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DETERMINACAO DA CONDICAO DE PERSISTENTEMENTE INFECTADO EM
LEITOES NASCIDOS DE PORCAS INFECTADAS COM O VIRUS DA DIARREIA
VIRAL BOVINA

RESUMO: A infec¢@o persistente ao virus da diarreia viral bovina (BVDV)
pode viabilizar a disseminagdo do virus no rebanho, assim como interferir no
controle da infecgcdo. Ao mesmo tempo, em suinos, a presenca de soropositivos
para BVDV pode causar transtornos aos inquéritos sorolégicos para a peste suina
classica (PSC). Este trabalho teve como objetivo determinar a condicdo de
persistentemente  infectado em leitdes nascidos de porcas infectadas
experimentalmente pelo virus da diarreia viral bovina. Foram selecionadas seis porcas
prenhes para este estudo que foram divididas em dois grupos, sendo um grupo
inoculado com BVDV-2 (G1; n=4) aos 45 dias de gestacao, e um grupo controle (G2;
n=2). Foram realizadas avaliagbes clinicas nas porcas diariamente. Os neonatos
foram monitorados durante 35 dias, em que foram realizadas avaliacdes clinicas
rotineiras e colheita de suabes nasal dos leitdes e de amostras de sangue venoso
das porcas e dos leitdes para obtencdo de sangue total e soro a cada 72 horas.
Foram realizados testes de RT-PCR para diagnéstico direto, e virusneutralizagao
para avaliacdo sorolégica. As porcas apresentaram soroconversao entre o 17°dia
pos-infeccdo (dpi) e o 22°pi, mas nao foi detectada viremia. Nenhum leitdo
apresentou titulos de anticorpos ou viremia ao nhascimento. Nao ocorreu a
transmissao transplacentéaria do virus, portanto, ndo foi possivel observar animais PI.

Palavras-chave: BVDV, neonatos, suinos, RT-PCR, pestivirus, transmissao
transplacentéaria
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DETERMINATION OF PERSISTENTLY INFECTED CONDITION OF PIGLETS
BORN FROM GILTS INFECTED WITH BOVINE DIARRHEA VIRUS

Abstract: The persistently infection to bovine viral diarrhea virus (BVDV) can
enable the spread of virus in the herd, as well as interfere in the control of infection.
Concurrently, the presence of seropositive pigs may interfere with serological surveys
for classical swine fever (CSF). This project aimed to determine the condition of
persistently infected in piglets born from gilts infected with bovine viral diarrhea.
BVDV-2 was inoculated in four pregnant gilts (G1; n=4), and a placebo was
administered in two gilts, which were the control group (G2; n=2). Clinical evaluations
were daily performed in the gilts. The newborns were monitored during 35 days, with
clinical evaluation and whole blood, serum and nasal swabs sampling every 72
hours. RT-PCR and virus neutralization tests (VN) were performed. The gilts
presented seroconversion between 17° dpi and 22°dpi, but no viremia was detected.
No piglets presented antibody titers or viremia at birth. Transplacental transmission of
the virus did not occur, therefore, Pl animals could not be observed.

Keywords:BVDV, newborns, pigs, RT-PCR, Pestivirus, transplacental infection
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

Dentre os géneros virais da familia Flaviviridae, podemos destacar o
Pestivirus, que possue espécies de virus de grande importancia dentro da producéo
animal, dentre elas o virus da diarreia viral bovina (BVDV), o virus da peste suina
classica (CSFV) e o virus da doenca das fronteiras (BDV). A espécie suina é capaz
de se infectar com esses trés virus, e, por terem semelhanca genética, pode ocorrer
comprometimento dos exames diagndsticos e consequente falha nos programas de
controle e erradicacao destas enfermidades.

Em relacdo ao BVDV, a perpetuacdo do virus em uma populacdo é mantida
de diversas formas, como a transmissdo por contato direto (secre¢des nasais,
oculares, leite, sémen) ou indireta. A transmissao vertical também ocorre, e 0
nascimento de animais persistentemente infectados (Pl) é considerado o
responsavel pela permanéncia do virus em uma populacgao.

