por doenca respiratéria, e comparar com a
imunoistoquimica para deteccdo dos virus BPI-3 e BRSV em amostras
pulmonares de ovinos de campo submetidos ao abate, com sinais de

problemas respiratérios.

Material e métodos

Foram utilizados 40 ovinos independentemente de raca, sexo e idade,
pertencentes a propriedades rurais do municipio de Botucatu — SP, sendo 10
clinicamente sadios e 30 portadores de problemas respiratérios detectados no
exame clinico e submetidos ao abate em frigorifico devidamente amparado
pelas exigéncias legais do Servigco de Inspecao Federal.

Fragmentos de pulm&o de 2x2 cm foram retirados por meio de cortes
transversais nos lobos pulmonares com lesdo e em seguida foram fixados em
solugdo tamponada de formalina 10%. As amostras foram processadas e
incluidas em parafina. Cortes histopatologicos de 3 ym foram confeccionados e
corados por hematoxilina e eosina (HE). As lesbes microscopicas foram
classificadas em pneumonia intersticial, broncopneumonia fibrinosa, e
broncopneumonia supurativa de acordo com Carlton & McGavin, (1998). Apés
classificagcdo morfolégica, macro e microscopica, todos os animais que
apresentaram alteragcbes histopatoldgicas condizentes com pneumonia e/ou
broncopneumonia foram selecionados para a realizagdo da técnica de
imunoistoquimica.

A técnica de imunoistoquimica para os virus avaliados foi padronizada
(Tabela 03 — Anexos) e realizada com o complexo avidina biotina (ABC)
(Vector®), segundo Haines & Chelak (1991). Para o BRSV foi utilizado o anti-
soro policlonal anti-BRSV (VMRD, Inc., Pullman, WA, USA, 210-70 BRSV) e
para deteccado do BPI-3 foi utilizado o anti-soro policlonal anti-PI-3 (VMRD, Inc.,
Pullman, WA, USA, 210-70 PI-3).

Novos cortes a 3 um de espessura foram confeccionados e distendidos
em laminas silanizadas. Apds desparafinizacdo e desidratacdo, procedeu-se a
recuperagéo antigénica em solugcdo tampdo citrato 10 mM (pH6,0) em
microondas (700watts) em trés ciclos de trés minutos. A atividade da

peroxidase enddgena foi bloqueada com solugédo de perdxido de hidrogénio



(H20,) diluida a 3% em metanol com duas trocas de 10 minutos cada. Em
seguida o material foi mantido durante uma hora, a 27T, em solugéo de leite
em pé desnatado (Molico®) a 3% em agua deionizada.

As laminas foram incubadas em camara umida, durante 18 horas
(overnight) a 4C. Para o anti-BRSV utilizou-se a diluicdo 1:50.0 00 e para o
anti-PI13 a diluicao de 1:3.200.

Utilizou-se o complexo Avidina Biotina (ABC) como anticorpo secundario
para evidenciar os antigenos dos virus estudados. As laminas foram lavadas
com solugéo tampéo TRIS pH 7,4 entre as etapas. Para a revelagéo da reagao
foi empregada a solugéo pronta para o uso de DAB (Dako K3468), por trés
minutos. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris,
desidratas e montadas.

A avaliagdo imunoistoquimica foi realizada em microscopio éptico em
aumento de 400X, localizando-se as lesdes perivasculares, peribronquiais e
peribronquiolares, com enfoque nas células epiteliais, nas lesdes intersticiais e
exsudato bronquial, sendo conferido resultado positivo ou negativo para a
reacao imunoistoquimica. As células foram consideradas positivas para a
marcacgéo dos virus estudados quando se observou marcacéo citoplasmatica
de coloragao acastanhada.

Os controles positivos e negativos utilizados na prova de
imunoistoquimica foram preparados no Laboratério de Viroses de Bovideos do
Instituto Biolégico da Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Estado de
Sao Paulo.

Para preparacao do controle positivo inoculou-se os virus BRSV e BPI-3
em células da linhagem MDBK. Para a replicacdo viral, frascos de cultivo de
150cm® com monocamada pré-formada da linhagem de células MDBK foram
infectados com 0,5mL de BRSV com titulo 10°°TCIDso/50uL e 0,5mL de BPI-3
com titulo 10°>°TCIDs¢/50uL, ap6és uma hora de incubagdo & estufa 37°C com
5% de CO2 (Thermo Electron Corporation; Merlette, EUA) adicionou-se 60 mL
de meio MEM com 5% de soro fetal bovino. Em seguida, os frascos foram
novamente incubados em estufa 37C com 5% de CO , por aproximadamente
30 horas para o BPI-3 e 146 horas para o BRSV, ocasido em que 60-70% da
monocamada celular foi destruida pelo virus. Nesse momento, a suspensao

viral foi recolhida e centrifugada a 900 X G por 15 minutos a 4°C. O pellet foi



entdo fixado em formol 10% e utilizado como controle positivo. Ao contrario,
para controle negativo da prova, foram utilizadas células nado infectadas
(Figuras 07 a 10).

Para inclusao e preparagéo das laminas dos controles positivo e negativo,
foi feita a cito inclusdo das células fixadas em formol, e processadas sob a

mesma metodologia dos fragmentos pulmonares para a histopatologia.

Resultados

As lesbes macroscopicas foram discretas e consistiram de petéquias,
areas de consolidagdo discretas, menores que 0,5cm, puntiformes em dois
animais, e apenas um animal apresentou pequenos abscessos (<0,5cm). Os
demais animais ndo apresentaram lesdes macroscopicas significativas, a néo
ser algumas petéquias associadas a forma de abate.

Através da avaliacdo histolégica das amostras pulmonares os animais
foram classificados em sadios (10/40), sem lesdes pulmonares microscépicas
compativeis com processos inflamatérios e doentes (30/40) com diferentes
graus de evolucéo e tipos de lesbes broncopulmonares. De acordo com as
lesbes, constatou-se pneumonia intersticial discreta em 17/30 (56,7%) dos
pulmbdes avaliados pneumonia intersticial moderada em 5/30 (16,7%) e
pneumonia intersticial grave em 3/10 (10,0%). A pneumonia abscedativa
cronica foi constatada em 2/30 (6,7%) e broncopneumonia supurativa (BCP)
em 1/30 (3,3%), (Figuras 01 a 04). As lesdes que tornaram possivel o
diagnoéstico da doenga pulmonar nos animais avaliados estdo apresentadas no
Quadro 01.

A pneumonia intersticial caracterizou-se pelos achados histopatoldgicos
como hiperplasia do tecido linféide associado ao bronquio (BALT) com infiltrado
perivascular e predominio de células mononucleares, espessamento do septo
alveolar com polimorfonuclares (PMN) e areas de atelectasia (Figura 01). Nos
animais com pneumonia intersticial moderada notou-se, além das lesdes
citadas, o predominio de infiltrado perivascular com prevaléncia de PMN e
presenca de areas de atelectasia, fibrose discreta e congestao vascular, com
marginag¢ao de leucocitos. A BCP caracterizou-se pela presenca de exsudato
supurativo em brénquios menores, com fibrina e PMN, e hiperplasia de células

epiteliais bronquiolares com duas camadas (Figura 03).



Dos 40 animais avaliados, 30/40 (75%) apresentaram lesdo pulmonar e
deste grupo de animais com envolvimento broncopulmonar 10/30 (33,3%)
apresentaram reacao positiva a imunoistoquimica para os virus estudados
(Quadro 01), sendo que destes 13,3% (4/30) foram positivos para o BPI-3
(Figura 05) e 20% (6/10) foram positivos para o BRSV (Figura 06).

Discussao

Os animais utilizados neste estudo apresentaram sinais clinicos de
envolvimento respiratorio como corrimento nasal, espirros, tosse e dispnéia
caracterizando animais com alteracbes em vias anteriores e/ou posteriores,
conforme descrito por Marcondes (2007). As lesées macroscopicas foram
discretas, sendo que apenas um dos dois animais que apresentaram
pneumonia abscedativa apresentou dois pequenos abscessos na superficie
pulmonar do lobo acessorio direito. Nos demais animais predominou a
presenca de petéquias subpleurais provavelmente associadas a forma de
abate com insensibilizagdo por choque e sangria.

As lesbes histopatoldgicas encontradas, condizentes com a classificacao
de pneumonia intersticial (CARLTON & McGAVIN, 1998), se mostravam com
diferentes graus de evolugdo devido a utilizacdo de animais de campo no
momento do abate, sem o conhecimento do tempo exato de incubacao,
evolucdo da doenga e a possibilidade de associagdo de outros agentes
envolvidos.

A infeccdo experimental pelo BRSV caracteriza-se por focos de
pneumonia intersticial, hemorragia, bronquite e bronquiolite com acumulo de
células mononucleares, predominantemente macréfagos, nos septos alveolares
e espago aéreo, sem a evidencia de debris celulares e poucos neutroéfilos nos
bronquiolos (AL DARRAJI et al., 1982). Em casos de infecgdo natural pelo
BRSV, além das lesdes descritas foi notada a formacgéo de células sinciciais
(PEIXOTO et al., 2003). Tais células ndo foram notadas nos animais deste
estudo, provavelmente devido ao tempo de evolugdo da doenca. Ja nos
animais infectados experimentalmente com o BPI-3 as lesdes microscopicas
sdo caracterizadas por bronquite necrética e bronquiolite com presenga de
exsudato neutrofilico e espessamento dos septos alveolares, proliferacdo de

células bronquiolares e do epitélio alveolar, e a presenga de raras células



multinucleadas com inclusdes eosinofilicas (DUNGWORTH, 1993). Tais lesées
sdo condizentes com nossos achados, principalmente nos dez animais (10/30)
que apresentaram marcagéao positiva aos antigenos do BRSV e PI-3.

Neste estudo diagnosticaram-se animais com pneumonia intersticial
discreta, (17/30) que apresentavam infiltrados de células mononucleares,
infiltrados perivascular com mono e polimorfonucleares, espessamento do
septo alveolar e hiperplasia do BALT, condizentes com a literatura (AL
DARRAJI et al., 1982, AL DARRAJI et al., 1982a). Destes animais, seis
apresentaram-se positivos na imunoistoquimica sendo dois para BPI-3 e quatro
para o BRSV representando 11,8% e 23,5%, respectivamente. Nos cinco casos
de pneumonia intersticial moderada foi detectado um caso positivo para BPI-3
e um para o BRSV (Tabela 01).

As lesdes histopatologicas tendem a se agravar quando ha associagao
dos agentes virais com agentes bacterianos, como descrito por Al-Darraji et al.,
(1982) com presenga de areas de pneumonia intersticial e consolidagéo
pulmonar, com infiltrado de células intersticiais predominando macréfagos
linfécitos e poucos PMN, assim como a presencga de areas de necrose alveolar
focal, hiperplasia e hipertrofia de células alveolares e ocasionalmente
detectaram células gigantes multinucleadas. Fazendo uma analogia com os
achados descritos pelo autor acima, € possivel afirmar que nos animais 14, 19
e 20, cujo diagnéstico histopatolégico foi broncopneumonia supurativa e
pneumonia abscedativa, houve uma interacdo entre agentes bacterianos, e
apenas no animal 14 houve ainda a presenca de antigeno viral detectado na
imunoistoquimica.

Segundo Bryson et al., 1988 os antigenos virais sdo detectados mais
facilmente entre 4 e 7 dias de evolugdo apos inoculagdo com BRSV, notando
no tecido peribronquiolar e perivascular a presenca de hiperplasia linféide de
leve a acentuada; relatam ainda que a reacgéo pela imunoperoxidase foi de
forma granular dentro do citoplasma de células epiteliais. Estes dados sao
condizentes com os achados histopatolégicos e da imunoistoquimica dos
animais diagnosticados com o BRSV (Figura 06) e sugere que os 16 animais
negativos na IHC, porém com lesdes histopatolégicas possam estar nesta fase

da infecgao viral.



