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AVALIACAO DA TRANSMISSAO PELA VIA LAMINA D’AGUA DO VIiRUS DA
DIARREIA VIRAL BOVINA EM LEITOES DESMAMADOS
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

RESUMO - Os pestivirus possuem importancia significativa na suinocultura,
sendo que os suinos podem ser infectados pelo Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV) em condi¢des naturais. O presente estudo teve como objetivo induzir a
infecgdo experimental do BVDV-1 em leitdes desmamados e avaliar a excrecao e
possivel transmissdo do virus pelas vias lamina d’agua e naso-nasal. Foram
conduzidos dois experimentos e uma repeticdo para cada via de transmissao
avaliada. No total foram selecionados 24 leitdes, sendo utilizados seis por
experimento, divididos em grupos controle (n=2), sentinela (n=2) e infectado (n=2),
utilizando isoladores, projetados para estabelecer o contato entre 0s animais apenas
pela via de transmissdo em estudo. O grupo infectado recebeu um inéculo contendo
BVDV-1, estirpe Singer, enquanto que 0s grupos controle e sentinela foram
inoculados com meio E-MEM. Os animais permaneceram nos isoladores por 25 dias,
periodo em que foram coletadas amostras de suabe nasal diariamente e sangue a
cada sete dias. Ao final, os animais foram eutanasiados e necropsiados, sendo
realizada coleta de fragmentos de érgaos para histopatologia, imunohistoquimica e
RT-PCR. Quando avaliada a via de transmissao lamina d’agua, apenas um animal
infectado apresentou excrecdo de material genémico a partir do 6° dia pés-infeccao
(dpi), e um animal sentinela apresentou excre¢cdo no 20° dpi. Nestes animais, a
soroconversao ocorreu no 259 dia apresentando titulo de anticorpos igual a 20. Um
animal infectado ndo apresentou soroconversdao durante o periodo amostrado,
porém houve excrecdo a partir do 52 dpi. Na repeticdo do experimento, apenas um
animal infectado soroconverteu ao 252 dia, com titulo de anticorpos de 20, cuja
excrecdo do material genémico foi detectada ao 212 dpi. Nos animais sentinelas,
apenas um apresentou excrecédo no 132 dpi. Em relacdo ao experimento naso-nasal,
0s animais infectados apresentaram excrecdo de material genético a partir do 172
dpi, porém a soroconversao nao foi observada em todos os animais. Na repeti¢édo do
experimento naso-nasal a soroconversao foi detectada em apenas um dos leitdes
infectados no ultimo dia de experimento, com titulo de anticorpos de 20. A excrecéo
do material gendmico ocorreu nos dois animais infectados, sendo que um animal
apresentou excrecdo a partir do dia 10 e o outro a partir do 18° dpi. Em relacdo a
macroscopia e microscopia, 0s animais de todos 0s experimentos ndo apresentaram
lesbes significativas. O presente estudo demonstra que 0s suinos sao susceptiveis
ao BVDV, possibilitando a excre¢éo e servir como fonte de infec¢do. Evidenciou-se
que a lamina d’agua pode veicular o BVDV de um suino infectado para outro,
ressaltando a importancia e o risco de transmissao. A possibilidade de transmissao
do BVDV pela via naso-nasal em leitdes nao foi provada dentro do periodo avaliado.

Palavras-chave: BVDV, isoladores, RT-PCR, via de transmisséo, virusneutralizacao
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EVALUATION OF THE TRANSMISSION BY BACK POND PEN OF BOVINE VIRAL
DIARRHEA VIRUS IN EXPERIMENTALLY INFECTED WEED PIGS

ABSTRACT - Pestiviruses have significant importance in swine breeding, and
pigs can be infected by Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) under natural conditions.
The present study aimed to induce the experimental infection of BVDV-1 in weaned
piglets and to evaluate the excretion and possible transmission of the virus through
the water and naso-nasal routes. Two experiments and one replicate were conducted
for each evaluated route of transmission. In total, 24 piglets were selected, and six
were used per experiment, divided into control (n = 2), sentinel (n = 2) and infected (n
= 2) groups using isolators, designed to establish contact between animals only by
Route of study. The infected group received an inoculum containing BVDV-1, Singer
strain, while the control and sentinel groups were inoculated with E-MEM medium.
The animals remained in the isolators for 25 days, during which samples of nasal
swab and blood were collected every seven days. At the end, the animals were
euthanized and necropsied, and organ fragments were collected for histopathology,
immunohistochemistry and RT-PCR. When the water-borne transmission pathway
was evaluated, only one infected animal showed excretion of genomic material from
day 6 post-infection (dpi), and one sentinel animal showed excretion at the 20th dpi.
In these animals, seroconversion occurred on day 25 with an antibody titer equal to
20. An infected animal did not present seroconversion during the sampled period, but
there was excretion from the 5th dpi. In the repeat of the experiment, only one
infected animal was seroconverted at day 25, with antibody titer of 20, whose
excretion of the genomic material was detected at 21th dpi. In sentinel animals, only
one had excretion at the 13th dpi. In relation to the naso-nasal experiment, the
infected animals presented excretion of genetic material from the 17th dpi, but
seroconversion was not observed in all the animals. In the repetition of the naso-
nasal experiment, seroconversion was detected in only one of the infected piglets on
the last day of the experiment, with an antibody titre of 20. Excretion of the genomic
material occurred in the two infected animals, and one animal had excretion from the
Day 10 and the other from the 18th dpi. Regarding macroscopy and microscopy, the
animals of all experiments did not present significant lesions. The present study
demonstrates that pigs are susceptible to BVDV, allowing excretion and serve as a
source of infection. It has been shown that the water table can transport BVDV from
one infected pig to another, emphasizing the importance and risk of transmission.
The possibility of BVDV transmission by the nasal nasal route in piglets has not been
proven within the evaluated period.

Keywords: BVDV, insulators, RT-PCR, transmission route, virusneutralization
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

O virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) pertence a familia Flaviviridae e
género Pestivirus. Os virus pertencentes a este género séo esféricos de 40 a 60 nm
de diametro, com nucleocapsideo possivelmente icosaédrico revestido externamente
por envelope derivado das membranas da célula do hospedeiro (WEBER, 2013;
SCHWEIZER; PETERHANS, 2014).

Os pestivirus possuem importancia significativa na suinocultura, uma vez que
0s suinos sdo hospedeiros naturais do Virus da Peste Suina Classica (VPSC) e do
virus Bungowannah e hospedeiros eventuais de Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV) e do Virus da Border Disease (BDV). As cepas de VPSC sao as mais
adaptadas aos suinos e sdo responsaveis por elevadas perdas econdmicas
(MOENNIG, 2000; VILCEK; BELAK, 1996).

Nos suinos, a infeccdo pelo BVDV pode acarretar reacao cruzada e reacdes
inespecificas na deteccdo de anticorpos, sendo necessario o diagnostico diferencial
para peste suina classica (BRASIL, 2004).

Em 1973, uma cepa de BVDV foi isolada pela primeira vez de suinos
possibilitando demonstrar que esses animais podem se infectar naturalmente
(FERNELIUS et al., 1973). Estudos descreveram que a prevaléncia de anticorpos
contra BVDV atingiu 20-30% em algumas granjas suinicolas chinesas nos ultimos
anos (DENG et al., 2012).

O BVDV tem ampla distribuicdo em todas as regiées em que ha criacao de
bovinos. Paises livres de Peste Suina Classica (PSC) estdo detectando suinos
soropositivos para pestivirus de ruminantes (ROEHE; BRITO, 2007). Existe
possibilidade de que outros pestivirus sejam detectados em suinos, como 0 virus
Bungowannah, encontrado na Australia em 2007 (KIRKLAND et al., 2007).

Em granjas com sistemas de creche e de dois sitios “wean-to-finish”, &
comum a utilizagdo de divisorias vazadas para separagdo dos lotes, limpeza e

ventilagdo das baias (ABCS, 2014). Devido a este fato, infere-se o risco de



transmissdo de patdgenos, pois 0s suinos tém habito frequente de fazer
reconhecimento por meio do contato direto, ou seja, focinho a focinho.