Essa condi¢cédo ocorre quando uma vaca prenhe € infectada no terco médio da
gestacédo (40 a 120 dias) e o sistema imune do feto ainda ndo esta completamente
desenvolvido. O virus, entdo, é reconhecido como préprio, tornando o feto
imunologicamente tolerante. Portanto, animais Pl sdo considerados cavalos de Troéia
dentro de uma populacéo, pois excretam grandes quantidades de virus e auséncia
de anticorpos.

A infeccdo por BVDV em suinos de forma natural ja foi relatada. Este virus
possui reacdo cruzada com o CSFV, pelo fato de serem do mesmo género. Por ser
uma doenca de notificacdo obrigatéria e com grandes prejuizos para a suinocultura,
a peste suina classica possui programas de erradicacdo bem eficientes, mas que
podem estar sujeitos a falhas, justamente por essa semelhanca entre 0s virus.

Atualmente ha poucos estudos sobre caracteristicas epidemiolégicas do
BVDV na espécie suina, pois grande parte dos estudos esta concentrada na espécie
bovina. Este trabalho visa determinar, por meio de inoculacfes experimentais, se 0
BVDV-2 é capaz de ser transmitido por via transplacentaria e gerar animais PI, suas

possiveis manifestacdes clinicas e patolégicas na espécie suina, além de elucidar



caracteristicas epidemioldgicas do virus, que poderdo auxiliar em programas de
controle e erradicagdo tanto para a diarreia viral bovina como para a peste suina

classica.



2. Revisao de literatura

2.1. Agente etiolégico

O género Pestivirus, pertencente a familia Flaviviridae, possui espécies de
virus importantes na produc¢éo animal, como o virus da diarreia viral bovina (BVDV),
0 virus da peste suina classica (CSFV) e o virus da doenca das fronteiras (BDV)
(BECHER, 2003). Os membros desse género possuem virions pequenos de 40 a
60nm de diametro, com um nucleocapsideo icosaédrico envoltos por um envelope
lipidico (RIDPATH; FLORES, 2007), além de possuirem uma fita Unica de RNA
simples como material genético (BAUERMANN et al., 2013).

Os virus pertencentes a esse género sao divididos em dois biotipos, 0s néo-
citopaticos (ncp) e os citopaticos (cp). Os bidtipos ncp do virus da peste suina
classica e o virus da diarreia viral bovina tem capacidade de produzir infeccbes
persistentes em suinos e bovinos, respectivamente. No caso do BVDV, essas
infeccbes persistentes em bovinos ocorrem em fetos infectados entre 40 e 120 dias
de prenhez. Os citopaticos sdo considerados uma mutacdo dos nao-citopaticos e,
por isso, sdo menos comuns na natureza (RIDPATH; FLORES, 2007).

Em relacdo ao BVDV, ele pode ser dividido em dois gendtipos, o BVDV-1 e o
BVDV-2. Ambos o0s gendétipos apresentam semelhancas genéticas. No entanto,
diferencas de viruléncia e patogenicidade também estdo presentes entres os dois
gendtipos (RIDPATH, 2003). Os isolados de BVDV-1 sdo, em sua maioria, estirpes
de baixa viruléncia, enquanto 0s virus pertencentes ao genétipo 2 apresentam alta

viruléncia, com surtos agudos e doenca hemorragica (FLORES, 2000; BRUM, 2013)

2.2 Epidemiologia

O BVDV tem como hospedeiro principal os bovinos, mas também € capaz de
infectar outras espécies domésticas como, ovinos, caprinos e suinos, gquanto
silvestres (lhamas e alpacas) (GONDIM, 2006). A transmissdo do virus ocorre
horizontalmente através do contato direto com secre¢fes nasais, oculares e genitais.

A transmisséo vertical também ocorrer em fémeas gestantes (THURMOND, 2005).



Nos suinos, a transmissao via lamina d’agua em infec¢bes experimentais ja foi
relatada (NASCIMENTO, 2016).