A broncopneumonia supurativa, pneumonia fibrinosa e pneumonia
abscedativa crénica diagnosticadas neste estudo estdo condizentes com a
literatura quanto a possibilidade de agentes bacterianos envolvidos
(LENHKHUL & CULTLIP, 1979; AL-DARRAJI et al., 1982).

Corroborando com a literatura (AL-DARRAJI et al., 1982, DRIEMEIER et
al., 1997, PEIXOTO et al., 2000), notou-se neste estudo uma prevaléncia dos
casos de pneumonia intersticial com hiperplasia do BALT, espessamento do
septo alveolar, infiltrado intersticial de monécitos e polimorfonucleares, nos
animais com envolvimento de vias aéreas (17/30), no entanto, ndo foram
observadas células gigantes multinucleadas e lesdes sinciciais. No animal 14
onde houve marcagao positiva para o BRSV foi identificada a presenca de
inclusdes eosinofilicas intracitoplasmaticas.

Nos animais positivos para o BRSV (6/30) predominou o espessamento
do septo alveolar com PMN, presenca de areas de atelectasia, com
espessamento da pleura e fibrose, concordando com os achados em ovinos
inoculados com BRSV que apresentaram pneumonia intersticial multifocal com
infiltrado de macrofagos, PMN nos septos intra-alveolares, com areas de
atelectasia e enfisema (AL-DARRAJI et al.,, 1982). Da mesma forma, tais
autores n&do notaram a presenca de inclusdes eosinofilicas, no entanto,
detectaram raras células multinucleadas. Ja em bezerros, as lesbes sdo mais
caracteristicas com formacao de sincicios e marcagao imunoistoquimica em
animais sacrificados entre cinco e sete dias p6s inoculacédo (BRYSON et al.,
1983).

E possivel afirmar que os animais deste estudo tenham adquirido a
infeccdo dos virus estudados pelo contato com bovinos nas diferentes fases de
criacao nas propriedades, concordando com GONCALVES et al., (2009) que
detectaram amostras soroldgicas positivas para os virus BPI-3 e BRSV
sugerindo que os animais foram expostos a infecgéo natural por esses agentes,
uma vez que nao foram imunizados com vacinas especificas para bovinos.

A imunoistoquimica é um método rapido, podendo ser utilizado na rotina
em casos onde ha suspeita de agentes virais e bacterianos envolvidos nos
casos de pneumonia, especialmente nos casos onde os fragmentos
pulmonares precisam ser fixados em formol antes de ser enviado ao

laboratério. Por permitir a realizagdo da técnica em fragmentos fixados em



formol, a imunoistoquimica também pode ser utilizada em estudos
retrospectivos (BRYSON et al., 1988).

Utilizando o sistema ABC com anticorpos policlonais (VMRD- Pulmann)
anti-BRSV e anti-BPI-3 foi possivel a identificacdo de células positivas para os
virus estudados. Isso corrobora com os dados de Bryson et al., (1988) que
detectaram células positivas no epitélio bronquial e bronquiolar e, menos
frequente no citoplasma de células alveolares e de Yener et al., (2005) que
utilizando o mesmo anticorpo detectaram antigenos de BPI-3 em pulmbes de
cabras. Al-Darraji et al., (1982a) afirmam ainda que tais lesbes sao menos
extensas e moderadas em cordeiros inoculados somente com o BRSV do que
quando inoculados em associagdo com a Pasteurella haemolytica trés e cinco

dias ap6s a inoculagéo do BRSV.

Consideragodes Finais

Os resultados do presente trabalho demonstram que a imunoistoquimica
para o BRSV e BPI-3 apresentou resultados satisfatérios com o protocolo
utilizado. Esta técnica € uma importante ferramenta de diagnéstico de rotina
laboratorial, contribuindo nos processos cuja identificacdo do agente etiolégico
seja imprescindivel para a tomada de deciséo frente a surtos de problema
respiratorio, complementando os ja tradicionais recursos diagnosticos de
sorologia, isolamento, cultivo e identificacdo de agentes etioldgicos, uma vez
que o isolamento nao foi confirmado. Os virus estdo presentes no rebanho
ovino, ocasionando enfermidades respiratérias em diferentes graus de
severidade, permanecendo de forma branda podendo ocasionar sérios
prejuizos a ovinocultura, havendo a necessidade de mais estudos na espécie

ovina.



Tabela 01. Diagnoéstico histopatoldégico com a frequiéncia de marcagao

por imunoistoquimica para os BPI-3 e BRSV.

Diagnostico
histopatolégico

Imunoistoquimica

BPI-3 BRSV

n % n % n %
Pneumonia intersticial discreta 17 56,7 2 11,8 4 23,5
Pneumonia intersticial moderada 5 16,7 1 20,0 1 20,0
Pneumonia intersticial grave 3 10,0 1 33,3 0 0,0
Pneumonia fibrinosa 2 6,7 0 0 0 0,0
Broncopneumonia supurativa 1 3,3 0 0 1 100,0
Pneumonia abscedativa crénica 2 6,7 0 0 0 0,0

30 100,0 4,0 6,0




Quadro 1. Achados histopatologicos e diagnédstico histopatologico, de
ovinos com envolvimento pulmonar e positivos a reagao por imunoistoquimica
para o BPI-3 ou BRSV.

Diagnéstico

Imunoistoquimica

Animal Achados histopatolégicos histopatolégico BPI3 BRSV
Infiltrado perivascular com células
mononucleares, espessamento do
septo alveolar com Polimorfonuclares . .
2 e Pneumonia intersticial - +
(PMN) na luz, presenca de neutréfilos
em capilares, areas de atelectasia, com
fibrose, espessamento da pleura
Hiperplasia de BALT com infiltrado
perivascular de células mononucleares . .
5 Pneumonia intersticial - +
com espessamento do septo alveolar,
areas de atelectasia e hemorragia
Hiperplasia de BALT, infiltrado
6 perivascular de células mononucleares | Pneumonia intersticial - +
com espessamento do septo alveolar
12 Hiperplasia de BALT, com Pneumonia intersticial ) +
espessamento do septo alveolar dsicreta
Infiltrado misto mono e PMN, presenca
de inclusdes citoplasmaticas em células
epiteliais bronquiolares, presenca de
exsudato supurativo com fibrina e PMN, | Broncopneumonia
14 hiperplasia do BALT com predominio supurativa ou - +
de linfécitos, macréfagos e plasmocitos, | purulenta acentuada
exocitose de leucocitos, hiperplasia de
células epiteliais e bronquiolares com
duas camadas
Infiltrado perivascular e intersticial com
26 predominio de PMN e presenca de Pneumonia intersticial ) +
espessamento do septo alveolar e moderada
areas de atelectasia
15 Espessamentp do s_epto al\(eolar, areas Pneumonia intersticial + )
de atelectasia e hiperplasia de BALT
Hiperplasia de BALT, infiltrado
21 perivascular com predominio de Pneumonia intersticial + )
mononucleares e espessamento do grave
septo alveolar
Hiperplasia de BALT, infiltrado
23 perivascular focal com predominio de | Pneumonia intersticial + -
mononucleares.
Infiltrado de PMN e mononucleares, .. -
36 espessamento do septo alveolar e e Pneumonia intersticial + -
. . moderada
areas de atelectasia




'IEigra 01. Pneumonia intersticial com
hiperplasia do BALT e espessamento dos
septos alveolares, HE 100x.

Figura 03. Broncopneumonia supurativa, com
hiperplasia do BALT, com predominio de
linfécitos, macréfagos e plasmécitos, e
hiperplasia de células epiteliais bronquiolares
(—> ), HE, 200x.

intersticial com
hiperplasia do BALT, espessamento dos
septos alveolares e congestao de vasos, HE
50x.
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Figura 04. Pneumonia abscedativa com
presenca de abscessos subagudos difusos e
focos de infiltrado mononuclear, HE, 50x.



Figura 05. Imunomarcacédo positiva para o
anticorpo BPI-3. Presenca de antigenos virais
do BPI-3 em células epiteliais.
Imunoistoquimica, ABC, 210-70-PI-3, DAB,
contra-coloragéo hematoxilina, 25um, 400X.

Figura 07. Imunomarcagdo positiva para o
anticorpo BPI-3. Controle positivo, presencga
de antigenos para o BPI-3, marcagéo positiva
no citoplasma. Imunoistoquimica, ABC, 210-
70-P1-3, DAB, contra-coloracdo hematoxilina
25um, 540x.
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Figura 06. Imunomarcacéo positiva para o
anticorpo BRSV. Presenca de antigenos virais
do BRSV em células epiteliais de brénquios.
Imunoistoquimica, ABC, 210-70-BRSV, DAB,
contra-coloragao hematoxilina, 25um, 540X.

Figura 08. Controle negativo para o BPI-3,
auséncia de antigenos do BPI-3.
Imunoistoquimica, ABC, 210-70-PI-3, DAB,
contra-coloragdo hematoxilina 25um, 540x.
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Figura 09. Controle positivo para o BRSV,
presenca de células com antigenos do BRSV
e inclusées intracitoplasmaticas.
Imunoistoquimica, ABC, 210-70-BRSV, DAB,

contra-coloragdo hematoxilina, 25um,540x.

Figura 10. Controle negativo para o BRSV,
auséncia de  antigenos do BRSV.
Imunoistoquimica, ABC, 210-70-BRSV, DAB,
contra-coloragcao hematoxilina, 25um,540x.
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Achados histopatologicos e diagnéstico histopatologico, de
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Pneumonia intersticial com hiperplasia do BALT, espessamento
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Figura 03
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predominio de linfocitos, macréfagos, plasmoécitos e hiperplasia
de células epiteliais brognuiolares ( —> ), 200x.

Figura 04
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Controle negativo para o BPI-3, auséncia de antigenos do BPI-3,
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Figura 09

Controle positivo para o BRSV, presenga de células com
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Controle negativo para o BRSV, auséncia de antigenos do
BRSV, 25 ym,540x.
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RESUMO

A espécie ovina vem se desenvolvendo no Estado de Sao Paulo de
maneira expansiva e com manejo semi-intensivo dos animais. A aglomeracao
de um grande numero de animais por unidade de area faz com que aumente a
predisposicdo as enfermidades, principalmente as que acometem as vias
aéreas dos ovinos. Dentre os diversos agentes etiolégicos que fazem parte do
complexo respiratorio ovino, o Virus Sincicial Respiratorio e o Parainfluenza
tém demonstrado grande importancia tanto como agentes precursores quanto
ao sinergismo com agentes bacterianos agravando os processos respiratorios.
Tais virus estdo presentes no rebanho bovino e causam infec¢géo cruzada com
animais da espécie ovina. Os diagndsticos dos processos respiratorios se
fazem necessarios e de maneira rapida, segura e eficiente para que medidas
profilaticas sejam tomadas. Devido as dificuldades encontradas no isolamento
viral, faz-se necessaria a padronizagcdo de técnicas mais simples para a
identificacdo dos agentes etiologicos nos casos de surtos de problemas
respiratorios em rebanhos ovinos. Este trabalho teve por objetivos caracterizar
a celularidade das vias aéreas anteriores e posteriores, realizar a sorologia
para pesquisa de anticorpos contra os Virus Sincicial Respiratério Bovino e
Parainfluenza-3 bovino, e relacionar estes achados com o exame
histopatoldgico e com a imunoistoquimca em amostras de ovinos sadios e com
doenca respiratéria. Os animais do grupo sadio ndo apresentaram titulo para os
virus estudados, ja no grupo de animais doentes noutou-se 36,7% (11/30)
positivos para o BPI-3 e 33,3% (10/30) para o BRSV. O exame citolégico
mostrou diferenca significativa na distribuicdo de escore dos eosinéfilos nas
vias aéreas anteriores entre o grupo de animais sadios e com enfermidade
respiratoria. Detectou-se neste estudo, 83,4% de animais com pneumonia
intersticial, 6,7% de broncopneumonia supurativa e 3,3% de broncopneumonia
supurativa no exame histopatolégico. Na técnica de imunoistoquimica foi
detectada a presenca de antigenos virais dos BRSV e BPI-3 em 20% e em

13,3%, respectivamente, nos animais do grupo doente.