No Brasil € comum a utilizagdo da lamina d’agua no setor de terminacéo, para
proporcionar controle térmico e bem-estar aos animais, sendo importante via de
transmissao de agentes bacterianos e virais.

Devido ao pouco numero de estudos a respeito das vias de transmissao do
BVDV em suinos, especialmente pela lamina d’agua muito utilizada em granjas e
pelo contato direto, devido a mistura de lotes e uso de divisorias que permitem esse
contato entre os animais, 0 presente estudo investigou a infecgdo experimental pelo
BVDV gendtipo 1 em leitbes desmamados e avaliou a possibilidade de transmissao

do virus pelas vias lamina d’agua e naso-nasal entre leitdes desmamados.



2. Revisao de literatura

2.1. Agente etioldgico

O BVDV pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus, que possui outros
dois virus antigenicamente relacionados: o VPSC e o BDV (HORZINEK, 1991;
VILCEK; BELAK, 1996).

O género Pestivirus compreende os virus esféricos com 40 a 60 nm de
didmetro e nucleocapsideo possivelmente icosaédrico, revestido externamente por
um envelope derivado das membranas da célula do hospedeiro (WEBER, 2013;
SCHWEIZER; PETERHANS, 2014).

O BVDV apresenta dois biétipos: o citopatico (cp) e o ndo-citopatico (ncp),
sendo que a principal diferenca entre ambos esta na capacidade de causar efeito
citopatico em células de tecidos ou de cultivo celular infectada (NAGAI et al., 2004;
FLORES et al., 2005).

Os virus ncp se replicam no interior das células hospedeiras, sem causar
alterac6es morfoldgicas que levem a morte celular, diferente do cp (KUMMERER et
al., 2000). Os ncp constituem a maioria dos isolados de campo, e estdo associados
com as diversas manifestacdes clinicas da infeccdo, incluindo o surgimento de
bezerros persistentemente infectados (PI), quando a infeccéo ocorre entre 40 e 120
dias de prenhez (RIDPATH; FLORES, 2012). Em contrapartida, os virus cp sao
considerados uma mutacdo do bibtipo ncp e por isso sdo menos comuns na
natureza (FLORES, 2012).

Ndo existem evidéncias que comprovem haver relacdo entre a
citopatogenicidade e a viruléncia, uma vez que cepas ncp do BVDV, em geral,
causam a forma mais grave da enfermidade (RIDPATH et al., 2000).

O BVDV também se apresenta em dois genoétipos, BVDV tipo 1 e BVDV tipo
2, conforme propriedades antigénicas e analises filogenéticas (RADOSTITS et al.,
2007). O BVDV-1 é responsavel por infecgcdes de carater brando a moderado e séo
descritas como amostras classicas do virus ou cepas de referéncia (FLORES et al.,

2000). Ja o BVDV-2 ocasiona alta morbidade e mortalidade em bovinos, gerando



quadros de aborto, doenca respiratoria ou entérica aguda, doenca hemorragica e
trombocitopenia (BRUM et al., 2013).

Os Pestivirus se diferenciam dos demais por codificar duas proteinas que néo
séo encontradas nos outros virus: proteina nao-estruturalNP®, que é codificada pelo
primeiro gene da ORF, e a glicoproteina E™s (Figura 1). A NP & uma proteinase que
possui a funcédo de se autoclivar da poliproteina apds sua sintese. A E™S(ou EO) &
uma glicoproteina associada ao envelope viral e pode também ser secretada das

células infectadas, possuindo também atividade de ribonuclease (FLORES, 2012).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da morfologia do virus da familia
Flaviviridae e da estrutura do genoma do género
Pestivirus. Adaptada de Flores (2012).

Em bovinos a infecgéo por BVDV pode ocorrer de duas formas: a persistente,
caracterizada pela imunotolerancia a cepa viral infectante; e a transiente, em que ha
inducdo normal da resposta imune especifica pelo hospedeiro (PETERHANS et al.,
2003).

Na infecgéo transiente, ndo ha imunotolerancia e ocorre inducéo de dois tipos
de resposta imune: a humoral (anticorpos) e a celular (células T), gerando imunidade
protetora, porém ndo muito duradoura (PETERHANS et al., 2003; FULTON, 2013).

A resposta imune protetora se baseia no reconhecimento de dois principais

antigenos do BVDV. A glicoproteina E™ do envelope viral induz a produgédo de



anticorpos com atividade neutralizante limitada enquanto que a glicoproteina E2
também do envelope, é o principal antigeno indutor da producdo de anticorpos
especificos e de alta capacidade neutralizante (DONIS, 1995).

A glicoproteina E2 do envelope é a proteina dominante na geragdo de
resposta imune pelo hospedeiro e os anticorpos produzidos para esse antigeno sao
essenciais para testes diagnosticos e para imunidade induzida por vacinas (JELSMA
et al., 2013). De acordo com Sandvik (2005), a glicoproteina E2 do envelope € a

principal responsavel pela similaridade e diferenga antigénica entre os pestivirus.

2.2. Epidemiologia

O BVDV tem distribuicdo mundial e a prevaléncia de anticorpos pode atingir
80% do rebanho bovino na América do Norte e em alguns paises europeus
(FLORES et al., 2005).

Estudos realizados por Deng et al. (2012), na China, entre 2007 e 2010,
referiram a prevaléncia variando de 23,1% a 33,6% (MOENNING,; LIESS, 1990). Na
Austria e Alemanha as taxas variam entre 3 e 40% (O’CONNOR et al., 1991). Na
Polbnia, Lipowski (2014) detectou prevaléncia variando de 0,1% a 1,04% em
estudos realizados entre 2008 e 2011.

No Brasil, estudos conduzidos por Gatto (2015), entre 2013 e 2014, com 1930
amostras de frigorificos encontrou prevaléncia de 5,34% entre os suinos do estado
de Sédo Paulo. Ja Almeida (2015), em estudos realizados na regido nordeste do
Estado de S&do Paulo com 360 amostras de sangue suino, entre 2014 e 2015,
obteve 1,94% reagentes ao BVDV-1 e 3,06% reagentes ao BVDV-2.

Os pestivirus de ruminantes como o BVDV podem, em condi¢bes naturais,
infectar hospedeiros de diferentes espécies como os bovinos, bufalos, ovinos,
caprinos e suinos (ROEHE; BRITO, 2007). Os suinos sdo hospedeiros naturais do
VPSC e eventuais de BVYDV (MOENNIG, 2000), nos quais a mucosa oral ou nasal é
a principal porta de entrada do BVDV no organismo (RADOSTITS et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos a soropositividade para BVDV em suinos (ROEHE
et al. 1998), caprinos (CASTRO et al. 1994), ovinos (BRUM et al. 2002), bubalinos
(PITUCO et al. 1998) e javalis cativos (FLORES et al. 2005), porém a relevancia



epidemiologica da infeccdo em outras espécies de animais domésticos e silvestres
ainda permanece incerta.

O contato direto entre bovinos de uma mesma propriedade € considerado o
principal meio de transmissdo do BVDV para suinos (VANNIER; ALBINA, 1999;
MOENNIG; LIESS, 1990).

A transmissdo também pode ocorrer devido ao uso de leite de bovinos
infectados e outros derivados lacteos na alimentacdo de suinos, o uso de vacinas
contra PSC contaminadas e fomites (CARBREY et al., 1976; TERPSTRA,
WENSVOORT, 1997). Ao contrario do que se acreditava a transmissdo também
ocorre entre suinos, porém menos frequente (WIERINGA-JELSMA et. al., 2006).

A transmisséo iatrogénica em bovinos pode ocorrer por meio de agulhas ou
material cirdrgico contaminado, luvas de palpacdo, tatuadores, aplicadores de
brincos, além da agua, leite, sémen, subprodutos carneos e outros alimentos
contaminados que também podem servir de veiculos para a transmisséo de agentes
virais (TREMBLAY, 1996; FLORES, 2012).

2.3 Patogenia e Sinais Clinicos

Os primeiros sitios de replicacdo viral sdo as tonsilas, os tecidos linfoides e o
epitélio da orofaringe. O BVDV induz necrose dos megacariocitos e linfocitos,
consideradas alvos do virus, prejudicando a funcdo daquelas que sobrevivem a
infeccdo (POTGIETER, 2004). Os bovinos eliminam o virus através de descarga
nasal, sendo que apo6s 48-72 horas pdés-infeccdo o virus pode ser isolado no leite, na
urina, nas fezes e na saliva. Entre 0 52 e 82 dia pds-infec¢do ocorre a concentracao
viral maxima (MOSER, 2011).