A transmissao vertical em bovinos pode ter diversas consequéncias tanto
para a fémea quanto para o feto. Essas consequéncias estdo diretamente
relacionadas a data de infeccdo da fémea. Infec¢des causadas antes dos 40 dias de
gestacdo geralmente culminam em absor¢cdo embrionéria, com a fémea retornando
ao cio, e morte fetal seguida de abortamento ou mumificacdo fetal (GROOMS,
2004). A infeccdo pelo BVDV entre os 100 e 150 dias de gestagcdo causa O
nascimento de animais com malformacgdes, principalmente no sistema nervoso, com
casos de hipoplasia cerebelar e tremor congénito decorrente de hipomielinizagéo da
medula espinhal. Infeccbes da fémea no terco final de gestacdo ndo apresentam
grandes consequéncias, com bezerros nascendo normais, sem excrecdo do virus e
soropositivos (RIDPATH; FLORES, 2007).

Quando a infeccdo da fémea acontece entre os 40 e 120 dias de gestacéo,
ocorre o desenvolvimento de animais persistentemente infectados. Esses animais
sdo a principal fonte de introducdo do virus em um rebanho negativo, seja pela
aquisicao de touros PI's ou fémeas gerando progénies Pl (RIDPATH; FLORES,
2007).

Em bovinos, o BVDV tem uma prevaléncia mundial de 60% (LAZZARI, 2008).
Em relacdo aos animais PI's, a porcentagem mundial fica entre 1 a 2% (HOUE,
2003). No Brasil, 47,7% de amostras sorolégicas se mostraram positivas para o
BVDV em diversos estados do pais (PITUCO; DEL FAVA, 1998), comprovando a
ampla difusdo do virus no rebanho brasileiro. Em alguns estados do pais, a
prevaléncia do virus foi mais evidente, como Goias, Minas Gerais, Paraiba e Rio
Grande do sul, com 54,11%, 57,56%, 64,7%, e 74,7% de soroprevaléncia,
respectivamente (SAMARA, 2004;: THOMPSON, 2006; GUIMARAES, 2001;
SCHERER, 2002).

Nos suinos, a prevaléncia do BVDV se mostra mais baixa em estudos
realizados em outros paises. Os primeiros registros de infeccdo em suinos foram da
década de 1960 (SNOWDON; FRENCH, 1968). Em fémeas em idade reprodutiva, a
soroprevaléncia para BVDV-1 foi de 2,5%, enquanto para animais de terminacao, 0s
anticorpos foram detectados em 0,42% das amostras (LOEFFEN, 2009). Em



diversos paises, a prevaléncia do virus variou de 3% a 40% (O’CONNOR, 1991;
TERPSTRA; WENSVOORT, 1991; DENG, 2012b).

Gatto (2015) realizou estudos de prevaléncia em 1750 amostras de frigorifico
entre 2013 e 2014 no Brasil, e observou 5,34% de amostras soropositivas para
BVDV em sete estados brasileiros. Em outro estudo realizado na regido nordeste do
estado de Sao Paulo, Almeida (2015) obteve, em 360 amostras de sangue, 1,94% e
3,06% reagentes ao BVDV-1 e ao BVDV-2, respectivamente, entre 2014 e 2015.

2.3 Desenvolvimento de animais persistentemente infectados (Pl)

A manutencdo do BVDV em uma populacdo é mantida principalmente por
animais PlI's. A geragdo desses animais ocorre quando a fémea bovina prenhe se
infecta no terco médio de gestacao, isto é, entre os 40 e 120 dias (DUBOVI, 1998).
Neste periodo, a imunocompeténcia do feto ndo esta completamente desenvolvida.
Portanto, o virus é reconhecido como proéprio, tornando o feto imunologicamente
tolerante (BROCK, 2003). Dessa forma, 0s animais se comportam como cavalos de
Trbia no rebanho, excretando altas titulacfes virais e ndo apresentando sorologia,
dificultando os programas de controle e erradicacéao do virus.

A infeccado persistente pelo BVDV em bovinos s6 é possivel por biétipos ncp
do virus. Essa caracteristica € devida a capacidade do bi6tipo cp em causar lise
celular, o que comprometeria o desenvolvimento fetal, levando a quadros de
malformacdes fetais, morte e aborto (LIEBLER-TENORIO, 2005).