Palavras chave: Parainfluenza-3 bovio, Virus Sincicial Respiratério bovino,

Ovinos, Histopatologia, Imunoistoquimica, Pulméo



ABSTRACT

The sheep has been developed in Sdo Paulo so expansive and semi-
intensive management of animals. The clustering of a large number of animals
per unit area will lead to increased predisposition to diseases, especially those
affecting the airways of sheep. Among the other agents that are part of
respiratory complex sheep, parainfluenza and respiratory syncytial virus have
shown great value as precursor agents for synergism with bacterial agents
aggravating the respiratory processes. Such viruses are present in cattle and
cause cross-infection with ovine animals. The diagnoses of respiratory
processes are needed and quickly, safely and efficiently so that preventive
measures are taken. Because of the difficulties in virus isolation, it is necessary
to standardize the simplest techniques for the identification of the etiologic
agents in outbreaks of respiratory problems in sheep flocks. This study aimed to
characterize the cellular airways before and after, perform serology for
antibodies against Bovine Respiratory Syncytial Virus and Parainfluenza-3
bovine, and correlate these findings with histopathology and with
imunoistoquimca in sheep samples healthy and respiratory disease. The
animals of the sound crew did not have title to the virus studied, since the group
of sick animals Nout was 36.7% (11/30) positive for BPI-3 and 33.3% (10/30) for
BRSV . The Pap test showed significant difference in the distribution of scores
of eosinophils in the airways between the previous group of healthy animals and
respiratory disease. Was detected in this study, 83.4% of animals with
interstitial pneumonia, suppurative bronchopneumonia 6.7% and 3.3% for
purulent bronchopneumonia in histopathology. In immunohistochemistry
detected the presence of viral antigens of BRSV and BPI-3 in 20% and 13.3%

respectively in group patient.

Keywords: Bovine Parainfluenza-3, Respiratory syncytial virus bovine, Ovine,

Histopathology, Immunohistochemistry, Lung



INTRODUCAO

A regido de Botucatu vem ganhando evidéncia no cenario do agronegoécio
como grande polo da cadeia produtiva da ovinocultura paulista. De acordo com
o IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, existiam 13.777 ovinos
na regiao de Botucatu em 2008, cerca de 3% do numero total de ovinos
presentes no estado de S&o Paulo (453.261 cabecas). A expansao econémica
dessa atividade acaba acarretando no aumento do numero de animais
mantidos em confinamento e maior transito destes entre as propriedades,
aumentando os indices de doengas respiratorias nessa espécie, que estéo
entre as enfermidades que ocasionam maiores perdas econbmicas em
rebanhos de varios paises. Grande parte dos relatos de doencas respiratérias
que apresentam sintomatologia clinica evidente e com alta mortalidade estéo
associadas a infecgdes por Mannheimia (Pasteurella) haemolytica, no entanto,
outros agentes acometem os ovinos e sdo pouco investigados, com destaque
para os virus (PUGH, 2005).

As viroses respiratérias de maior importancia econbmica para a
ovinocultura incluem o Virus Parainfluenza 3 (PI-3) e o Virus Sincicial
Respiratério (RSV) (ALLEY 1975; LEHMKUHL & CUTLIP, 1982). Outras
viroses, tais como o Adenovirus 6 (AVO-6), Diarréia Viral Bovina (BVDV),
(POMMER & SCHAMBER, 1991), Herpesvirus tipo 1 (HV-1) e a pneumonia
progressiva ovina causada pelo lentivirus maedi-visna (PUGH, 2005), podem
ocorrer com menos freqiéncia.

Dentre os virus estudados, ja foi reportada a suscetibilidade de infecgéo
cruzada entre bovinos e ovinos pelo virus PI-3 (STEVENSON & HORE 1970) e
pelo RSV (BRYSON et al., 1988) utilizando linhagens bovinas e ovinas. No
Brasil, a ocorréncia de infecg¢do, identificada pela deteccdo de anticorpos
inibidores da hemaglutinacao foi constatada por alguns pesquisadores para o
virus sincicial respiratorio bovino (BRSV), em bezerros no Estado de S&o Paulo
(CANDEIAS E RIBEIRO, 1970;), e no Rio Grande do Sul (DAL PIZZOL et al.,
1989), e em ovinos na regiao de Botucatu-SP (GONCALVES et al., 2009).

Ha relatos de isolamento do BRSV em bovinos criados extensivamente no
Rio Grande do Sul (DRIEMEIER et al., 1997). No estado de Alagoas Peixoto et
al., (2000) também isolaram o BRSV em bezerros leiteiros com problemas

respiratorios apresentando alta morbidade e letalidade. Além dos casos de



BRSV detectados em estados brasileiros, foi constatada a presenca do BPI-3
por isolamento em uma bezerra também no Rio Grande do Sul (GONCALVES
et al., 2003).

Para o diagnostico do RSV, os testes mais simples e rotineiros séo os
sorologicos que detectam anticorpos especificos, merecendo destaque a
virusneutralizagdo (VN), realizada em microplacas, exame que leva em média
de 5 a 7 dias para ser concluido (LEHMKUHL et al., 1985; DAL PIZZOL, et al.,
1989). O método classico de diagnostico etiologico é o isolamento viral em
cultivos celulares, porém este método ainda € um desafio, pois muitas vezes é
demorado e laborioso (AL-DARRAJI et al., 1982b; EVERMANN et al., 1985).
Para agilizar o diagnéstico, outras técnicas como a reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR) (LARSEN et al., 1999; MASOT et al., 2000; DOMINGUES,
2005), imunofluorescéncia e ensaios imunoenzimaticos foram desenvolvidas
para deteccdo e identificacdo de acidos nucleicos e antigenos do RSV
(SWENSON & KAPLAN, 1986).

A imunoistoquimica é outra opg¢ao para a identificagcdo de diversos
agentes etiologicos das viroses respiratorias, com relatos de sua utilizacdo na
deteccéo de antigenos do BRSV em amostras de pulmdes de bovinos doentes
(BRYSON et al., 1988; FLORES et al., 2000), localizagao tecidual de antigenos
do Adenovirus Ovino (DEBEY et al., 2001) e na verificagdo da prevaléncia do
PI-3 em amostras de pulméo de cabras (YENER, et al., 2005).

Tendo em vista o envolvimento desses agentes virais em processos
respiratorios tanto de vias aéreas anteriores quanto posteriores, muitas vezes
isoladamente acometidas, faz-se necessario a obtengcdo de amostras por meios
simples e técnicas laboratoriais satisfatérias para o diagnéstico etiologico.
Nesse contexto, o propésito deste estudo foi realizar o exame citolégico de vias
aéreas anteriores e posteriores de ovinos com comprometimento clinico de vias
aéreas, detectados no exame clinico respiratorio. Além disso, tragou-se uma
relacdo destes achados com o diagndstico sorologico, histopatologico e a
identificacdo dos virus BPI-3 e BRSV pela técnica de imunoistoquimica em

fragmentos pulmonares.



MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 40 ovinos independentemente de racga, sexo e idade,
pertencentes a propriedades rurais da regido de Botucatu - SP que foram
submetidos ao abate em frigorifico devidamente amparado pelas exigéncias
legais do Servico de Inspecao Federal.

Os ovinos foram submetidos a inspecéo visual e detectadas alteracdes
como corrimento nasal, tosse, espirros e dispnéia foram selecionados para
colheita do escovado e suabes de orofaringe e porgcao traqueobrénquica e
fragmentos pulmonares perfazendo um total de 30 animais no grupo de ovinos
doentes e 10 animais sadios

Todos os animais foram submetidos a coleta de sangue, para realizagcao
de virusneutralizacédo para pesquisa de anticorpos contra o virus Para-
Influenza tipo 3 (BPI-3) e Virus Sincicial Respiratério Bovino (BRSV). As
amostras foram processadas de acordo com a rotina e metodologia pré-
estabelecidas pelo Laboratorio de Virologia do Instituto Biologico de Sdo Paulo
— SP.

OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Amostras de Sangue

Com o animal contido em estacdao foram colhidos, por venopuntura
jugular, 8 ml de sangue, em tubo a vacuo com gel separador? para obtencéao de
soro e posteriormente os animais eram dessensibilizados e sangrados
conforme o fluxograma de abate. As amostras foram transportadas em caixas
isotérmicas ao laboratorio, centrifugadas a 720 x G durante cinco minutos para

obtencao de soro e processadas para realizacao dos exames sorolégicos.

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Pesquisa de anticorpos neutralizantes

A pesquisa de anticorpos neutralizantes contra o BPI3 foi realizada por
virusneutralizacao, de acordo com “Code of Federal Regulations” (CFR, 2005)
e BRSV segundo SAMAL et al., (1993) e Dominguez, (2000).
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Colheita de amostras citolégicas e suabes

Para obtencédo de secrec¢des do trato respiratério anterior foi utilizado o
escovado nasofaringeo, adaptado de Viana et al.,, (2007) e, para o trato
posterior foi utilizado o escovado bronquico. Foram utilizadas escovas
citolégicas, adaptadas a tubo de polietiieno com 80 cm de comprimento para as
amostras brénquicas. Apos a colheita de secre¢des das vias aéreas o material
obtido foi dividido, onde uma porgao foi destinada ao isolamento viral e a outra
porcao para as técnicas de citologia.

Apds a dessensibilizagdo e degola, foram separados a cabeca e o
conjunto contendo traquéia, coragcéo e pulmdes. As narinas foram limpas com
compressas de gaze, realizada a antissepsia do vestibulo nasal e, para
obtencdo das amostras das vias anteriores, foi introduzido, pela narina
esquerda, um tubo guia siliconizado com 15 cm de comprimento, utilizado para
protecdo da escova. Primeiramente foi introduzido através deste guia, o suabe
estéril, para obtencdo de amostras para isolamento viral. Apds a passagem da
extremidade da escova além da ponta do tubo guia foram feitos movimentos de
rotacao para remocgao superficial de células da mucosa nasal. Para obtencao
das amostras das vias aéreas posteriores, a pe¢a anatdmica foi colocada sobre
a mesa e, cuidadosamente introduzidos o suabe e a escova citoldgica, na
regidao de brénquios menores, para remog¢ao de secrecdes e células das vias
aéreas mais finas.

Apo6s a colheita, a haste do suabe foi cortada, e a ponta contendo a
secregao foi inserida em um tubo de ensaio contendo 5 mL de MEM (Meio
Essencial Minimo, Cultilab®, Campinas, Brasil), contendo penicilina (1,6 mg/L),
estreptomicina (0,4mg/L) e anfotericina B (0,025 mg/L) suplementadas com 5%
de soro fetal bovino (SFB - Cultilab®, Campinas, Brasil) e refrigerado a 4C
imediatamente. Estas amostras foram remetidas, juntamente com as amostras
de sangue colhidas para sorologia, ao Laboratério de Viroses de Bovideos do
Instituto Biolégico de Sdo Paulo — SP, onde foram processadas para
isolamento e identificacao viral.