A infeccdo pelo BVDV em suinos se comporta de maneira semelhante aos
bovinos, principalmente na infeccdo de fémeas reprodutoras na fase gestacional
(BAKER, 1987). Porém os suinos infectados com BVDV apresentaram sinais clinicos
ausentes ou infecgdes subclinica (DENG et al., 2012).

Nos suideos as infeccbes por BVDV podem apresentar sinais clinicos
semelhantes a PSC, tornando importante monitorar as infec¢cdes causadas por
pestivirus de ruminantes (MOENNIG; LIESS, 1990; TAO et al., 2013).



Em animais adultos foram relatados problemas reprodutivos, nascimento de
leitdes fracos, abortamentos e mumificacdo fetal (VANNIER; ALBINA, 1999). Em
porcas prenhes a infeccdo transplacentaria pode causar abortamentos, natimortos,
nascimento de leitegadas debilitadas, ma formacdes e até o nascimento de leitdes
persistentemente infectados (BAKER, 1995).

Em leitdes, a infeccdo por BVDV apresenta sinais clinicos como septicemia,
hemorragia, tonsilite, ictericia, polisserosite, atrofia do timo, anemia, retardo no
desenvolvimento, pelagem &aspera, poliartrite, tremores congénitos, petéquias na
pele, diarreia, conjuntivite e cianose de extremidades (TERPSTRA; WENSVOORT,
1997; ROEHE; BRITO, 2007).

Enfermidade gastroentérica ou respiratéria, doenca hemorragica, perdas
reprodutivas devido a infertilidade temporaria, mumificagbes fetais, malformacoes,
natimortos ou nascimento de animais fracos e inviaveis também sdo consequéncias
da infeccdo pelo BVDV em suinos (RIDPATH; FLORES, 2012; O’'SULLIVAN et al.,
2011). Em estudos realizados por Santos (2016) no Brasil, avaliando a transmissao
aerdgena do BVDV, os leitdes infectados apresentaram sinais clinicos como diarreia,

emagrecimento e pelos asperos.
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Capitulo 1l — TRANSMISSAO DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA PELA VIA
LAMINA D’AGUA EM LEITOES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

RESUMO

Os suinos em condi¢cdes naturais podem infectar-se com Virus da Diarreia Viral
Bovina (BVDV). Entretanto, as vias de transmissdo entre suinos ainda nao foram
elucidadas. O objetivo do presente trabalho foi induzir a infeccdo experimental do
BVDV-1 em leitdes desmamados e avaliar a possibilidade de transmissao pela via
lamina d’agua. Foram conduzidas duas réplicas do experimento (LD 1 e LD 2), para
tal foram selecionados 12 animais comprovadamente livres de BVDV (n=6 por
experimento realizado) para formar trés grupos: controle, sentinelas e infectados,
composto por dois animais cada grupo, sendo cada grupo alojado em isoladores
construidos em aco inoxidavel, projetados para estabelecer o contato entre os
animais apenas pela via de transmissdo em estudo, eliminando a possibilidade de
contaminagdes externas. O grupo infectado recebeu um in6culo contendo BVDV-1,
estirpe Singer, enquanto que 0s grupos controle e sentinela foram inoculados com
meio E-MEM. Os animais permaneceram nos isoladores por 25 dias e durante esse
periodo foram coletadas amostras de suabe nasal diariamente e sangue a cada sete
dias e, ao final, os animais foram eutanasiados e necropsiados e realizada coleta de
fragmentos de 6rgdos para histopatologia, imunohistoquimica e RT-PCR. No primeiro
experimento (LD 1) os animais infectados excretaram particulas virais entre os dias 6
e 21 pos-infeccdo. No grupo sentinela a excrecao ocorreu em apenas um animal, no
20¢ dia poés-infeccéo, e foi observada soroconversdo no 252 dia de experimento. No
LD 2, os animais infectados I3 e 14 excretaram particulas virais nos dias 4 e 21 p0s-
infeccdo, respectivamente. Apenas um animal sentinela (S3) apresentou excrecao
no 132 dia pos-infeccdo. Nos dois experimentos realizados ndo houve alteracdes
macro e microscoépicas dignas de nota. Assim, concluiu-se que os suinos podem se
infectar com BVDV-1 excretando particulas virais e podendo dessa forma, transmitir
0 virus a outros suinos pela lamina d’agua.

Palavras-chave: BVDV, pestivirus, suinos, RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

Os Pestivirus possuem importancia significativa na suinocultura, sendo o0s
suinos hospedeiros naturais do virus da peste suina classica (VPSC), do virus
Bungowannah (KIRKLAND et al.,, 2007) e do Atypical Porcine Pestivirus (APPV)
(HAUSE et al., 2015). Os suinos também atuam como hospedeiros eventuais do
virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e do Virus da Border Disease (BDV).

Os suinos podem ser infectados pelo BVDV em condi¢cdes naturais. Desta
forma, surgiram alguns estudos a respeito da infeccdo causada por Pestivirus de
ruminantes em suinos, principalmente pelo fato de tais infecgcbes apresentarem
alguns sinais clinicos semelhantes a peste suina classica (PSC) (MOENNIG; LIESS,
1990).

As cepas do Virus da Peste Suina Classica (VPSC) sdo as mais adaptadas
aos suinos e responsaveis por elevadas perdas econdmicas. Porém, outros
pestivirus como o BVDV, infectam os suinos, podendo haver confusdes no
diagndstico sorolégico, gerando falsos positivos (MOENNIG, 2000; VILCEK; BELAK,
1996).

Estudos epidemiolégicos referem os bovinos como principais hospedeiros do
BVDV (RIDPATH, 2010). O contato direto com bovinos em uma mesma propriedade
é considerado a fonte primaria do aparecimento de infec¢cdes por BVDV em suinos
(MOENNIG; LIESS, 1990).

Nos sistemas comerciais de criacdo de suinos no Brasil € comum encontrar
no setor de terminacdo a lamina d’agua, utilizada para proporcionar condi¢cdes de
controle térmico e bem estar, sendo importante meio de transmissédo de infeccdes
bacterianas e virais (AMARAL et al., 2003; FLORES et al., 2005).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo induzir a infeccéo
experimental ao BVDV-1 em leitdes desmamados e avaliar a excrecdo e possivel

transmissdo do virus pela via lamina d’agua.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Neste estudo foram selecionados 12 leitbes desmamados de linhagem
comercial, com aproximadamente 21 dias de idade, apresentando bom escore
corporal, com média de cinco quilos, provenientes da mesma leitegada, oriundo de
granja comercial que possuia normas de biosseguridade.

A selecdo foi realizada apOs coleta de sangue dos leitbes e da matriz
doadora, para confirmacéo da higidez dos animais e auséncia de anticorpos contra o
BVDV por Virusneutralizacdo (VN), conforme preconizado pelo “Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines of Terrestrial Animals” (OIE, 2012). Os animais foram
identificados com brincos, alimentados com racdo e agua autoclavada. A

temperatura ambiente permaneceu constante em 25°C.

2.2 Isoladores

Para a avaliagdo da via de transmisséo, foram utilizados isoladores de ago
inoxidavel (0,80m x 0,80m x 1,30m), do Laboratério de Pesquisa em Suinos, da
FCAV — Unesp/Jaboticabal, SP, completamente fechados e especialmente
projetados para estudos epidemioldgicos, cujo modelo foi desenvolvido a partir de
prot6tipo preconizado por Torremorell et al. (1997) e utilizados por Oliveira et al.
(2006; 2007; 2010) (Figura 2 e 3).

O sistema dos isoladores possibilita que o abastecimento de racdo e agua
seja realizado sem a necessidade de abertura do sistema, assim como para a
colheita de amostras de suabe e sangue, no qual os materiais de coleta sao
introduzidos nos isoladores com auxilio de uma camara de passagem.