A replicacdo do BVDV em infeccdes fetais é realizada em células do sistema
imune e, ocasionalmente, em células do sistema nervoso central (CHASE, 2004).
Em infeccBes persistentes, o virus inibe a sintese de altas quantidades de interferon-
a, uma citocina responsavel por estimular a apoptose de células infectadas pelo
virus. Dessa forma, ndo ocorre a producdo de anticorpos contra o BVDV, néao
possibilitando a identificacdo de animais Pl pela sorologia (SMIRNOVA, 2008).

Portanto, a presenca de animais Pl em rebanhos bovinos se torna um
agravante para a perpetuacao do virus em uma populacao, visto que esses animais
apresentam alta excrecdo viral, auséncia de anticorpos e sem sinais clinicos
caracteristicos da infeccdo (CHARLESTON, 2001).



2.4 BVDV em suinos

Os primeiros relatos de infeccdo de BVDV em suinos sao datados da década
de 1960. Nesses casos, era observada uma infec¢cdo sem sinais clinicos, sendo esta
atribuida a estirpes de baixa viruléncia do virus da peste suina classica, além de
testes soroldgicos mostrarem presenca de anticorpos contra o CSFV. No entanto, foi
provado que amostras sorolégicas de BVDV e CSFV apresentavam reacdes
cruzadas (WENSVOORT, 1989), sendo elas futuramente identificadas como
positivas para anticorpos contra BVDV (TAO, 2013b).

Essa reacdo cruzada apresentada pelos virus em testes sorolégicos é um
grande agravante no controle de ambas as doencas. No territério brasileiro, a
vacinacdo contra CSFV é proibida desde 1998 (BRASIL, 1998), e, em casos
confirmados positivos para a doenca, medidas sanitarias sdo adotadas, sendo
obrigatério o sacrificio do rebanho (BRASIL, 1934). Portanto, a diferenciacdo correta
das doencas através de outros testes laboratoriais é de extrema importancia para a
cadeia de producao suina, visto que os testes sorologicos de triagem nao permitem
a diferenciacao sorologica dos agentes.

Devido a alta relacdo genética do BVDV com o CSFV, testes para a
diferenciacao antigénica dos pestivirus foram desenvolvidos (WENSVOORT, 1989),
e, a partir disso, comecou a ser elucidada a epidemiologia do BVDV em suinos.

O BVDV foi inicialmente introduzido em producfes industriais através de
vacinas contra o0 CSFV e a Doenca de Aujesky. Em um relato de infeccéo
intrauterina, porcas gestantes foram vacinadas contra o CSFV com vacina
contaminada com o BVDV e os fetos foram infectados (WENSVOORT, 1989; TAO,
2013a). No estudo de TAO et al. (2013b), foi detectado por meio de RT-PCR a
presenca de BVDV em 21,74% dos lotes de vacina para CSFV.

Em suinos, as infeccBes causadas por BVDV cursam, geralmente, sem sinais
clinicos (CASTRUCCI, 1974; LEFORBAN, 1992; WALZ, 1999; WALZ, 2004). No
entanto, alguns trabalhos relataram problemas reprodutivos em fémeas adultas,
semelhantes aos encontrados nas infeccées pelo CSFV (ROEHE; BRITO, 2012),
como nascimento de leitbes de baixo peso e fracos, aborto, mumificacdo fetal e
retorno ao cio (VANNIER; ALBINA, 1999).



Além disso, em infec¢gBes experimentais com fémeas gestantes, foi relatada a
transmissao por via transplacentaria. Em um estudo onde fémeas gestantes foram
inoculadas com o BVDV no 35° e 45° dia de gestacdo por via intrauterina e
intranasal, respectivamente, nove leitbes nascidos das porcas infectadas pela via
intrauterina e cinco nascidos dos animais infectados por via intranasal nasceram
persistentemente infectado (PATON; DONE, 1994). Nesse mesmo trabalho, em uma
das fémeas, o diagnostico de gestacédo realizado aos 42 dias revelou a presenca de
14 fetos, mas no nascimento, a leitegada foi de apenas quatro filhotes. Outros
trabalhos mostraram a ocorréncia da infeccdo intrauterina, onde se conseguiu
detectar o virus em pelo menos um feto (KULCSAR, 2001, WALZ, 2004, MUNOZ-
GONZALEZ, 2015).