Foram confeccionadas, por meio de impressdo celular em lamina
histolégica de vidro, 08 laminas por animal, sendo quatro das vias aéreas
anteriores e quatro das vias aéreas posteriores coradas pelos métodos de

Giemsa para identificagdo e contagem celular. Duas laminas, de cada



segmento, foram submetidas a avaliagédo citolégica. Para a quantificacao de
células epiteliais, macréfagos, neutréfilos, linfécitos e eosinofilos estabeleceu-
se um sistema de pontuacéo:

v Escore 0 — Ausente (quando nado foi encontrado o tipo celular

pesquisado);

v' Escore 1 — Raros (quando havia de uma a 05 células pesquisadas por

campo);
v" Escore 2 — Discreto (quando havia de 06 a 10 células por campo);
v' Escore 3 — Moderado (quando havia de 11 a 40 células por campo);

v' Escore 4 — Acentuado (quando havia de 41 ou mais células por

campo);

HISTOPATOLOGIA E IMUNOISTOQUIMICA

Foram retirados fragmentos de 2x2 cm em cortes transversais dos lobos
anteriores que foram fixados em solugdo tamponada de formalina 10%. As
amostras foram processadas e incluidas em parafina. Cortes histopatoloégicos
de 3 ym foram confeccionados e corados por hematoxilina e eosina (HE). As
lesdes microscopicas foram classificadas em pneumonia intersticial, pneumonia
fibrinosa, broncopneumonia fibrinosa e broncopneumonia supurativa de acordo
com Yener et al.,(2005). Apés classificacdo morfolégica, novos cortes foram
realizados para a técnica de imunoistoquimica.

A padronizagdo da técnica de imunoistoquimica para os virus a serem
avaliados foi realizada com o complexo avidina biotina (ABC), segundo Haines
& Chelak (1991). Para o BRSV foi utilizado o antissoro policlonal anti-BRSV
(VMRD, Inc., Pullman, WA, USA, 210-70 BRSV) e para detec¢éo do BPI-3 foi
utilizado o antissoro policlonal anti-PI-3 (VMRD, Inc., Pullman, WA, USA, 210-
70 PI-3).

Apds a padronizagdo da imunoistoquimica realizou-se as analises das
amostras teste e optou-se por utilizar:

Os cortes de 3um de espessura foram confeccionados e distendidos em

laminas silanizadas e apo6s desparafinizagdo e desidratacdo, procedeu-se a



recuperagéo antigénica em solugcdo tampao citrato 10 mM (pH6,0) em
microondas (700 watts) em trés ciclos de trés minutos. A atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com perdxido de hidrogénio (H,O2) 3% em
metanol com duas trocas de 10 minutos cada. Em seguida o material foi
mantido durante uma hora a 27C, em solugdo de leite em pd desnatado
(Molico®) a 3% em agua deionizada.

As laminas foram incubadas em camara umida, durante 18 horas
(overnight) a 4C. Para o anti-BRSV utilizou-se a diluicdo 1:50.0 00 e para o
anti-BPI-3 a diluigdo de 1:3.200.

Utilizou-se o complexo avidina biotina (ABC) (Vector®) como anticorpo
secundario para a reac¢ao. As laminas foram lavadas com solugéo tampao TRIS
pH 7,4 entre as etapas. Para a revelagao da reacéo foi empregada a solucéo
pronta para o uso de DAB (Dako K3468), por cinco minutos. As laminas
utilizadas para ambos os anticorpos utilizados foram contra-coradas com
Hematoxilina de Harris, desidratadas e montadas.

A avaliagdo imunoistoquimica foi realizada em microscopio éptico em
aumento de 400X, localizando-se as lesdes perivasculares, peribronquiais e
peribronquiolares, com enfoque nas células epiteliais, nas lesdes intersticiais e
exsudato bronquiais, sendo conferido o resultado positivo ou negativo para a
reacao imunoistoquimica. As células foram consideradas positivas para a
marcacgéo dos virus estudados quando se observou marcacgéo citoplasmatica
de coloragao acastanhada.

Os controles positivos e negativos utilizados na prova de
imunoistoquimica foram preparados no Laboratério de Viroses de Bovideos do
Instituto Biol6gico da Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Estado de
Sao Paulo (LVB-IB, Sao Paulo, Brasil).

Para preparacao do controle positivo inoculou-se os virus BRSV e BPI-3
em células da linhagem MDBK. Para a replicacao viral, frascos de cultivo de
150cm® com monocamada pré-formada da linhagem de células MDBK foram
infectados com 0,5mL de BRSV com titulo 10°°TCIDso/50uL e 0,5mL de BPI-3
com titulo 10°>°TCIDso/50uL, apés uma hora de incubagédo & estufa 37C com
5% de CO; (Thermo Electron Corporation; Merlette, EUA) adicionou-se 60 mL
de meio MEM com 5% de soro fetal bovino. Em seguida, os frascos foram

novamente incubados em estufa 37C com 5% de CO , por aproximadamente



30 horas para o BPI-3 e 146 horas para o BRSV, ocasido em que 60-70% da
monocamada celular foi destruida pelo virus. Nesse momento, a suspensao
viral foi recolhida e centrifugada a 900xg por 15 minutos a 4°C. O pellet foi
entdo fixado em formol 10% e utilizado como controle positivo. Ao contrario,
para controle negativo da prova, foram utilizadas células n&o infectadas.
(Figuras 10 a 13).

Os dados obtidos na analise citologica foram confrontados com os

achados histopatolégicos, da imunoistoquimica, isolamento e identificagéo viral.

DIAGNOSTICO VIRAL

A) Células

Os procedimentos de multiplicagédo, titulacdo, isolamento de virus e
virusneutralizacdo foram realizados em células da linhagem MDBK, CCL-22,
provenientes do “American Type Cell Colection” (ATCC), cultivadas em MEM
(Meio Essencial Minimo, Cultilab®, Campinas, Brasil), contendo penicilina (1,6
mg/L), estreptomicina (0,4 mg/L) e anfotericina B (0,025 mg/L) suplementadas
com 5% de soro fetal bovino (SFB - Cultilab®, Campinas, Brasil).

Essa linhagem celular foi armazenada em nitrogénio liquido no
Laboratorio de Viroses de Bovideos do Instituto Biologico. As células foram
utilizadas por no maximo 20 passagens, conforme recomendado pelo Manual
de Padrdes para Testes Diagnésticos e Vacinas (OIE, 2006). Para a
manutencgao dos cultivos as células foram mantidas em frascos de poliestireno,
com 15,0 cm? de area (Corning, New York, EUA), mantidas em estufa, a uma
temperatura de 37°C.

Os subcultivos foram realizados a cada 72 horas, utilizando associagéo
Tripsina-Versene (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) para a desagregacéao
das células. O indculo celular foi padronizado com 2 x 10° células/mL e a
contagem feita em camara de Neubauer (Optik Labor, Friedrichshofen,

Alemanha).

B) Propagacao viral

Para a replicagéo viral, frascos de cultivo de 150 cm® com monocamada
pré-formada da linhagem de células MDBK foram infectados com 0,5mL de
BRSV com titulo 10°°TCIDso/50uL e 0,5mL de BPI-3 com titulo



10°°TCIDs0/50uL, ap6s uma hora de incubacéo a estufa 37°C com 5% de CO,
(Thermo Electron Corporation; Merlette, EUA) adicionou-se 60 mL de meio
MEM com 5% de soro fetal bovino. Em seguida, os frascos foram levados a
estufa 37C com 5% de CO , (Thermo Electron Corporation; Merlette, EUA) por
aproximadamente 40 horas, ocasido em que 80-90% da monocamada celular
foi destruida pelo virus. Nesse momento, a suspensédo viral foi recolhida e
centrifugada a 900xg por 15 minutos a 4°C, para a retirada de debris celulares.
O sobrenadante teve, entdo, sua infectividade titulada (BRSV 10°TCIDso/mL e

PI3 10°°TCIDs¢/mL) e foi armazenado a -80T até o momento do uso.

B) Titulagao Viral

Para a titulacdo de semente viral e suspensdes virais produzidas, foi
utilizada a técnica de microtitulagdo em placa. Foram feitas nove diluigdes
seriadas na base 10 do virus, comecando de 10-1 (1:10). Cada diluicdo do
virus era colocada em oito cavidades de uma coluna da placa de 96 cavidades
(Corning) sendo que as duas ultimas colunas (11 e 12) serviram de controle de
células, por isso receberam apenas meio MEM com 1% de antibiéticos (Mistura
de antibidticos: Penicilina G Potassica 11.200 Ul/mL; Estreptomicina 0,01 g/mL;
Gentamicina 0,01 g/mL; L-Glutamina 0,029 g/mL e Anfotericina B 0,5 mg/mL).
Imediatamente em seguida, a toda placa foi adicionado igual volume (50uL por
cavidade) de uma suspensédo de MDBK contendo 5% de soro fetal bovino na
concentragdo de 0,3 x 10° células/mL. A placa foi levada a estufa a 37°C com
5% de CO;, por 72 horas até o momento da leitura. O calculo do titulo viral foi

realizado utilizando-se o0 método de Reed e Muench (1938).

C) Isolamento viral em cultivo celular

Preparo da amostra

Os tubos contendo a secregéo foram agitados por 30 segundos em
agitador de tubos (Phoenix, Araraquara, Brasil) e centrifugados 900xg e o
sobrenadante separado e posteriormente inoculado em monocamadas de
células SFT-R. A identificacdo e confirmacao do isolamento viral foram feitas
por microscopia eletrénica em todas as amostras mesmo sem apresentar ECP
ap6s a 5% passagem nas celulas SFT-R. A extracdo do DNA e RNA foi por
TRIZOL® LS Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as



instrugbes do fabricante. A identificacdo do BRSV foi por RT-PCR feita com
oligonucleotideos correspondentes aos genes F e G do BRSV, conforme
descrito por Almeida et al. (2005) e Vilcek et al. (1994). Como controle positivo
foi utilizada a estirpe do virus BPI-3 procedentes ATCC. A identificacao do BPI-
3 foi por RT- PCR foi feita com oligonucleotideos correspondentes ao gene F
conforme Lyon et al. (1997). Como controle positivo foi usado a estirpe do
BRSV procedentes ATCC.

Inoculagao da amostra em células SFT-R

O isolamento viral foi realizado em placas de 24 cavidades contendo
monocamada de células da linhagem SFT-R, na concentragdo de 2x10°
céls/mL e com 24 horas de crescimento. O meio de crescimento foi retirado, a
monocamada lavada, duas a trés vezes, com meio MEM e inoculadas com 0,2
mL da suspens&o de epitélio, previamente preparada. Apdés um periodo de
incubagdo de uma hora em estufa de CO, a 37°C, o in6culo foi retirado, lavado
e adicionado um mL de meio MEM acrescido de 2% de soro fetal bovino e 1%
de antibiético. A placa foi mantida durante 5 dias em estufa de CO2 a 37°C. A
monocamada foi observada diariamente em microscoépio 6ptico invertido para
acompanhamento de efeito citopatico durante cinco dias. Para cada amostra foi
realizada 03 passagens consecutivas, com intervalo de cinco dias cada.
incubadas durante 5 dias. Leituras diarias foram realizadas com o objetivo de
visualizar efeito citopatico (ECP) caracteristico. Este procedimento foi repetido

em até 05 passagens sucessivas.

D) Quantificacao de anticorpos pelo teste de virusneutralizagao

Os anticorpos neutralizantes presentes no soro sanguineo foram
mensurados em placas de microtitulacdo de poliestireno, fundo chato, de 96
cavidades (Corning). A coluna 1 da placa teste serviu como controle de células,
a coluna 2 foi utilizada para controle da toxicidade de cada soro e nas colunas
3 até 12, as amostras foram diluidas em série, na base logaritmica 2, a partir
da diluicao 1:2 até 1:1024, utilizando meio MEM.

Para validagdo da reac&o, um pool de soros de animais sabidamente
negativos para os virus analisados foi usado como controle negativo enquanto

que como controle positivo foi utilizado um pool de soros de animais com titulo



conhecido para os virus analisados. Feita a diluicdo das amostras, foi
adicionada a placa 200 TCIDsy do virus, exceto no controle de células e de
soro, colunas 1 e 2.

Na placa controle, nas colunas 1 até 8, foi feita a retrotitulagdo do mesmo
virus utilizado na dilui¢do das doses infectantes. As colunas 9 e 10 serviram de
controle positivo e receberam as 200 TCIDso € 0 de controle negativo na coluna
12.