Os isoladores dos animais infectados e sentinelas foram interligados por um
sistema de mangueiras para transferéncia da agua de uma lamina para outra, sendo
a unica forma de contato entre os animais. A lamina d’agua foi renovada e
transferida diariamente garantindo assim, que o0 grupo sentinela permanecesse em

contato com a lamina do grupo infectado.
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A ventilagdo do sistema foi realizada por meio de fluxo de ar continuo, sem
retorno, por dutos estéreis que conectam os isoladores com a unidade ventiladora e
a exaustora. Ambas as unidades, a exaustora (Exaustflow 500, Filtracom Ltda,
Campinas, SP) e a ventiladora (Sterilflow 500, Filtracom Ltda) s&o equipadas com
prée-filtros e filtros absolutos tipo HEPA, com 99,97% de eficiéncia para particulas de

até 0,3 um.

Figura 2. Imagem de isoladores de ac¢o inox projetados para estudos

epidemiolégicos de vias de transmissdo em leitdes.
Laboratorio de Pesquisa em Suinos, Jaboticabal, SP, 2016.
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Figura 3. Representacdo esquematica de montagem dos
isoladores para estudo da via de transmissdo pela
lamina d’agua. Jaboticabal, SP, 2016.

2.3 Delineamento experimental

17

Para realizagdo da inoculagdo experimental com o BVDV-1, os leitdes

permaneceram em observacdo por sete dias em baias adequadas para a fase de

criacdo e isoladas. Nesse periodo foram coletadas amostras de sangue e suabe

nasal,

as quais foram analisadas por Virusneutralizagcdo (VN) e RT-PCR

(WEINSTOCK et al., 2001), comprovando que os animais estavam livres de infeccao

por BVDV.

Foram utilizados seis leitbes por experimento, distribuidos aleatoriamente em

trés grupos: controle, sentinela e infectado devido a capacidade de cada cabine,

para avaliagdo da excrecao e possivel transmissdo do BVDV-1, conforme demonstra

a Tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo de leitdes por grupo para avaliagdo da transmissao do BVDV
pela via lamina d’agua, em animais experimentalmente infectados.
Jaboticabal, SP, 2015-2016.

Via de ID N de leitbes N sentinela N controle Total por
transmissao infectados repeticéo
Lamina LD1 2 2 2 6
d’agua 1
Lamina LD 2 2 2 2 6
d’agua 2

*|ID: identificagdo dos experimentos, N: numero de animais.

Os animais do grupo infectado foram inoculados com BVDV-1, da estirpe
Singer. O ino6culo foi produzido por meio da replicacdo viral em células da linhagem
“Madine Darby bovine kidney” (MDBK) e posteriormente armazenado em meio Eagle-
Minimal Essential Medium (E-MEM).

O inéculo utilizado apresentava titulo com média de 10%78. A determinacgéo do
titulo foi realizada conforme o método proposto por Reed e Muench (1938).

A inoculacdo de BVDV nos leitdes do grupo infectado seguiu o método
preconizado por Cabezon et al. (2010). Foi realizada escarificacdo no focinho dos
leitdes e a inoculacdo no grupo infectado foi procedida por via intranasal, por instilacdo
de 2,5 mL de suspenséo viral em cada narina, e por via oral com uso de seringa, sendo
administrado o volume de 5,0 mL. Nos grupos controle e sentinela, foram
administrados 10 mL de placebo contendo meio E-MEM pelas mesmas vias.

Cada experimento foi conduzido durante 25 dias, periodo no qual foram
colhidas amostras de suabe nasal diariamente e realizada a coleta de sangue a

cada sete dias por venopuncéo jugular (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo esquematica da programacao de colheita de
amostras da chegada a eutandsia dos animais. Jaboticabal,
SP, 2016.

No momento de cada coleta foi realizado o exame clinico geral do animal,
com mensuracdo de temperatura retal e avaliacdo de sinais clinicos. No 25° dia do
experimento, os animais foram eutanasiados e necropsiados, ocasiao na qual foram
colhidas amostras de baco, ileo, linfonodo mesentérico, mediastinico e inguinal,
pulmdes, rim, figado e tonsilas.

O estudo foi realizado de acordo com os principios éticos adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da FCAV — Unesp/Jaboticabal, SP,
(numero de referéncia 07998/14, 08/05/2014).

2.4 Teste de Virusneutralizagcao (VN)

As amostras de soro sanguineo dos leitbes foram submetidas ao teste de
Virusneutralizacdo. O soro a ser testado foi submetido a diluicbes sucessivas
iniciando-se em 1:10 até 1:5.120 foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram neutralizacdo total das 100 TCIDso em uma concentracdo acima de
1:10 conforme preconizado pelo “Manual of Diagnostic Tests and Vaccines of

Terrestrial Animals” (OIE, 2012). Para a realizagéo do teste foram utilizadas células
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epiteliais de rim bovino da linhagem “Madine-Darby Bovine Kidney” (MDBK) e como
virus padrdo o BVDV-1 (estirpe Singer) citopatico (CP). O titulo de anticorpos
considerado para as amostras positivas foi equivalente a reciproca da maior diluicdo
na qual ocorreu neutralizacao total das 100 TCIDso, aferido pela auséncia de efeito
citopético no tapete celular.

2.5 Histopatologia e Imunohistoquimica (IHQ)

Os fragmentos de baco, ileo, linfonodo mesentérico, mediastinico e inguinal,
pulméo, rim, figado e tonsilas foram fixados em formol tamponado 10% e
rotineiramente processadas para inclusdo em parafina e coloracdo por hematoxilina-
eosina (HE).

A técnica de IHQ foi realizada em todos os cortes histolégicos, conforme
descrito por Haines et al. (1992). As laminas para IHQ foram silanizadas e
submetidas a recuperacdo antigénica com protease XIV por 15 minutos.
Posteriormente, realizou-se bloqueio da peroxidase enddégena com solucéo de H20:2
4%, bloqueio de ligacdo inespecifica com Kit comercial (DAKO LSAB + System —
HRP Biotinylated Link Universal Streptavidin — HRP) e incubacdo com anticorpo
monoclonal (VMRD, Inc., Pullman, USA) diluido em albumina sérica bovina (BSA) na
concentracdo de 1:150 aplicado por 14 a 16 horas (overnight) a 4° C, em camara
amida.

No dia seguinte, realizou-se incubacdo com anticorpo secundario, revelacao
com diaminobenzidina (DAKO-Liquid DAB + Substrate, Chromogen System DAB +
Chromogen DAB + Substrate Buffer) e contra-coloragdo com HE. Como controle
positivo foi utilizado fragmento de epitélio de bovino, devidamente positivos para

BVDV em todos os testes realizados.

2.6 RT-PCR

As amostras de suabe nasal e os fragmentos de baco, ileo, linfonodo
mesentérico, mediastinico e inguinal, pulmao, rim, figado e tonsila, foram avaliados
guanto a presenca de material genético do BVDV por RT-PCR. Os suabes coletados

foram armazenados em microtubos estéreis, livres de RNAses, contendo 0,3 mL de E-
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MEM (Eagle’s Minimal Essential Medium) suplementado com antibidticos
(estreptomicina 1%).

O RNA das amostras foi extraido utilizando-se Trizol (Sigma) e transcrito em
cDNA pela utilizagdo do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems), segundo instrugcbes do fabricante. A PCR convencional para
identificacdo do virus foi realizada utilizando-se o par de primers 103 (5’- TAG CCA
TGC CCT TAG TAG GAC - 3) e 392 (5'- ACT CCA TGT GCC ATG TAC AGC - 3))
que amplifica um produto de 290 pb (WEINSTOCK et al.,2001).

O produto de PCR obtido para a identificacdo dos genes foi utilizado para a
reacao de reamplificacdo utilizando o mesmo conjunto de primers, visando néo gerar
falsos negativos e aumentar a quantidade de produto amplificado empregando
‘primers” que se ligam a regido altamente conservada do genoma do BVDV
localizada na extremidade 5 ndo-traduzida da estirpe NADL que compartilha
maxima homologia com os gendtipos de BVDV tipo 1 e 2.