Em alguns casos, a infec¢do de suinos adultos com BVDV resultou em sinais
clinicos também semelhantes a infec¢bes causadas pelo CSFV (TAO, 2013b).
Nessas ocasifes, as estirpes virais tinham um longo histérico de passagem na
espécie suina, tornando-se mais adaptada (TERPSTRA; WENSVOORT, 1988). Os
sinais observados nesses relatos foram: anemia, retardo no crescimento, refugagem
de leitbes, pelagem aspera, poliartrite, tremores congénitos, petéquias, diarreia,
conjuntivite e cianose de extremidades (TERPSTRA; WENSVOORT, 1988).

Os bovinos sado a maior fonte de infeccdo para os suinos. O histérico de
soropositividade na espécie suina foi relacionado com criagdes proximas a fazendas
de gado (PASSLER; WALZ, 2010). Além da transmissado via contato direto com 0s
bovinos, a infeccdo pode ocorrer por contato indireto, através de leite e soro
utilizados na alimentacdo de suinos (TAO, 2013b). No entanto, a alta prevaléncia
sorologica observada no passado para a espécie suina vem reduzindo. Isso,
possivelmente, esta relacionado a tecnificacdo pela qual a suinocultura passou nas
Gltimas décadas, diminuindo o contato com outras espécies, além do maior controle
de qualidade na producdo de vacinas, evitando a contaminacao pelo virus (BOLIN;
MATTHEWS; RIDPATH, 1991).

A infeccdo de BVDV em suinos é algo pouco estudado. Ainda necessitam
estudos na area para elucidar caracteristicas epidemioldgicas, patogénicas e

clinicas do virus na espécie suina.
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Resumo

Introducéo: A condicéo de persistentemente infectados (PI) ao virus da diarreia viral bovina
(BVDV) pode viabilizar a disseminacdo do virus no rebanho, assim como interferir no
controle da infeccdo. Ao mesmo tempo, em suinos, a presenca de soropositivos para BVDV
pode causar transtornos aos inquéritos soroldgicos para a peste suina classica (PSC). Este
trabalho teve como objetivo determinar a ocorréncia da condicao de persistentemente infectado
em leitdes nascidos de porcas infectadas experimentalmente pelo BVDV. Foram selecionadas
seis porcas prenhes divididas em dois grupos, sendo um grupo inoculado com BVDV-2 (G1;
n=4) aos 45 dias de gestacdo, e um grupo controle (G2; n=2). Foram realizadas avaliacdes
clinicas nas porcas diariamente. Os neonatos foram monitorados durante 35 dias, periodo em
que foram realizadas avaliac@es clinicas rotineiras, colheita de suabes nasais dos leitdes, e de
amostras de sangue venoso das porcas e dos leitdes para obtencdo de sangue total e soro a
cada 72 horas. Foram realizados testes de RT-PCR para diagndstico direto em sangue e
suabes, e virusneutralizacdo para avaliacdo soroldgica.

Resultados: As porcas apresentaram soroconversdo entre o 17° dia pds-infeccdo (dpi) e o
22°dpi, mas ndo foi detectada viremia. Nenhum leitdo apresentou titulos de anticorpos ou

viremia ao nascimento.

1 Artigo formatado conforme as hormas do periddico BMC Veterinary Research
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Conclusdo: A transmissdo transplacentaria do BVDV-2 ndo foi evidenciada, j& que 0s
animais nasceram livres do virus, e, portanto, ndo se observou a condicao de persistentemente

infectado.

Palavras-chave: BVDV, neonatos, suinos, RT-PCR, pestivirus, transmisséo transplacentéaria
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Introducéo

Nos sistemas de producdo de suinos, bovinos e ovinos, podem-se citar as infecgGes virais
causadas por agentes do género Pestivirus, que trazem grandes prejuizos econémicos para o
setor. Atualmente séo reconhecidas pelo International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) trés espécies deste género que podem infectar os suinos, o virus da peste suina
classica (CSFV), o da diarreia viral bovina (BVDV-1 e BVDV-2) e o0 da doenga das fronteiras
(BDV) [1]. Recentemente foi descoberto um novo pestivirus, denominado pestivirus suino
atipico (APPV), capaz de levar leitdes recém-nascidos ao quadro de tremor congénito [2, 3].
Os membros do género Pestivirus possuem virions pequenos (40 a 60 nm de diametro) com
nucleocapsideo icosaédrico envolto em envelope lipidico [4]. Possui como material genético
uma fita Unica de RNA, que estd constantemente sofrendo mutacdes e recombinacdes
genéticas [5].