Todas as placas foram incubadas por uma hora em estufa 37C com 5%
de CO,. Depois desse periodo receberam, em cada cavidade, igual volume de
suspenséo de células MDBK na concentracéo de 3 x 10° células/ mL.

Apos quatro dias em estufa 37C com 5% de CO, os resultados foram
observados em microscopio invertido. Tendo em vista que os soros foram
analisados em duplicata, os titulos de anticorpos foram expressos como o
inverso da diluicdo que inibiu o aparecimento de ECP nas duas repeticdes e
foram consideradas reagentes para BRSV as amostras com titulo igual ou
superior a 4 e para PI3 soros com titulos iguais ou maiores que 8 (CFR, 2005);

O teste foi validado de acordo com os resultados do controle de células,
da auséncia de toxicidade dos soros teste, da manutencdo do titulo de
anticorpos de soros controle reagentes e da retrotitulagdo, pelo método de
Reed e Muench (1938).

Analise estatistica

Inicialmente, foi construido um banco de dados em planilha do Software
Microsoft Excel for Windows. Neste banco foram armazenados os dados
individuais dos ovinos previamente definidos e os resultados do diagnéstico
citolégico de vias aéreas anteriores e posteriores de ambos os grupos, da
sorologia e da analise imunoistoquimica. Apds conferéncia e validacdo de
todos os resultados, o banco de dados foi adaptado para analise estatistica no
Software SAS versao 9.1.3. Para as variaveis da citologia, as comparagbes
entre as medianas foram realizadas pelo teste exato de Fischer. Para as
comparacgdes estatisticas foi considerado o limite minimo de significancia de
95% (p < 0,05).



RESULTADOS

Os sinais clinicos mais comumente observados e que auxiliaram na
diferenciacdo dos animais para a composicdo do grupo de ovinos doentes
foram a presenca de corrimento nasal, tosse, espirros e dispnéia, detectados
anteriormente ao abate.

A frequéncia de animais soropositivos entre as 30 amostras analisadas
dos animais do grupo de animais doentes foi de 36,7% (11/30) para o BPI-3 e
de 33,3% (10/30) para o BRSV. Os titulos virais variaram 16 a 1024 para o BPI-
3 e de 2 a 8 para o0 BRSV. No grupo de animais sadios (n=10) nao foi

observada sorologia para os virus pesquisados. (Tabela. 1).

Tabela 1. Resultados da virusneutralizacdo para pesquisa de anticorpos
contra os virus Parainfluenza 3 e Virus Sincicial Respiratério em ovinos com
doenca de vias respiratérias (n=30).

Grupo doentes

Virus (n=30)
Titulo* Positivas %
BPI|-3? 16 - 1024 11 36,7
BRSV® 4-8 10 33,3
BRSV + BPI-3 4 -1024 4 13,3

* Titulo expresso como o inverso da diluicao; min —
minimo; max — maximo.

® BPI-3: n&o reagente < 2.

® BRSV: ndo reagente < 4.



Figura 01. Titulo de anticorpos neutralizantes contra o BPI-3 e o BRSV
presentes no soro dos animais doentes (n=30).

NR — N&o reagentes

Dentro do grupo de animais doentes quatro (4/30 — 13,3%) amostras
apresentaram anticorpos para o BPI-3 e BRSV concomitantemente, enquanto
que 13 (13/30 — 43,3%) das amostras foram positivas apenas para um tipo
viral: sete (7/30 — 23,3%) para o virus BPI-3 e seis (6/30 — 20,0%) para o virus
BRSV (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos casos de co-infeccao nas amostras de soro analisadas
para os virus Parainfluenza 3 (BPI-3) e Virus Sincicial Respiratério (BRSV) em
ovinos com envolvimento de vias aéreas (n=30).

Grupo Infeccao Numero de Amostras (n) Porcentagem (%)
BPI-3 + BRSV 4 13,3
(n=30) BPI-3 7 23,3
BRSV 6 20,0

O exame citologico do escovado das vias aéreas anteriores e
posteriores dos grupos de animais sadios e doentes, avaliados na forma de
escore, mostrou diferenca estatistica significante na distribuicado de escore dos

eosindfilos nas vias aéreas anteriores entre o grupo de animais sadios e com



enfermidade respiratéria (p<0,012). Nao houve diferenga estatistica
significativa entre a distribuicdo dos escores para as vias aéreas anteriores e
posteriores (Figura 02 a 05).

Nas Tabelas 3 e 4, estdo apresentados os numeros de animais que
apresentaram os diferentes escores para as células avaliadas com a respectiva
porcentagem de aparecimento do escore dentro do grupo.

Em relagdo a distribuigdo dos escores de linfocitos das vias aéreas
anteriores entre os grupos sadios e doentes houve tendéncia ao aumento

destas células em vias aéreas anteriores (p<0,058).

Tabela 3. Numero e ocorréncia dos escores para as respectivas células estudadas nas
vias aéreas anteriores de ovinos sadios e doentes.

VIAS AEREAS ANTERIORES
ceoora __ CEC PMN M L E
N % N % N % N % N %

0 0 0 5 5.0 0 00 6 600 8 800

1 0o 0 1 100 0 00 3 300 2 200

S(QELOO)S 2 5 50 1 100 7 700 0 00 0 00

3 4 400 1 100 3 300 1 100 0 00

4 1 100 2 200 0 00 0 00 0 00

TOTAL 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100
0o o0 00 8 267 0 00 17 567 30 100

1 2 67 7 233 0 00 8 267 0 00

P 2 8 267 4 133 15 50 3 100 0 00
3 15 50 5 167 12 400 2 67 0 00

4 5 167 6 200 3 100 0 00 0 00

TOTAL 30 100 30 100 30 100 30 100 30 100

CEC - Célula Epitelial Cilindrica; PMN - Polimorfonuclear; M - Macréfago; L - Linfocito; E - Eosindfilo
N= ndimero de animais



Tabela 4. Numero e ocorréncia dos escores para as respectivas células estudadas
nas vias aéreas posteriores de ovinos sadios e doentes.

VIAS AEREAS POSTERIORES

Escore CEC PMN M L E

n % n % n % n % n %
0 0 0,0 6 60,0 0 0,0 9 90,0 10 100,0

1 1 10,0 1 10,0 0 0,0 1 10,0 0 0,0

SADIOS 2 2 20,0 3 30,0 5 50,0 0 0,0 0 0,0

3 6 60,0 0 0,0 4 40,0 0 0,0 0 0,0

4 1 10,0 0 0,0 1 10,0 0 0,0 0 0,0

TOTAL 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100
0 0 0,0 9 30,0 0 0,0 20 66,7 30 100,0

1 3 10,0 8 26,7 0 0,0 8 26,7 0 0,0

DOENTES 2 15 50,0 10 33,3 8 26,7 2 6,7 0 0,0

3 9 30,0 1 3,3 21 70,0 0 0,0 0 0,0

4 3 10,0 2 6,7 1 3,3 0 0,0 0 0,0

30 100 30 100 30 100 30 100 30 100

CEC - Célula Epitelial Cilindrica; PMN - Polimorfonuclear; M - Macrofago; L - Linfocito; E - Eosindfilo
N= numero de animais

Na Tabela 5 estd apresentada a mediana do escore para cada tipo

celular referente ao grupo de animais estudados.

Tabela 5. Mediana do escore de celularidade das vias aéreas anteriores e
posteriores em ovinos sadios e portadores de doenca respiratoria.

Anterior Posterior
Sadios  Doentes Sadios Doentes
CEC 3 3 3 2
PMN 1 2 0 1
M 2 3 3 3
L 0 0 0 0
E 0° 0 0% 0

Teste de Fischer’s Exact Test, nivel de significancia p>0,012
Letras mailsculas e minlsculas diferem estatisticamente



Embora a mediana do escore para linfocitos tenha apresentado valor igual
a zero para ambos o0s grupos, no grupo sadio um animal apresentou escore 3
(3) e trés animais tiveram escore 1 (7,16,18) e no grupo doente dois
apresentaram escore 3 (29,33), trés apresentaram escore 2 (32,38,40) e oito
tiveram escore 1 (2,6,12,14,19,25,31,35), apresentando tendéncia ao aumento
destas células, porém sem significancia estatistica. J& para os eosindfilos
houve diferenca estatisticamente significante devido ao fato de dois animais (11
e 17) do grupo sadio apresentar escore 1 contra zero animais do grupo doente
com a presenca de alguma célula deste tipo (ANEXO — Tabelas 1 e 2). A
distribuicdo de celularidade das demais células das vias aéreas para os grupos
estudados n&o mostraram diferenca significativa.

Em relacédo ao isolamento e identificacao viral, das 80 amostras testadas
(40 de via aérea anterior e 40 de via aérea posterior), todas foram negativas
para os dois virus respiratérios pesquisados.

O exame histomorfolégico das amostras pulmonares permitiu diferenciar o
diagnéstico microscépico das enfermidades pulmonares em pneumonia
intersticial, pneumonia intersticial moderada, pneumonia intersticial grave,
pneumonia fibrinosa, broncopneumonia supurativa e pneumonia abscedativa
cronica (Figura 06 a 09), com os achados descritos no Quadro 01 (ANEXO). A
freqiéncia dos diagnésticos nos animais do grupo doente esta apresentada na
Tabela 6.

Tabela 6. Diagnostico histopatolégico das amostras pulmonares de animais do
grupo doente (n=30).

Grupo de Doentes

Pneumonia intersticial discreta 17 56,7
Pneumonia intersticial moderada 5 16,7
Pneumonia intersticial grave 3 10,0
Pneumonia fibrinosa 2 6,7
Broncopneumonia supurativa 1 3,3
Pneumonia abscedativa crbnica 2 6,7
Total 30 100,0




Em relagdo a pesquisa de antigenos virais pela técnica de
imunoistoquimica houve marcagéao positiva para os virus respiratorios em 10/30
animais estudados no grupo de ovinos com envolvimento respiratério, sendo
que dos positivos, 40,0% (4/10) foram positivos para o BPI-3 (Figura 14) e
60,0% (6/10) foram positivos para o BRSV (Figura 15). Nao houve a presenca

de ambos os virus em qualquer dos animais estudados, Tabela 7.

Tabela 7. Numero de animais positivos para os virus pesquisados pela técnica

de imunoistoquimica.

Grupo sadio Grupo doentes
Virus (n=10) (n=30)
n % n %
BPI-3 0 0,0 4 13,3
BRSV 0 0,0 6 20,0

Negativos 10 100,0 20 66,7
Total 10 100,0 30 100,0

A Tabela 8 correlaciona o diagnéstico histopatolégico com a presencga de
marcacgao de antigeno viral. Onde dos 17 animais com pneumonia intersticial
dois apresentaram marcacgao positiva para o BPI-3 e quatro positivos para o
BRSV. Nos casos de pneumonia intersticial moderada houve um animal
positivo para o BPI-3 e um para o BRSV e para os casos de pneumonia
intersticial grave e broncopneumonia supurativa houve um animal positivo para

o BPI-3 e um para o BRSV, respectivamente.



Tabela 8. Correlagdo do diagnéstico histopatologico com a freqiiéncia de

marcagao por imunoistoquimica para os BPI-3 e BRSV.

Diagnostico Imunoistoquimica
histopatologico
BPI-3 BRSV
n % N % n %

Pneumonia Intersticial 17 56,7 2 11,8 4 23,5
Pneumonia Intersticial Moderada 5 16,7 1 20,0 1 20,0
Pneumonia Intersticial grave 3 10,0 1 33,3 0 0,0
Pneumonia Fibrinosa 2 6,7 0 0 0 0,0
Broncopneumonia Supurativa 1 3,3 0 0 1 100,0
Pneumonia Abscedativa cronica 2 6,7 0 0 0 0,0

30 100,0 4,0 6,0

DISCUSSAO

A contagem diferencial das células por impresséo celular do escovado
das secrecbes das vias aéreas foi dificil, devido, principalmente a distribuigdo
irregular do material colhido na lamina, pouca homogenia e o grande numero
de sobreposicdes celulares. Em funcéo disso, considerou-se para a contagem
diferencial, um critério de escore de celularidade para que os resultados
obtidos fossem mais fidedignos. Mesmo esta metodologia ndo sendo a mais
utilizada para avaliacao citolégica em pesquisas cientificas, o emprego da
contagem pelo critério de escores nao atrapalhou a interpretacdo dos
resultados (Tabelas 3 e 4).