Para a primeira reacdo de PCR utilizou-se tampao 1X (20 mM Tris-HCI pH
8,4; 50 mM KCI), 2 mM MgClz, 0,2 mM dNTPs, 1,0 U Taq DNA polimerase, 5 pmol
de cada primer, 5 uL de cDNA e 4gua para 20 pL. A amplificacdo dos fragmentos
ocorreu em termociclador Nexus (Eppendorf) programado para realizar um ciclo a
95°C por 4 minutos, 35 ciclos a 94°C por 40 segundos, 60°C por 40 segundos e
72°C por 40 segundos, seguido de um ciclo final de 72°C por sete minutos.

O produto da primeira PCR foi utilizado no lugar do cDNA para a realizagcao
da segunda PCR, que ocorreu sob as mesmas condi¢cdes da PCR 1, utilizando-se o
mesmo par de iniciadores. Em todas as reacdes foram utilizados controles positivos,
contendo material genético do BVDV controle, e negativos, com auséncia de
material genético. Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1% (p/v) contendo brometo de etideo (0,5 mg/mL), e visualizados por

equipamento de fotodocumentacdo GelDoc XR (BioRad, Estados Unidos).
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3. RESULTADOS

Foi observado que no experimento LD 1 houve infeccdo, pois os animais do
grupo infectado excretaram e foi detectado presenca de anticorpos contra BVDV. O
animal infectado (I11) ndo apresentou soroconversdo durante o periodo amostrado,
porém houve deteccdo da excrecédo viral nos dias 5, 7, 8 e 24 pos-infeccdo. Ja no
animal 12 foram detectados anticorpos no 252 dia, com titulo igual a 20, e a excrecao
do material genético foi detectada nas amostras de suabe nos 62, 129, 15° e 202 dpi.
Também foi possivel demonstrar que houve a transmissao, pois 0 animal sentinela
(S1) soroconverteu no ultimo dia de experimento apresentando titulo de anticorpos
igual a 20 e a excrecédo foi observada no 202 dpi. Os animais controle (C1 e C2) e
sentinela (S2) foram negativos em todos os testes realizados. (Tabela 2).

Ao repetir o experimento lamina d'’agua (LD 2), os resultados foram
semelhantes, demonstrando que houve infec¢cdo no grupo dos animais infectados. O
animal infectado (14) apresentou excrecdo de material genético no 21° dpi e a
soroconversdo ocorreu no ultimo dia (259) de experimento, com titulo de anticorpos
de 20. O outro animal infectado (I3) apresentou excrecédo no 4° dpi, contudo veio a
Obito nove dias pos-infec¢do, sendo realizadas necropsia e coleta de fragmentos de
tecidos, as amostras avaliadas foram negativos para BVDV por RT-PCR. Macro e
microscopicamente nao foi observada alteracdes significativas e os 6rgaos coletados
foram negativos para RT-PCR. Foi possivel observar também a transmissao do
virus, pois o animal sentinela S3 apresentou excrecdo no 13° dpi, ndo sendo
detectada soroconversao.

N&o foi detectada presenca do RNA viral por RT-PCR nas amostras de todos
os fragmentos de 6rgdos avaliados. Os animais controle (C) dos experimentos

realizados foram negativos em todos os testes.
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Tabela 2. Resultados obtidos pela RT-PCR e virusneutralizacdo para deteccao
molecular e sorolégica do BVDV em leitbes detalhando o momento da

excrecao e da soroconversao. Jaboticabal, SP, 2015-2016.

Excrecéo viral Titulo de Momento da
Experimento diagnosticada  anticorpos deteccéo dos
por PCR (dpi) anticorpos (em dias)
Infectado (11) 57,8, 24 - -

LD I Infectado (12) 6, 12, 15, 20 20 259
Sentinela (S1) 20 20 259
Sentinela (S2) - - -
Controle (C1) - - -
Controle (C2) - - -
Infectado (13) 4 - -

LD I Infectado (14) 21 20 259
Sentinela (S3) 13 - -

Sentinela (S4) - - -
Controle (C3) - - -
Controle (C4) - - -

*dpi: dia pés-infec¢do; PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

Na avaliacdo clinica foi possivel observar no grupo infectado dos dois
experimentos, sinais clinicos sugestivos de infec¢do pelo BDVD como diarreia, pelos
arrepiados, descarga 6culo-nasal a partir de 15 dpi, quando comparado aos animais
controle, sendo similar ao inicio do periodo de excrecéo viral.

Na necropsia, 0os 6rgdos de todos os leitdes avaliados ndo apresentaram
lesbes macroscopicas significativas. Em relagdo a avaliacdo microscopica nos
tecidos recolhidos nos animais dos dois experimentos, ndo apresentaram lesdes
microscoépicas quando comparados aos animais controle, demonstrando assim que
o BVDV néo foi capaz de determinar lesdes nos 6rgaos avaliados. Além disso, na
avaliacdo por IHQ ndo houve imunomarcacdo positiva para BVDV nos tecidos
avaliados.
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Ao mensurar o pH da lamina d’agua os resultados encontrados foram: grupo
controle média de 6,81+0,6; sentinela média de 6,41+0,5; e grupo infectado média
de 6,96+0,3.

4. DISCUSSAO

O presente estudo obteve sucesso na inducdo da infeccdo experimental em
suinos utilizando-se o BVDV, pois houve a deteccdo da excrecdo do virus e
producdo de anticorpos neutralizantes no grupo de animais inoculados. Foi
observada também soroconversdo dos animais sentinelas e detec¢do da excrecao
viral, 0 que comprova a transmissado do virus pela lamina d’agua. Em ambos os
grupos, inoculados e sentinelas, a excre¢cdo do virus foi detectada antes da
soroconversao.

A excrecao do virus pelos animais infectados teve inicio entre 5 e 10 dias pés-
infeccdo, permanecendo até o final do acompanhamento dos animais por 25 dias.
Nos animais sentinelas a excre¢do foi observada apenas uma vez, ndo sendo
possivel determinar nenhum padréo especifico na excre¢do. Porém, sugere-se que
seguiria 0 mesmo padrao observado no grupo de animais infectados.

Estudos realizados por Walz et al. (2004) detectaram anticorpos contra BVDV
em porcas cinco semanas pos-infeccdo, enquanto Leforban et al. (1992)
demonstraram que a soroconversao ocorreu trés semanas apods inoculacdo de
suinos com uma cepa BDV.

Em consequéncia da dificuldade de acesso a cepas de BVDV isoladas de
suinos no Brasil, o inéculo para este estudo foi replicado em sucessivas passagens
em linhagem celular bovina (MDBK), permitindo sugerir que a patogenicidade e a
viruléncia do virus utilizado pode ter sido prejudicada, podendo também acarretar
diminuicdo da quantidade de material genético excretado.

Em bovinos infec¢bes agudas pelo BVDV estéo relacionadas com a viruléncia
da cepa, sendo que a disseminacéo de cepas de baixa viruléncia ocorre por meio do

contato direto com bovinos PI, limitando a disseminacdo do virus no rebanho. Em
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relagdo a cepas de alta viruléncia, a disseminagdo do virus ocorre semelhante ao
VPSC, ou seja, a partir de animais com infeccdo aguda (RIDPATH; FLORES, 2012).

Em alguns surtos de BVDV ja registrados em suinos foram relatados diarreia,
anemia, pelo &spero, retardo no crescimento, petéquias cutdneas, gastroenterite
cronica, lesdes nos rins, imunossupressdo, e descarga 6culo-nasal (POTGIETER,
2004; TAO et al.,, 2013; CHASE, 2013). Dentre os sinais clinicos, a diarreia, o
emagrecimento e a descarga 6culo-nasal foram observados nos animais infectados
nos dois experimentos, sendo que estes sinais surgiram logo apos o inicio da
excrecao viral.

A presenca do virus nas secre¢cfes nasais dos animais infectados demonstra
gue os suinos podem atuar como fonte de infec¢cdo para outros animais, facilitando
assim a disseminacdo no rebanho. O presente estudo constatou que leitdes
experimentalmente infectados pelo BVDV-1 excretaram o agente em diferentes dpi,
mostrando que os suinos podem de fato amplificar e propagar o BVDV em rebanhos
animais.

A utilizacdo da lamina d’agua no setor de terminacdo contribui com a
liquefacdo dos dejetos, sendo que esta liquefacdo poderia alterar o pH da agua pela
guantidade de excretas e dificultar a sobrevivéncia do virus na agua. Ao mensurar o
pH da lamina d’agua, as médias encontradas por grupo foram: controle 6,81+0,6;
sentinela 6,41+0,5; e infectado 6,96+0,3.