Existem dois bidtipos conhecidos de pestivirus, 0s citopaticos (cp) e 0s ndo-citopaticos (ncp).
Os ncp sdo mais comumente encontrados no campo e capazes de produzir infeccdo persistente
em fetos. No caso do BVDV, essas infeccdes persistentes em bovinos ocorrem em fetos
infectados entre no terco médio da gestacdo. J& os cp sdo considerados uma mutacdo do
bidtipo ncp e, por isso, sd0 menos comuns na natureza [4]. A infeccdo persistente pode ser
estabelecida tanto pelo BVDV 1 quanto pelo BVDV 2 [6].

Em ruminantes, BVDV pode ser transmitido por contato direto ou indireto entre os animais. O
virus pode ser eliminado por secrecBGes nasais, oculares, genitais, orais, como leite, sémen,
urina e fezes. A transmissdo vertical é frequente em vacas prenhes [7]. J& em suinos,
observou-se transmissdo do virus via lamina d’agua em infec¢do experimental [8].

A existéncia de um animal persistentemente infectado (PI), em bovinos, é o principal fator na

disseminacdo natural do BVDV. A infeccdo do feto bovino com o bidtipo ncp antes do
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desenvolvimento da competéncia imunoldgica, isto €, antes do terco final de gestacdo, pode
resultar na geracdo de um animal persistentemente infectado pelo BVDV por toda sua vida, ja
que o sistema imunoldgico do feto imaturo reconhece as proteinas virais como préprias. O
animal PI torna-se imunologicamente tolerante ao BVDV, ndo produzindo anticorpos contra o
agente, e, por meio deste, 0 virus é mantido na populacdo bovina [9]. Em suinos, o virus da
peste suina cléssica se comporta de maneira semelhante, gerando leitdes PI [10].

Entre as espécies, a eficiéncia com que o BVDV atravessa a barreira placentaria e induz
infeccdo persistente difere. Em bovinos, a taxa de infecgdo fetal e desenvolvimento de Pl
durante uma prenhez precoce & muito mais eficiente do que em outras espécies [11, 12].
Infecgdes persistentes podem ser observadas em pelo menos outras oito espécies, como
ovelhas, cabras, alpacas, veados-de-cauda-branca, alce, rato, cabra-americana-da-montanha e
suinos [13, 14]. Em suinos domésticos, a ocorréncia de infeccdo fetal foi evidenciada apenas
em 1 de 20 marrds, e também em 1 de 43 nenonatos nascidos de 4 marras [15, 16].

O CSFV se encontra estreitamente relacionado, tanto antigenicamente como geneticamente,
com outros dois virus desse género, 0 BVDV e o BDV. Os dois ultimos virus podem infectar
0s suinos, mesmo tendo 0s ruminantes como 0s hospedeiros primarios [18].

A problematica deste trabalho ¢é enfatizada em dois fortes argumentos. Em primeiro lugar, a
infeccdo persistente em suinos ao BVDV pode interferir nos esforgcos de controle da infec¢éo,
e em segundo lugar, a presenca de suinos soropositivos pode interferir com os esforcos de
erradicacdo da infeccdo ao CSFV, baseado na reacdo cruzada de anticorpos nos ingquéritos
sorolégicos.

Transmissdes verticais e suas diversas manifestacGes clinicas e clinico-patolégicas em
bovinos ja foram descritas, mas faltam estudos com os suinos. Este trabalho pretende avaliar

manifestagdes clinicas causadas pelo BVDV em neonatos nascidos de porcas infectadas
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experimentalmente e verificar as caracteristicas epidemiolégicas em relacdo a infeccdo

transplacentéria e geracdo de animais PI.

Métodos

Delineamento experimental (Instalacdes e animais)

Todos os procedimentos realizados neste estudo seguiram o preconizado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
FCAV/UNESP-Jaboticabal/SP, e foi aprovado com protocolo 22400/15.