Conforme ja ressaltado, muitos virus tém sido associados a casos de
doenca respiratéria em ovinos (ALLEY 1975; LEHMKUHL & CUTLIP, 1982;
PUGH, 2005). Co-infecgbes de dois ou mais virus sdo comuns e ja foram
demonstradas por varios autores (CABELLO et al.,, 2006; YESILBAG &
GUNGOR, 2009). Em casos de doenca respiratoria, em especial de
pneumonias agudas, a atividade viral € normalmente observada nos estagios
iniciais da doenga. Em muitos casos a infecgao viral primaria da inicio a
doencga, produzindo danos ao trato respiratorio que sao subseqientemente
agravados por micoplasmas e infecgdes bacterianas secundarias (AL-DARAAJI
et a.; 1982a; BRYSON, 1985).



E impossivel afirmar que ha participacdo viral em todos os casos de
enfermidades respiratérias. Contudo, ndo ha duvidas que muitos casos de
doencas das vias aéreas a participacao viral ndo foi confirmada, talvez devido
ao momento improprio da coleta (quando ja ndo havia mais a participacédo de
virus, apenas de bactérias) ou pela submissdao de material inadequado ou
insuficiente para um diagnéstico laboratorial apropriado (BRYSON, 1985). Este
fato foi sugerido por AL-Darraji et al., (1982) que conseguiram isolar o RSV em
amostras de pulmdes somente na fase aguda com quatro a seis dias apds a
inoculagao viral e em amostras pulmonares.

Os resultados do levantamento soroldégico mostram a presenca dos virus
BPI-3 e BVSR em ovinos da regidao de Botucatu-SP. Os anticorpos detectados
sugerem que os animais foram expostos a infecgao natural por esses agentes
sendo, portanto, uma evidéncia da circulagdo desses virus em ovinos dessas
propriedades (Gongalves et al., 2009).

Como nao foi possivel fazer o isolamento e identificagéo dos virus BPI-3
e BRSV nas amostras do trato respiratdrio anterior e posterior dos animais
deste estudo, é admissivel que a colheita tenha sido realizada em um estagio
da doenca em que nao havia mais presenca de virus ativo causando danos ao
trato respiratorio, ou mesmo que o material colhido n&do tenha sido em
quantidade suficiente ou foi inadequado para fazer o diagnéstico. Em métodos
moleculares como a RT-PCR, a selegdo do material biolégico a ser utilizado
para o diagnostico, forma de conservacédo e tempo de estocagem sé&o
extremamente importantes, pois podem, facilmente, sofrer degradacdo do
material genético principalmente nos virus cujo genoma é constituido por RNA
de fita simples (HENRICKSON , 1994; MURPHY et al., 1995; GEBARA et al.,
2004).

Apesar do isolamento viral nao ter ocorrido em amostras pulmonares, foi
possivel identificar pela imunoistoquimica a presenga de antigeno viral em 33%
(10/30) das amostras testadas, evidenciando a presenca deste agente no
rebanho ovino, isso associado a sorologia positiva nesses animais. Talvez nao
ocorram casos de diagnostico destes virus nos rebanhos ovinos pela falta de
mais investigacéo, idade precoce de abate dos animais, nao dando tempo para

evolugcado e ou a rapidez com que se estabeleca o sinergismo da infecgéo viral



e bacteriana levando a casos graves de pneumonias com Obitos na
propriedade.

Cabe ressaltar também que a Mannheimia (Pasteurella) haemolytica é o
principal agente implicado nas doencgas respiratorias de mortalidade elevada e
sintomatologia clinica evidente em ovinos, além de fazer parte da flora
comensal do trato respiratorio superior de 95% dos ovinos adultos normais
(PUGH, 2005; RADOSTITS et al., 2007; VIANA et al., 2007). Estas evidéncias
sustentam a hipotese de que grande parte das doencas respiratérias
observadas nos animais deste estudo pode estar numa fase de evolugdo com
etiologia bacteriana, e ndo mais a fase viral.

Em ovinos infectados experimentalmente com P. hemolytica dois a
quatro dias apds a inoculagao viral de BRSV a pneumonia € caracterizada por
consolidagédo de parénquima pulmonar, com predominio de macréfagos, areas
de necrose com bronquite e bronquiolite fibrinopurulenta, com células
multinucleadas (AL-DARRAJI et al., 1982c), a possibilidade da interacao entre
agentes virais e bacterianos, pode estar evidente na amostra onde houve
diagnéstico de broncopneumonia supurativa e imunomarcacao para o BRSV,
que apresentou lesdes semelhante as descritas na literatura.

Em bovinos a presenca dos os virus estudados ja foi laboratorialmente
confirmada num surto de infeccdo por BRSV em um rebanho de corte no
estado do Rio Grande do Sul (DRIEMEIER et al., 1997), no estado de Alagoas
com casos de infeccdo natural pelo BRSV (PEIXOTO et a., 2000) e em um
caso esporadico de infeccado respiratoria leve por BPI-3 em uma bezerra
também no Rio Grande do Sul (GONCALVES et al., 2003). No entanto, o
isolamento ndo é tdo simples de ser obtido, uma vez que o momento de
obtencdo das amostras e o periodo de evolugdo sdo importantes fatores no

sucesso do isolamento viral.

CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com o que foi exposto no presente trabalho podemos concluir
que ha a presenca de BPI-3 e o BRSV nesses rebanhos ovinos, provavelmente
pelo contato desses animais com bovinos infectados, sugerindo os bovinos
como importantes reservatorios do virus. A avaliagdo citoldgica pela técnica de

escovado das pecas anatomopatoldgicas ficou prejudicada pela sobreposicéo



celular dificultando a contagem e a diferenciagéo celular, no entanto permitiu a
avaliacdo da distribuicdo celular entre os grupos. Ha a necessidade de
associagao entre técnicas de diagnostico diretos e indiretos para a deteccéo da
presenca do agente viral no rebanho, tendo em vista que a técnica de
imunoistoquimica mostrou a presencga do virus.

Os virus estudados nao foram isolados nas amostras de vias aéreas
anteriores e posteriores dos animais com sintomatologia de envolvimento
pulmonar, no entanto, nos animais onde a IHC foi positiva houve a presenca de
antigenos dos virus nas células do aparelho respiratério, embora sem
vitalidade para crescer no cultivo. Apesar disso, ha necessidade de mais
estudos dos problemas respiratérios em ovinos, em vista de sua importancia

cada vez maior como fonte de proteina e de renda no pais.
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Figura 02. Células do escovado de
nasofaringe de ovinos portadores de doenca
respiratéria. Célula cilindrica ciliada (escore =
1), Giemsa, 400x.

intersticial

Figura 04. Pneumonia
Acumulo de Neutrofilos (escore =4) ( —)
e Macréfagos (escore = 2) ( —>) em
escovado traqueobrénquico, Giemsa, 400x..

grave.

Figura 03. Broncopneumonia supurativa.
Acumulo de neutréfilos em vias aéreas
anteriores. (escore = 4), Giemsa, 400x..

Figura 05. Pneumonia intersticial moderada.
Presenca de Célula Gigante (escore = 1) em
escovado traqueobrénquico, Giemsa, 400x..



Figura 06. Pneumonia intersticial com
hiperplasia do BALT, com predominio de
mononucleares, animal positivo a IHC para o
BPI-3, H.E., 200x.

W

Pneumonia

fibrinosa,  com
hemorragia e areas congestivas, H.E, 100x.

Figura 08.

Figura 07. Pneumonia intersticial com
hiperplasia do BALT e infiltrado perivascular
com predominio de mononucleares, H.E.
200x.
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Figura 09. Broncopneumonia supurativa com

infiltrado misto de mono e PMN, animal
positivo a IHC para o BRSV, H.E, 100x.
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Figura 10. Controle negativo para o BRSV,
auséncia de antigenos do BRSV, 25um,540x.
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Figura 12. Controle positivo para o BRSV.

Imunoistoquimica, ABC, 210-70-BRSV contra
coloragao hematoxilina, 25um, 400x.

para o BPI-3 em bronquiolos de animal com
pneumonia intersticial severa.
Imunoistoquimica, ABC, 210-70-BPI-3 contra
coloragao hematoxilina, 25um, 540x.

b

Figura 11. C‘)ont‘role negativo para o BPI,
auséncia de antigenos do BPI-3, 25um, 540x.
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Figura 13. Controle positivo para o BPI-3.
Imunoistoquimica, ABC, 210-70-BPI-3 contra
coloracao hematoxilina, 25um, 400x.
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epiteliais  cilindricas
positivas para BRSV em bronquios de animal
com pneumonia intersticial. Imunoistoquimica,

ABC, 210-70-BRSV
hematoxilina, 25um, 400x.

contra  coloragao
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cuadros, figuras y referencias.

Estilo y formato de la revista
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cm), dejando un margen de 2 cm en los cuatro bordes.
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Los titulos de capitulos deben ser escritos en mayuscula, justificados al
lado izquierdo, en lineas separadas y sin punto final. Ejemplo: MATERIAL Y

METODOS. En los subtitulos sélo la primera letra es mayuscula. (Ejemplo:



Disefio experimental) y debera ser justificado al lado izquierdo. Subtitulo
secundario debe ser justificado al lado izquierdo y en letra cursiva. No deberan
usarse subrayado ni numeracion de subtitulos o lista de itemes.

Las cifras deben ser escritas en numeros. Cuando estan al inicio de una
frase, o cuando la claridad del texto lo requiera, deben ser expresadas en
palabras. Un decimal debera ser precedido de un numeral usando punto
cuando el articulo es en inglés o coma cuando el articulo es en espanol
(Ejemplo: 0,5 no ,5). Multiplos de mil deben escribirse separados por punto
(Ejemplo: 1.000). Las medidas de cantidad deberan ajustarse al Sistema
Internacional de Unidades, a menos que la practica en una disciplina use
derivados de ellos (Ejemplo: la unidad internacional de Curie). Las fechas
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pueden presentarse abreviadas en los cuadros y figuras. El tiempo diario se
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literatura cientifica, tales como: in vitro, in vivo, ad libitum deberan ir en
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o P < 0,01. Desviacion estandar, error estandar de la media e intervalos de
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Titulo

El titulo del trabajo debe ser conciso, especifico e informativo.Sélo la
primera letra sera mayuscula, en negritas, centrado, iniciandose en la linea 10,
sin usar marcas comerciales o abreviaciones.Se debera sefalar, con
superindice (#) la fuente de financiamiento, si lo hubiese, que se detallara a pie
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inglés.



Autores y direcciones

Los nombres de los autores se escribiran bajo el titulo separados por un
espacio. Use iniciales (sin puntos) y apellido separando por comas entre los
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superindice, el nombre de la seccion, departamento, servicio o institucién a la
que pertenece o pertenecié dicho autor, durante la ejecucién del trabajo. La
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Pie de pagina
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Summary

La segunda pagina debe contener un summary, de no mas de 250
palabras y que describa los propésitos del estudio o investigacion, el material y
métodos empleados, los resultados principales y las conclusiones mas
importantes. No se deben emplear abreviaturas no estandarizadas. En linea
aparte, separado por un espacio y justificadas a la izquierda se deben incluir
key words en minusculas, las que no deben ser mas de 4.