O BVDV é estavel na faixa de pH 5,7 a 9,3 com estabilidade maxima em pH
7,4 (HIRSH; ZEE, 2003). De acordo com o estudo realizado e os resultados obtidos
com a mensuracgao diaria do pH da lamina d’agua dos grupos demonstram que os
valores estavam préximos a estabilidade maxima, possibilitando a viabilidade desse
virus na lamina d’agua e servindo como carreadora de patdégenos como o BVDV,

conforme observado neste estudo.

5. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que suinos saudaveis sdo susceptiveis a

infeccéo pelo BVDV, possibilitando a replicagcéo e servindo de fonte de infec¢ao para
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outros suinos. Foi observado que a lamina d’agua comumente encontrada em

granjas de suinos, pode veicular o BVDV de um suino infectado para outro suino.
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Capitulo Il — TRANSMISSAO PELA VIA NASO-NASAL DO VIRUS DA DIARREIA
VIRAL BOVINA EM LEITOES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

RESUMO

Os suinos em condi¢gBes naturais podem infectar-se com o Virus da Diarreia Viral
Bovina (BVDV). Sabe-se que o principal meio de transmissdo do BVDV em bovinos
€ 0 contato direto ou indireto com as secrecdes e excrecdes de animais infectados.
Entretanto, as vias de transmisséo entre suinos ainda permanecem desconhecidas.
O objetivo deste estudo foi induzir a infecgdo experimental ao BVDV-1 (estirpe
Singer) em leitdbes desmamados e avaliar a transmissao pela via naso-nasal. O
experimento foi realizado com uma repeticdo para confirmacdo dos resultados
(naso-nasal 1 e naso-nasal 2). Para tal, foram selecionados doze animais (n=6 por
experimento), livres de BVDV para formar trés grupos: controle (n=2), sentinela (n=2)
e infectado (n=2). Os isoladores utilizados foram projetados para estabelecer o
contato entre os animais apenas pela via sob estudo, eliminando outras vias de
transmissdo. Amostras de soro sanguineo foram colhidas para sorologia (VN) e
suabe nasal para RT-PCR. Ao final, os animais foram eutanasiados e colhidos
fragmentos de 6rgaos para histopatologia e RT-PCR. Em todos os experimentos, 0s
animais infectados apresentaram excrecdo de material genético e sinais clinicos
como pelos arrepiados, porém a soroconversdo nao foi detectada no periodo
estudado. Os animais controles e sentinelas mostraram-se negativos na VN e na
RT-PCR. Assim, concluiu-se que o BVDV-1 pode infectar os suinos, excretar o virus
e gerar sinais clinicos, contudo néo foi observada transmisséo pela via naso-nasal
durante o periodo avaliado.

Palavras-chave: BVDV, pestivirus, suinos, RT-PCR, isoladores.
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1. INTRODUCAO

Os Pestivirus possuem importancia significativa na suinocultura, sendo o0s
suinos hospedeiros naturais do Virus da Peste Suina Classica (VPSC) e do virus
Bungowannah, e hospedeiros eventuais do Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e
do Border Disease (BDV). As cepas de Peste Suina Classica (PSC) sdo as mais
adaptadas aos suinos e sao responsaveis por elevadas perdas econdmicas. Porém,
outros pestivirus como o BVDV tém sido relatados em suinos, podendo propiciar
confusBes no diagnostico, visto que compartiiham certa semelhanca genética e
antigénica (MOENNIG, 2000; VILCEK; BELAK, 1996).

O BVDV pode infectar grande variedade de ruminantes domeésticos e
silvestres, além de suinos. Estudos confirmaram algumas espécies positivas para
BVDV, caprinos (CASTRO et al.,, 1994), ovinos (BRUM et al., 2002), bubalinos
(PITUCO et al., 1998) e javalis cativos (FLORES et al., 2005).

A transmissdo do BVDV em bovinos pode ocorrer por contato direto ou
indireto, com secre¢des contaminadas (BROCK et al.,, 1991; HOUE, 1995). Em
bovinos a transmissdo por aerossoéis em distancias curtas parece existir, porém a
chance de ocorrer a infecgcdo diminui a medida que a distancia entre os animais
aumenta (POTGIETER, 2004).

Em granjas com sistemas de creche e de dois sitios “wean-to-finish”, é
comum a utilizacdo de divisérias vazadas para separacdo dos lotes, limpeza e
ventilacdo das baias (ABCS, 2014). Devido a este fato, infere-se o risco de
transmissao de patdgenos, pois 0s suinos no seu comportamento natural tém habito
frequente de fazer reconhecimento por meio do contato direto, ou seja, focinho a
focinho.

Existe um numero pequeno de estudos a respeito da epidemiologia,
patogenicidade e sinais clinicos associados a infeccfes pelo BVDV em suinos.
Diversas manifestaces clinicas ja foram relatadas, variando desde animais sem
sinais clinicos até quadros agudos e fatais (RIDPATH et al.,1994; BAKER, 1995).

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo induzir a infeccao
experimental do BVDV-1 em leitbes desmamados e avaliar a excregdo e

possibilidade de transmisséo do virus pelo contato direto naso-nasal entre leitdes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Neste estudo foram selecionados 12 leitbes desmamados de linhagem
comercial, com aproximadamente 21 dias de idade, apresentando bom escore
corporal, com média de cinco quilos, provenientes da mesma leitegada, oriundo de
granja comercial que possuia normas de biosseguridade.

A selecdo foi realizada apoOs coleta de sangue dos leitbes e da matriz
doadora, para confirmacédo da higidez dos animais e auséncia de anticorpos contra o
BVDV por Virusneutralizacdo (VN), conforme preconizado pelo “Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines of Terrestrial Animals” (OIE, 2012). Os animais foram
identificados com brincos, alimentados com racdo e agua autoclavada. A

temperatura ambiente permaneceu constante em 25°C.

2.2 Isoladores

Para a avaliagdo da via de transmisséo, foram utilizados isoladores de acgo
inoxidavel (0,80m x 0,80m x 1,30m), do Laboratério de Pesquisa em Suinos, da
FCAV — Unesp/Jaboticabal, SP, completamente fechados e especialmente
projetados para estudos epidemioldgicos, cujo modelo foi desenvolvido a partir de
protétipo preconizado por Torremorell et al. (1997) e utilizados por Oliveira et al.
(2006; 2007; 2010) (Figura 5 e 6).

O sistema dos isoladores possibilita que o abastecimento de racdo e agua
seja realizado sem a necessidade de abertura do sistema, assim como para a
colheita de amostras de suabe e sangue, no qual os materiais de coleta sao

introduzidos nos isoladores com auxilio de uma camara de passagem.



Figura 5. Imagem de isoladores de aco inox projetados para
estudos epidemiologicos de vias de transmissdo em
leitbes. Laboratério de Pesquisa em Suinos,

Jaboticabal, SP, 2016.
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Figura 6. Representacdo esquematica de montagem dos
isoladores para estudo da via de transmissao pelo

contato naso-nasal. Jaboticabal, SP, 2016.
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O sistema dos isoladores permite que o abastecimento de racdo e agua seja
realizado sem a necessidade de abertura do sistema, assim como para a colheita de
amostras de suabe e sangue, no qual os materiais de coleta sédo introduzidos no
isolador com auxilio de uma camara de passagem. Os isoladores dos animais
infectados e sentinelas foram interligados por um orificio para que houvesse apenas
o contato focinho-focinho, sendo a Unica forma de contato entre os animais (Figura
7).

Figura 7: Imagem do orificio para contato naso-nasal.