Introduccién

En la tercera pagina en la linea 1 se escribira el titulo del capitulo. En la
linea siguiente, con sangria, predeterminada de un tabulador en 5 espacios, se
plantearan los antecedentes que sustentan el propoésito del articulo, sin un
despliegue extensivo del tema y utilizando sélo las referencias mas pertinentes.
Se deben indicar, cuando corresponda, la hipétesis que se postula y los
objetivos de la investigacion.

Entre parrafos debe conservar el interlineado y medio.

Material y Métodos

Separado por un espacio de la seccidn anterior, se debera describir el
capitulo con suficientes detalles para permitir a otros repetir el estudio.
Después de la primera referencia en el texto a drogas o reactivos, se deben

sefalar el nombre genérico, dosis y via de administracion. Para el caso de



equipo especializado se indicaran la marca, el modelo y el nombre del
fabricante.

Los métodos estadisticos utilizados deben ser sefalados como
subtitulos: “Analisis estadistico” y deben incluir un adecuado detalle, que
permita a los lectores establecer con precision como han sido analizados y
presentados los datos y las unidades de medidas en que estan expresadas
(medias aritméticas, desviaciones estandares, errores estandares de la media,
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Resultados
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discusién o referencia a otro trabajo. Los cuadros y figuras deben ser los
minimos necesarios y los datos no deben ser repetidos en el texto y tampoco
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Discusidn

Esta seccion, separada por una linea de la anterior, debe evaluar e
interpretar los resultados, relacionandolos a los de otros estudios relevantes.
No debe repetir resultados o presentar nuevos.Debe ser diligentemente tratada
en su desarrollo, haciéndola de manera ldgica y concisa, estableciendo
conclusiones, relevancias y proyecciones del trabajo. Debe evitarse formular
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trabajos aun no publicados.

Resumen

El resumen en espafiol debera ser escrito en hoja aparte, y debera
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espacio de una linea se deberan escribir las palabras clave en letras

minusculas, no debiendo ser mas de cuatro y justificadas en el lado izquierdo.
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Referencias
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Instrucciones complementarias

Cuadros

Las leyendas de los cuadros y figuras deben presentarse en espafiol e
inglés.

Los cuadros deben ser el menor numero posible, presentados en hoja
aparte, con sus respectivos titulos en espafiol e inglés en la parte superior. La
informacion de los cuadros no debe repetir lo del texto. Los cuadros deben ser
numerados consecutivamente con numeros arabigos, en el orden en que
aparecen en el texto, asignandoseles un titulo breve y autoexplicativo que
indique su contenido. Sobre cada columna del cuadro debe colocarse um
ncabezamiento corto o abreviado. Sélo los encabezamientos de las columnas y
los titulos generales se separan con lineas horizontales. Las columnas de
datos deben separarse por espacios y no por lineas verticales. Cuando se
requieran notas aclaratorias, deben agregarse al pie del cuadro. Las notas
aclaratorias para todas las abreviaturas no estandar y las unidades de medidas
deben ser agregadas entre paréntesis. Si se usan superindices para sefialar
diferencias entre valores use a, b, ¢, minimice el numero de digitos en cada
columna. Informe el valor de cero como 0. El ancho maximo de los cuadros no
debe exceder los 80 mm para una columna, o los 170 mm para dos columnas.

Figuras

Las figuras deben ser presentadas en hojas separadas con sus
respectivos titulos en espafiol e inglés en la parte inferior y numeradas
consecutivamente usando numeros arabigos, segun el orden en que aparecen
en el texto. Ej.: Figura 1, no Fig. 1.Denomine figura a cualquier ilustracion que
no sea cuadro, Ej.: graficos, ra cografias, electrocardiogramas,
fotografias, etc. Las figuras deben ser orientadas verticalmente y acompafadas
de una corta descripcion que contenga la explicacién de todos los marcadores,
lineas y simbolos usados. Si la figura tiene secciones, éstas deben ser
identificadas como a, b, c, etc., en la esquina superior derecha y deberan ser
descritas en la leyenda.

Para el caso de fotografias, en el reverso y con lapiz a carbén, deben
sefalarse con flecha la orientacién espacial, el nUmero de la figura y el nombre
del autor principal. Los simbolos, flechas o letras, empleados en las fotografias,

deben tener un tamafo y contraste suficientes para distinguirlos de su entorno.



Envie las figuras protegidas en un sobre grueso y de tamafo apropiado.Las
figuras pueden disefiarse a una o dos columnas de ancho (80 y 170 mm,
respectivamente). Las reproducciones en colores de las figuras deben ser
financiadas por los autores.

Cuando las figuras no son originales debe sefialarse la autoria, y cuando
corresponda, se debe adjuntar la autorizacion del autor para ser reproducidas.

Pruebas de imprenta

Una prueba de imprenta serd enviada al autor encargado de la
correspondencia, para su lectura y correccion puntual, y debe ser devuelta al
editor dentro del plazo que se especifique. Por otra parte, el editor se reserva el
derecho a corregir la prueba de imprenta cuidadosamente, pero sin asumir
responsabilidad de tal, y de esta manera agilizar el proceso de publicacién.

La decision final para la publicacidén del trabajo sera en el momento en
que el Comité Editor acepte las correcciones, que a sugerencia de los arbitros
han realizado los autores. Modificaciones a las pruebas de imprenta que no
sean de errores menores no seran aceptadas. Ni los editores ni la imprenta
aceptaran responsabilidad por la impresidén de errores de los articulos que los

autores no hayan corregido en la prueba de imprenta.

Envio de los manuscritos
Los articulos deben ser enviados al Editor e incluir:
. Tres ejemplares impresos en papel, incluyendo los cuadros,

figuras y fotografias.

. Una version electrénica del texto, cuadros (preferentemente en
formato MS Word) y figuras (de preferencia en formato Excel), deben
adjuntarse en un disco de 3,5” o CD, debidamente rotulado con el apellido del

primer autor y las primeras palabras del titulo del articulo.

. Los trabajos deben ser originales y, por lo tanto, no deben estar

en proceso de arbitraje en otra revista.

. Los articulos que se presenten sin considerar las normas de estilo

seran devueltos sin ser sometidos a revision.



. Para experimentos con animales o humanos, el Comité Editor
podra solicitar que se adjunte la autorizacion de un Comité de Bioética o

instancia similar.

. Incluir y completar una declaracion de la responsabilidad de

autoria, con la firma de todos los autores.

. Se debera incluir una carta dirigida al Editor solicitando la
publicacion de su trabajo y sefialando a uno de los autores como responsable

de la revision de las pruebas de imprenta y de la correspondencia.

. La propiedad intelectual de los trabajos publicados pertenece a
los autores.
o Los revisores de Archivos de Medicina Veterinaria asesoran al

Comité Editor para decidir si el trabajo puede ser publicado.Los autores podran
sugerir revisores. Todos los articulos enviados para publicacion seran enviados
a dos revisores seleccionados por el Comité Editor y pueden incluir, o no, los
sugeridos por los autores. En caso de existir controversia en los informes, se
recurrira a un tercero en caracter de arbitroarbitrador, que asesorara al Comité
Editor para decidir el destino del trabajo. Los revisores estan obligados a
mantener el caracter confidencial de toda la informacion de los trabajos, aun

cuando no sean publicados.

. Previo a la publicacién de un trabajo aceptado se debe pagar un

valor cuyo monto se sefiala en la Web www.veterinaria.uach.cl.



DISCUSSAO GERAL



3. DISCUSSAO GERAL

Os resultados do inquérito sorolégico mostram a presencga dos virus BPI-3
e BRSV em ovinos da regido de Botucatu-SP. Os anticorpos detectados
sugerem que os animais foram expostos a infec¢do natural por esses agentes
sendo, portanto, uma evidéncia da circulagdo desses virus em ovinos dessas
propriedades.

Provavelmente o BPI-3 e o BRSV foram introduzidos nesses rebanhos de
ovinos, através de contato desses animais com bovinos infectados, o que faz
do contato entre essas espécies uma importante fonte de infecgéo. A literatura
alude a possibilidade da infecgdo em cordeiros inoculados experimentalmente
com BRSV, apresentando titulos que variaram de 16 a 256 (AL DARRAJI et al.,
1982).

Os achados clinicos de tosse, dispnéia, espirros e corrimento nasal, que
foram determinantes na escolha dos animais para os estudos, sdo condizentes
com a literatura que refere 0os mesmos sinais em ovinos inoculados
experimentalmente com RSV da linhagem bovina (AL DARRAJI et al., 1982b,
BRYSON et al., 1988), sendo que esta infecgdo cruzada pode ser mais branda

na espécie ovina, sem a detecg¢édo clinica de sinais de pneumonia ocasionando



apenas respostas inflamatorias multifocais em regido intra alveolar
(EVERMANN 1985), fato detectado em nosso estudo pelo nimero de animais
com sorologia evidente, no entanto com sintomatologia branda, sendo estes
animais considerados normais pelos produtores.

A distribuigdo de celularidade nos grupos de ovinos seguiu o esperado
quando comparado a celularidade do lavado traqueobrénquico em ovinos
sadios e com envolvimento de vias aéreas posteriores, mostrando o efeito
bioldgico de descamacao celular (MARCONDES, 2007), no entanto ndo houve
diferenca entre a celularidade de vias aéreas anteriores e posteriores. O
escovado traqueobrbénquico, por outro lado, tem sido mais associado a
utilizacao broncoscédpica para diagnostico direcionado de lesées neoplasicas.

A elevada ocorréncia do virus BPI-3 (159/193, 82,3%) e do BRSV
(114/194, 58.8%) nas propriedades estudadas sugere que sejam agentes virais
responsaveis por problemas respiratérios nestes rebanhos, ja que existe a
presenca dos virus BPI3 e BVSR em ovinos da regido de Botucatu-SP
(GONCALVES et al, 2009). Os anticorpos detectados sugerem que os animais
foram expostos a infeccdo natural por esses agentes sendo, portanto, uma
evidéncia da circulagcdo desses virus nos ovinos da regido de Botucatu-SP.
Uma vez que ndo existem vacinas comerciais contra esses virus para espécie
ovina disponiveis no mercado e os animais desse estudo nao foram
imunizados com vacinas especificas para bovinos, os anticorpos detectados
indicam que eles foram expostos aos virus, por infeccao natural, uma evidéncia
da atividade viral na area.

Com base nos resultados desse estudo, a presenca dos virus BPI3 e
BRSV em ovinos da regido de Botucatu-SP estdo confirmadas. Apesar de néo
ser possivel estabelecer a verdadeira procedéncia das infecgbes virais nesses
rebanhos, é provavel que o contato eventual dos animais deste estudo com
bovinos favoreceu a infecgdo dos animais € manutencdo dos virus nesses
rebanhos. Vale ressaltar ainda que grande parte dos animais que compdem o0s
rebanhos do Centro-Oeste Paulista € proveniente de propriedades da Regidao
Sul do pais, principalmente do Rio Grande do Sul, onde a prética de criagdes
mistas de bovinos e ovinos é bastante comum e, casos de infec¢des naturais
de BRSV e BPI-3, ja foram relatados neste estado (DRIEMEIER, et al., 1997;
GONGCALVES et al., 2003)



Os aspectos histopatoldgicos descritos neste estudo também se
encontram de acordo com o referido na literatura (AL DARRAJI et a., 1982;
EVERMANN et a., 1985; BRYSON et al.,, 1988a) quando ha infecgdes pelos
virus estudados, com infiltrado de células mononucleares e PMN,
espessamento do septo alveolar com hiperplasia do BALT e areas de
atelectasia. Num dos animais deste trabalho (numero 14), cujo diagnéstico
histomorfolégico foi de broncopneumonia supurativa, foi detectado além das
alteracdes mencionadas, a presenca de exsudato supurativo com fibrina,
hiperplasia de células epiteliais e bronquiolares com duas camadas e presenca
de inclusées eosinofilicas, corroborando com AL Darraji et al., (1982) quando
associa o BRSV e a inoculacdo de P. haemolytica. Este fato sugere neste
animal, a associacdo de agentes etiologicos e o agravamento das lesdes,
quando estdo presentes agentes virais e bacterianos (AL DARRAJI et al.,
1982a; BRYSON et al.,, 1983; CASTLEMAN et al.,, 1985; SLAUSON et al.,
1987; BROWN & ANANABA, 1988; SLOCOMBE et al., 1990).

A broncopneumonia intersticial causada por estes agentes virais é
histologicamente caracterizada por bronquite e bronquiolite necréticas, com a
presencga de exsudato neutrofilico, proliferacao do septo alveolar e presenca de
células gigantes com inclusbes citoplasmaticas eosinofilicas (DUNGWORTH
1993). Tais lesbes sdo semelhantes as encontradas nos animais estudados,
porém, somente um animal apresentou inclusdo intracitoplasmatica e células
gigantes. A auséncia das inclusdes e células gigantes pode estar ligada ao fato
dos animais terem sobrevivido a fase aguda da infecgéo viral, da mesma forma
que em infecgdes experimentais, as inclusdes citoplasmaticas n&o foram
encontradas e, somente ocasionalmente, detectou-se presenga de células
multinucleadas (AL-DARRAJI et al., 1982).

O tipo de pneumonia predominante foi a pneumonia intersticial em 17/40
casos, concordando com os estudos em pulmdes de cabra onde a pneumonia
experimental ocasionada por BRSV eram de carater intersticial, multifocal, com
infiltrado nos septos alveolares de mono e polimorfonucleares, com bronquite e
bronquiolite moderadas, com acumulo de macréfagos, linfécitos e PMN (AL-
DARRAJI et a., 1982; YENER et al., 2005).



Em relagdo ao diagnostico direto da participagéo viral nas 80 amostras
testadas (40 de via aérea anterior e 40 de via aérea posterior), todas foram
negativas para o isolamento em cultivo celular, dos dois virus respiratorios
pesquisados.

Muitos virus tém sido associados a casos de doenga respiratoria em
ovinos (ALLEY 1975; LEHMKUHL & CUTLIP, 1982; PUGH, 2005). Co-
infecgdes de dois ou mais virus sdo comuns e ja foram demonstradas por
varios autores (CABELLO et al., 2006; YESILBAG & GUNGOR, 2009). Em
casos de doenca respiratoria, em especial de pneumonias agudas, a atividade
viral € normalmente observada nos estagios iniciais da doenga. Em muitos
casos a infecgao viral primaria da inicio a doenga, produzindo danos ao trato
respiratério que séo subseqlentemente estendidos por micoplasmas e
infeccbes bacterianas secundarias (BRYSON, 1985).

E impossivel afirmar que ha participacdo viral em todos os casos de
enfermidades respiratérias. Contudo, ndo ha duvidas que em muitos casos de
doencas das vias aéreas, a participagcéo viral ndo foi confirmada devido ao
momento improprio da coleta (quando ja ndo havia mais a participacdo de
virus, apenas de bactérias) ou pela submissdao de material inadequado ou
insuficiente para um diagnostico laboratorial apropriado (BRYSON, 1985).

Como néo foi possivel fazer o isolamento em cultivo celular e identificagao
dos virus BPI-3 e BRSV em nenhuma das amostras obtidas do trato
respiratorio anterior e posterior dos animais deste estudo e houve marcagao de
células por imunoistoquimica é admissivel, que a colheita tenha sido realizada
em um estagio da doengca em que nao havia mais presenga de virus ativo
causando danos ao trato respiratorio, ou mesmo que o material colhido n&o
tenha sido em quantidade suficiente ou foi inadequado para fazer o
diagnostico. Em métodos moleculares como a RT-PCR, a sele¢cao do material
biolégico a ser utilizado para o diagnostico, forma de conservagéo e tempo de
estocagem sado extremamente importantes, principalmente em se tratando de
virus como o BPI-3 e o BSRV, cujo genoma é constituido por RNA de fita
simples (HENRICKSON , 1994; MURPHY et al., 1995) que pode facilmente
sofrer degradacéo (GEBARA et al., 2004).



A literatura descreve dificuldades em relagdo ao isolamento viral devido a
baixa viabilidade dos virus em condi¢bes ambientais e 0 manejo e conservagéo
das amostras nos casos de campo. As técnicas imunoldgicas para a detecgéo
de antigenos virais, como a imunofluorescéncia e a imunoistoquimica séo
consideradas ferramentas importantes para o estudo da patogénese de
enfermidades respiratorias (BRYSON et al., 1988; FLORES et al., 2000,). Mais
eficaz ainda € a associacédo de técnicas diferentes. Desta maneira, neste
estudo constatou-se a circulagéo viral na regido de Botucatu pela sorologia e
identificaram-se antigenos virais pela técnica de IHC.

Em infeccédo experimental com o BRSV em bezerros foi constatada a
presencga de antigenos virais em animais eutanasiados entre quatro e dez dias
apo6s a inoculacéo, ndo sendo detectadas células positivas a imunoistoquimica
nos dias 1, 2 e 13 pos inoculagao (BRYSON et al., 1988). Como os animais
deste estudo foram escolhidos na ocasido do abate, por apresentar problema
respiratério, sem prévio conhecimento da evolugdo da sintomatologia
apresentada pode-se explicar a dificuldade tanto no isolamento dos virus
quanto da deteccédo de antigenos nas amostras colhidas. Dos trinta casos de
diagnéstico histopatoldégico de pneumonia, apenas 10 (33%) foram positivas na
IHC, sendo 4 (13,3%) e 6 (20%) para o BPI-3 e BRSV, respectivamente. A
frequéncia de positivos na IHC dentro dos animais com algum tipo de
pneumonia intersticial foi abaixo da encontrada em caprinos abatidos e
estudados para a frequéncia de infecgao por PI-3 (28/42, 66,6%) (YENER, et
al., 2005). Tal autor, em estudo anterior, refere a associagdo de agentes
bacterianos com os casos positivos para BPI-3, sendo mais freqientemente
isolados a P. haemolytica (43,7%), Mycoplasma spp. (25%) e S. aureus
(18,7%). Isto pode ter ocorrido nos animais onde destacou-se a presenca de
pneumonia fibrinosa (6,7 %), BCP supurativa (3,3 %) e pneumonia abscedativa
crdnica (6,7%) e nos casos de pneumonia intersticial moderada e grave com
16,7% e 10% dos animais deste estudo, respectivamente.

Foi notada neste estudo uma incidéncia de animais considerados sadios,
no entanto, apresentando sintomatologia clinica de doenca respiratéria no
momento do abate. Com os achados sorolégicos, associados a deteccdo de
antigenos pela IHC ha indicios da participacao viral atribuidos aos casos de

doencas respiratérias em ovinos, cuja participagdo e/ou sinergismo com



agentes bacterianos possa ocasionar um agravamento dos processos
pneumoénicos com mortalidade nos rebanhos. Destacada a importancia dos
virus circulantes, e das técnicas que permitem, com facilidade, a identificacéo
dos agentes etiologicos, fazem-se necessarias mais pesquisas e a implantagao
de técnicas na rotina laboratorial de diagndstico para realizagdo de um
diagnostico etioldégico preciso e confiavel para a tomada de medidas

preventivas.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados, pode-se concluir que:
e Ha a presenca dos virus BPI-3 e BRSV na populacao ovina;

e Na&o houve diferenga na distribuicdo da celularidade entre vias

aéreas anteriores e posteriores;

¢ N3o houve isolamento de virus das vias aéreas anteriores e

posteriores;

e A imunoistoquimica detectou a presenca de antigenos virais,
embora o isolamento n&o tenha detectado a presenca de virus

viaveis nas amostras estudadas;

e A pneumonia intersticial € freqliente na espécie ovina e passa
despercebida, podendo ocasionar sérios prejuizos para a

ovinocultura;

e Ha evidencias da interacdo entre agente virais e bacterianos

ocasionando enfermidade respiratoria na espécie ovina
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Anexo 01. Tabelas e quadros

ANEXOS

Tabela 1. Escore de celularidade da citologia das vias aéreas de ovinos sadios (n=10).

ESCORE DAS CELULAS DAS VIAS AEREAS

. ANTERIOR POSTERIOR
Numero
do » " » " Mediana
Animal 0| S > e 2 0| S > 2 2
n ®| 5 2 = 5 n ®| 5 2 = b
& = |9 o o g & =9 o o g
325 |g |€ |g |22/35 |8 |€ |43
o ol o © = o 0 o o © £ o
ouw|l 2 = - L ouw| 2 = -l I
3 2 4 3 3 0 4 0 4 0 0 3
7 2 2 2 1 0 3 0 2 0 0 2
8 3 0 2 0 0 3 2 2 1 0 2
9 4 0 2 0 0 2 0 3 0 0 0
10 2 1 2 0 0 3 1 2 0 0 1
1 2 0 2 0 1 3 0 2 0 0 1
16 3 0 3 1 0 2 0 3 0 0 1
17 3 0 3 0 1 3 2 3 0 0 2
18 3 4 2 1 0 1 0 2 0 0 1
30 2 3 2 0 0 3 2 3 0 0 2
Mediana 3 1 2 0 0 3 0 3 0 0

Escore 0 — Ausente (quando nao foi encontrado o tipo celular pesquisado)
Escore 1 — Raros (quando havia de uma a cinco células por campo)
Escore 2 — Discreto (quando havia de seis a dez células por campo)

Escore 3 — Moderado (quando havia de 11 a 40 células por campo)

Escore 4 — Acentuado (quando havia 41 ou mais células por campo)




Tabela 2. Escore de celularidade da citologia das vias aéreas de ovinos portadores de
doenga respiratoria (n=30).

ESCORE DAS CELULAS DAS VIAS AEREAS
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POSTERIOR
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Escore 0 — Ausente (quando nao foi encontrado o tipo celular pesquisado)
Escore 1 — Raros (quando havia de uma a cinco células por campo)
Escore 2 — Discreto (quando havia de seis a dez células por campo)
Escore 3 — Moderado (quando havia de 11 a 40 células por campo)

Escore 4 — Acentuado (quando havia 41 ou mais células por campo)




Tabela 03. Procedimentos utilizados durante a etapa de padronizagdo da

técnica de imunoistoquimica para os virus BPI-3 e BRSV.

Ac Bloqueio Recuperagao AC Tempo
N° ) Diluicédo R Incubacéo )
Primario* peroxidase antigénica Secundario | DAB
01 BPI-3 1:400
02 BPI-3 1:800
H.0, + Citrato pH6,0
03 BPI-3 lg Goat zo2 na Panela | Overnight ABC ,
Metanol + | o ccal por XX |  a4T (1:100) | °
04 BRSV 1:500 M0|i00® 8% . p :
minutos
05 BRSV 1:100
06 BRSV Ig Goat
08 BPI-3 | 1:3.600 | H202 *|pH 60 3x3
. ABC ,
Metanol + | minutos em| 2ha4T (1:100) 5
09 BRSV 1 1:50.000 | polico® 8% microondas '
10 BRSV | 1:60.000 (700Watts)
11 BPI-3 1:3.200 | H,O, +
- Metanol +
12 BPI-3 1:3.600 Molico® 8% + | Citrato 10mM,
13 BRSV 1:50.000 | Bloqueio pH 6,0 | Overnight ABC 3
Avidina e | microondas a4T (1:100)
Biotina _ Soro | 5min
14 BRSV 1:60.000 | Normal de
Cabra
15** BPI-3 1:3.200 Citrato  10mM,
16 BPI-3 | 1:3.600 | H20: *IPH 60 331 o o might ABC |
Metanol + | minutos em 2 4C (1:100) 5
17 BRSV 1 1:50.000 | Molico® 8% microondas '
18 | BRSV | 1:60.000 (700Watts)

*VMRD, Inc., Pullman, WA, USA, BRSV 210-70 e PI-3210-70

** Protocolo utilizado nas reacdes da técnica de IHC.
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