A ventilagdo do sistema foi realizada por meio de fluxo de ar continuo, sem
retorno, por dutos estéreis que conectam o0s isoladores com as unidades
ventiladoras e exaustoras. Ambas as unidades, a exaustora (Exaustflow 500,
Filtracom Ltda, Campinas, SP) e a ventiladora (Sterilflow 500, Filtracom Ltda) séo
equipadas com pré-filtros e filtros absolutos tipo HEPA, com 99,97% de eficiéncia

para particulas de até 0,3 pm.
2.3 Delineamento experimental
Para realizacdo da inoculacdo experimental com o BVDV-1, os leitdes

permaneceram em observacao por sete dias em baias adequadas para a fase de
criagdo e isoladas. Nesse periodo foram coletadas amostras de sangue e suabe
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nasal, as quais foram analisadas por Virusneutralizacdo (VN) e RT-PCR
(WEINSTOCK et al., 2001), comprovando que 0s animais estavam soronegativos e
nao possuiam RNA viral para BVDV.

Foram utilizados seis leitdes por experimento para avaliagdo da excrecao e
possivel transmissdo do BVDV-1 entre suinos, conforme demonstra a Tabela 3. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: controle, sentinela e

infectado.

Tabela 3. Distribuicdo de leitdes por grupo para avaliacdo da transmissao do BVDV
pela via naso-nasal, em animais experimentalmente infectados.
Jaboticabal, SP, 2015-2016.

Via de ID N de leitbes N sentinela N controle Total por
transmissao infectados repeticdo
Naso-Nasal 1 NN 1 2 2 2 6
Naso-Nasal 2 NN 2 2 2 2 6

*ID: identificacdo dos experimentos, N: nUmero de animais.

Os animais do grupo infectado foram inoculados com BVDV-1, da estirpe
Singer. O in6culo foi produzido por meio da replicacdo viral em células da linhagem
“Madine Darby bovine kidney” (MDBK) e posteriormente armazenado em meio Eagle-
Minimal Essential Medium (E-MEM).

O inéculo utilizado apresentava titulo com média de 10%%". A determinagédo do
titulo foi realizada conforme o método proposto por Reed e Muench (1938).

A inoculacdo de BVDV nos leitdes do grupo infectado seguiu o método
preconizado por Cabezén et al. (2010). Foi realizada escarificacdo no focinho dos
leitdes e a inoculacdo no grupo infectado foi procedida por via intranasal, por instilacdo
de 2,5 mL de suspenséo viral em cada narina, e por via oral com uso de seringa, sendo
administrado o volume de 5,0 mL. Nos grupos controle e sentinela, foram
administrados 10 mL de placebo contendo meio E-MEM pelas mesmas vias.

Cada experimento foi conduzido durante 25 dias, periodo no qual foram
colhidas amostras de suabe nasal diariamente e realizada coleta de sangue a cada

sete dias por venopungao jugular.
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No momento de cada coleta foi realizado o exame clinico geral do animal,
com mensuracao de temperatura retal e avaliacdo dos sinais clinicos. No 252 dia do
experimento, os animais foram eutanasiados e necropsiados, ocasidao na qual foram
colhidas amostras de bacgo, ileo, linfonodo mesentérico, mediastinico e inguinal,
pulmao, rim, figado e tonsilas.

O estudo foi realizado de acordo com os principios éticos adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da FCAV — Unesp/Jaboticabal, SP,
(numero de referéncia 07998/14, 08/05/2014).

2.4 Teste de Virusneutralizacdo (VN)

As amostras de soro sanguineo foram submetidas ao teste de
Virusneutralizacdo. O soro a ser testado foi submetido a diluicbes sucessivas
iniciando-se em 1:10 até 1:5.120 foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram neutralizacdo total das 100 TCIDso em uma concentracdo acima de
1:10 conforme preconizado pelo “Manual of Diagnostic Tests and Vaccines of
Terrestrial Animals” (OIE, 2012). Para a realizacdo do teste foram utilizadas células
epiteliais de rim bovino da linhagem Madine-Darby Bovine Kidney (MDBK) e como
virus padrdo o BVDV-1 (estirpe Singer) citopéatico (CP). O titulo de anticorpos
considerado para as amostras positivas foi equivalente a reciproca da maior diluicao
na qual ocorreu neutralizagédo total das 100 TCIDso, aferido pela auséncia de efeito

citopatico no tapete celular.

2.5 Histopatologia e Imunohistoquimica (IHQ)

Os fragmentos de baco, ileo, linfonodo mesentérico, mediastinico e inguinal,
pulmdo, rim, figado e tonsilas foram fixados em formol tamponado 10% e
rotineiramente processadas para inclusdo em parafina e coloracdo por hematoxilina-
eosina (HE).

A técnica de IHQ foi realizada em todos os cortes histologicos, conforme

descrito por Haines et al. (1992). As laminas para IHQ foram silanizadas e
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submetidas a recuperacdo antigénica com protease XIV por 15 minutos.
Posteriormente, realizou-se bloqueio da peroxidase endégena com solucéo de H20:2
4%, bloqueio de ligacao inespecifica com Kit comercial (DAKO LSAB + System —
HRP Biotinylated Link Universal Streptavidin — HRP) e incubagdo com anticorpo
monoclonal (VMRD, Inc., Pullman, USA) diluido em albumina sérica bovina (BSA) na
concentracédo de 1:150 aplicado por 14 a 16 horas (overnight) a 4° C, em camara
uamida.

No dia seguinte, realizou-se incubag¢do com anticorpo secundario, revelacao
com diaminobenzidina (DAKO- Liquid DAB + Substrate, Chromogen System DAB +
Chromogen DAB+Substrate Buffer) e contra-coloracdo com HE. Como controle
positivo foi utilizado fragmento de epitélio de bovino, devidamente positivos para

BVDV em todos os testes realizados.

2.6 RT-PCR

As amostras de suabe nasal e os fragmentos de baco, ileo, linfonodo
mesentérico, mediastinico e inguinal, pulmao, rim, figado e tonsila, foram avaliados
guanto a presenca de material genético do BVDV por RT-PCR. Os suabes coletados
foram armazenados em microtubos estéreis, livres de RNAses, contendo 0,3 ml de E-
MEM suplementado com antibiéticos (estreptomicina 1%).

O RNA das amostras foi extraido utilizando-se Trizol (Sigma) e transcrito em
cDNA pela utilizacdo do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems), segundo instru¢cbes do fabricante. A PCR convencional para
identificacdo do virus foi realizada utilizando-se o par de primers 103 (5’- TAG CCA
TGC CCT TAG TAG GAC - 3) e 392 (5- ACT CCA TGT GCC ATG TAC AGC - 3))
gue amplifica um produto de 290 pb (WEINSTOCK et al.,2001).

O produto de PCR obtido Para a identificacdo dos genes foi utilizado para a
reacdo de reamplificacdo utilizando-se o mesmo conjunto de primers, visando
aumentar a quantidade de produto amplificado empregando “primers” que se ligam a
regiao altamente conservada do genoma do BVDV localizada na extremidade 5’
nao-traduzida da estirpe NADL que compartiha maxima homologia com o0s

genaotipos de BVDV tipo 1 e 2.
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O produto de PCR obtido para a identificacdo dos genes foi utilizado para a
reacao de reamplificacéo utilizando o mesmo conjunto de primers, visando nao gerar
falsos negativos e aumentar a quantidade de produto amplificado empregando
‘primers” que se ligam a regido altamente conservada do genoma do BVDV
localizada na extremidade 5 ndo-traduzida da estirpe NADL que compartilha
maxima homologia com os genétipos de BVDV tipo 1 e 2.

Para a primeira reacdo de PCR utilizou-se tampao 1X (20 mM Tris-HCI pH
8,4; 50 mM KCI), 2 mM MgClz, 0,2 mM dNTPs, 1,0 U Taq DNA polimerase, 5 pmol
de cada primer, 5 pL de cDNA e &gua para 20 pL. A amplificacdo dos fragmentos
ocorreu em termociclador Nexus (Eppendorf) programado para realizar um ciclo a
95°C por 4 minutos, 35 ciclos a 94°C por 40 segundos, 60°C por 40 segundos e
72°C por 40 segundos, seguido de um ciclo final de 72°C por sete minutos.

O produto da primeira PCR foi utilizado no lugar do cDNA para a realizagcao
da segunda PCR, que ocorreu sob as mesmas condi¢cdes da PCR 1, utilizando-se o
mesmo par de iniciadores. Em todas as reacdes foram utilizados controles positivos,
contendo material genético do BVDV controle, e negativos, com auséncia de
material genético. Os produtos da amplificacéo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1% (p/v) contendo brometo de etideo (0,5 mg/mL), e visualizados por

equipamento de fotodocumentacdo GelDoc XR (BioRad, Estados Unidos).

3. RESULTADOS

3.1 Soroconversdo e excregao de material genético viral

Os resultados (Tabela 4) demonstram que no experimento naso-nasal 1
(NN1), houve soroconversado dos leitbes infectados (11 e 12) no 252 dia pés-infeccdo
(dpi), apresentando titulo de anticorpos de 80. Os leitdes do grupo controle e
sentinela ndo apresentaram soroconversdo. Embora a presenca de anticorpos tenha
sido constatada apenas no ultimo dia de experimento, a excrecdo do material
gendmico foi detectada nas amostras de suabe nasal, em um dos animais infectados
(12) por RT-PCR ao 172 e 212 dpi.
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Em relacdo ao NN 2, a soroconversao foi detectada em apenas um dos
leitdes infectados (13) no dltimo dia de experimento, com titulo de anticorpos de 20.
A excrecdo do virus ocorreu nos dois animais infectados, sendo que o animal (13)
apresentou excrecdo ao 102, 119, 149, 15° 162 e 182 dias pos-infeccdo. Ja nas
amostras do animal (14) a excrecdo nasal do virus foi detectada ao 1892, 192, 222 e
23° dias pos-infeccao.

Os animais controle e sentinela dos experimentos realizados se mostraram
negativos em todos os testes. N&o foi detectada a presenga do RNA viral por RT-
PCR nas amostras de 6rgéos avaliadas.

Nos experimentos avaliados quando comparado aos animais controle, os
animais infectados apresentaram sinais clinicos sugestivos de infeccdo pelo BVDV
como diarreia e pelos arrepiados, a partir de 15 dias pos-infeccao, coincidente com

periodo de excrecao viral.

Tabela 4. Resultados obtidos pela RT-PCR e virusneutralizacdo para deteccao
molecular e soroldgica do BVDV em leitdes detalhando o momento da
excrecao e da soroconversao. Jaboticabal, SP, 2015-2016.

. ] Momento da
Excrecéao viral Titulo de
_ _ ) ) deteccéo de
Experimento diagnosticada por anticorpos _
_ anticorpos
PCR (dpi) _
(em dias)
Infectado (11) - 80 259
Infectado (12) 17,21 - -

NN 1 Sentinela (S1) - - -
Sentinela (S2) - - -
Controle (C1) - - -
Controle (C2) - - -
Infectado (13) 10, 11, 14, 15, 16, 18 20 25°
Infectado (14) 18, 19, 22, 23 - -

NN 2  Sentinela (S3) - - -
Sentinela (S4) - - -
Controle (C3) - - -
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Controle (C4) - - -

*NN 1: experimento naso-naso 1; NN 2: experimento naso-nasal 2; dpi: dia pos-
infecgao; PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

3.2 Avaliacédo Histopatoldgica e Imunohistoquimica

Na necropsia, 0os 6rgdos de todos os leitdes avaliados ndo apresentaram
lesGes macroscopicas dignas de nota. Em relacdo a avaliacdo histopatologica nos
tecidos recolhidos nos animais dos dois experimentos, ndo apresentaram lesdes
microscopicas quando comparados aos animais controle, demonstrando assim que
o BVDV néo foi capaz de determinar lesdes. Além disso, na avaliacdo por IHQ nao
houve imunomarcacéo positiva para BVDV nas amostras avaliadas.

4. DISCUSSAO

O presente estudo obteve sucesso na inducdo da infeccdo experimental de
suinos utilizando-se a estirpe Singer do BVDV, uma vez que 0s animais
soroconverteram. Os leitdes inoculados excretaram o virus antes da soroconversao
ser detectada pela VN, entretanto a transmissdo aos outros animais nao foi
detectada.

A excrecdo do virus pelos animais infectados teve inicio dez dias pos-
infeccdo, permanecendo até o final do experimento, embora nédo tenha sido possivel
determinar nenhum padréo especifico na excrec¢ao de particulas virais. Diferente do
gue se encontra na literatura para a espécie bovina, a qual relata excre¢cdo em 48-72
horas pos-infeccdo (MOSER, 2011).

Em alguns surtos de BVDV em suinos ja relatados foram descritos diarreia,
anemia, pelos asperos, retardo no crescimento, petéquias na pele, gastroenterite
cronica, lesbes nos rins, imunossupressdo e descarga 6culo-nasal (POTGIETER,
2004; TAO et al.,, 2013; CHASE, 2013). Dentre os sinais clinicos, diarreia e
emagrecimento foram observados nos animais infectados dos dois experimentos,

sendo que estes sinais surgiram logo apos o inicio da excrecao viral. Diante destes
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sinais, o grupo de animais infectados apresentavam-se mais apaticos em
comparacdo aos outros grupos, suspeitando assim, que esse fato pode ter
dificultado o contato direto entre esses animais.

Os efeitos da infeccdo e a severidade dos sinais clinicos dependem de
fatores como a cepa viral, imunidade do animal e surgimento de infeccdes
secundarias. Em bovinos imunocompetentes ha formacéo de anticorpos entre duas
e trés semanas pos-infeccdo, que sdo capazes de neutralizar o virus e impedir que
chegue aos o6rgaos-alvo (BROWNLIE, 2002).

As infec¢cbes agudas causadas pelo BVDV em bovinos estdo relacionadas
com a viruléncia da cepa, sendo que a disseminacdo de cepas de baixa viruléncia
ocorre por meio do contato direto com bovinos PlI, limitando a disseminacao do virus
no rebanho. Em relacdo a cepas de alta viruléncia, a disseminacdo do virus ocorre
semelhante ao VPSC, ou seja, a partir de animais com infec¢do aguda (RIDPATH,;
FLORES, 2012).

Em consequéncia da dificuldade de acesso a cepas de BVDV isoladas de
suinos no Brasil, o inéculo para este estudo foi replicado em sucessivas passagens
em linhagem celular bovina (MDBK), permitindo sugerir que a patogenicidade e a
viruléncia do virus utilizado pode ter sido prejudicada.

A presenca do virus nas secrecdes nasais dos animais infectados demonstra
que os suinos podem ser importantes fontes de infeccdo para outros animais,
facilitando assim a disseminacéo no rebanho (POTGIETER, 2004; TAO et al., 2013).
Este experimento constatou que leitbes e experimentalmente infectados pelo BVDV-
1 excretaram o agente em diferentes dias pos-infeccdo, mostrando que 0s suinos
podem de fato amplificar o BVDV em rebanhos causando perdas econdmicas
significativas ao produtor.

Em bovinos a transmissdo do BVDV ocorre por meio do contato direto ou
contato indireto com secrecbes contaminadas (BROCK et al., 1991; HOUE, 1995).
Geralmente durante as infeccdes agudas a viremia e excrecado viral sdo transitérias
e titulos baixos, porém podem resultar em transmisséo viral (THURMOND, 2005).

Por outro lado, a transmisséo do virus de animais infectados pela via testada
(contato direto naso-nasal) ndo ocorreu durante periodo experimental. Os resultados

demonstram que houve intermiténcia na excrecdo do BVDV, que poderia dificultar o
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contato direto no momento exato de excrecdo. Este fato corrobora os estudos
conduzidos por Santos (2016) avaliando a transmissdo aerogena do BVDV, os
resultados demonstram que houve infec¢cdo no grupo de animais infectados, porém
nao foi detectada transmisséo no periodo experimental.

Sendo assim, o sucesso na infec¢ao de suinos no presente estudo utilizando
uma cepa inicialmente isolada de bovina corrobora o fato encontrado na literatura de
que a principal fonte de infeccdo para os suinos sao os bovinos (RIDPATH, 2010),
uma vez que o virus de origem bovina foi capaz de infectar, induzir a producédo de

anticorpos e excretado pelo hospedeiro suino.

5. CONCLUSAO

Do ponto de vista epidemiolégico, o presente estudo demonstrou que 0s
suinos podem eliminar o virus no meio ambiente e servir de fonte de infec¢cdo para
espécies susceptiveis. A possibilidade de transmissédo do BVDV pela via naso-nasal
em leites ndo foi provada dentro do periodo avaliado.
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