Para o procedimento experimental foram utilizadas seis fémeas suinas em condigdes sanitarias
adequadas, de linhagem comercial, nuliparas, com idade de 180 dias e peso entre 90 e 100 kg
adquiridas de empresa especializada. As fémeas foram vacinadas contra doencas reprodutivas
(parvovirose, leptospirose e erisipela) e eram sorologicamente negativas para BVDV.

As marrds foram alojadas nas dependéncias da FCAV/Unesp e ficaram em baias de gestacédo
até o momento da reproducdo. O grupo infectado foi alojado em local diferente do grupo
controle, visando evitar infeccdo dos animais livres.

As fémeas foram cobertas por monta natural, os animais receberam racdo de acordo com a
fase gestacional e a agua foi oferecida ad libitum. O parto foi assistido para auxiliar o
nascimento dos leitdes, garantir os primeiros cuidados e evitar que 0s recém-nascidos
ingerissem o colostro antes da primeira colheita de sangue.

As porcas prenhes foram divididas em dois grupos, sendo um o grupo infectado (G1; n=4) e 0
outro, o grupo controle (G2; n=2). O G1 foi inoculado com o BVDV-2 (ncp) aos 45 dias de
gestacdo e o G2 recebeu uma solucdo placebo, contendo somente meio E-MEM (Eagles

Minimal Essential Medium).
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Inéculo

O grupo infectado recebeu uma solucéo viral contendo um isolado de BVDV -2 (BVDV SV
260, ncp) cedido pelo Instituto Biologico (IB/SAA-SP). O indculo utilizado foi isolado de
amostra de campo (BVDV SV 260, gendtipo 2 ncp), proveniente de caso clinico em bovino
[19,20], uma vez que ruminantes sdo a maior fonte de infecgcdo para os suinos [21].

O in6culo foi testado em bezerro, o qual apresentou viremia e soroconversao. Os resultados
deste teste estdo representados no APENDICE A. A inoculagéo viral nas porcas foi realizada
por via intranasal e oral, simulando a via natural de infeccdo. Foi realizada escarificacdo
nasal com auxilio de uma agulha e, em seguida, foi administrada uma dose viral de 10°°
TCIDso de BVDV-2 em 15 ml de E-MEM, sendo 5 mL do inéculo instilados em cada narina,

e 5 mL administrado por via oral, segundo célculos do método de Cabezon et al. [22].

Anélises laboratoriais

Exame fisico

As porcas passaram por avalia¢do clinica diaria ap0s a inoculacdo até 0 momento do parto.Os
leitdes foram observados em relacéo as alteracdes fisicas (cutanea, locomotoras, digestorias e

respiratorias - Quadro 1 — Arquivos Adicionais) e a mensuracgdo diaria da temperatura retal.

Virusneutralizacdo (VN)

Amostras de soro sanguineo foram coletadas atravées de puncéo da veia jugular, tanto das porcas
quanto dos leitdes, armazenadas em tubo estéril com ativador de codgulo e divididas em duas
aliquotas, que foram armazenadas em -20°C até o0 momento da realizacdo do teste.. A coleta das
porcas teve inicio no momento da inoculagéo e perdurou até o pré-parto, com intervalo de trés
dias. Ja a coleta dos leitdes foi realizada no momento do nascimento, antes da ingestéo do

colostro, até 35 dias de vida, com frequéncia de trés dias por coleta.
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As amostras foram submetidas ao teste de VN para a pesquisa de anticorpos contra o contra o
BVDV-2, conforme preconizado pelo “Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals” [24], exceto pelo fato de que foram processadas em duplicatas. No teste de VN, foram
utilizadas células epiteliais de rim bovino da linhagem permanente “Madin Darby Bovine
Kidney” (MDBK) e empregada a cepa citopatogénica (cp) do BVDV-2. Foram consideradas
reagentes as amostras de soro sanguineo que promoveram neutralizacdo total de 100 TCIDso do
BVDV-2 a partir da diluicdo 1:10. Os titulos de anticorpos foram expressos como a reciproca da

maior diluicdo em que foi verificada a neutralizacdo viral.

RT- PCR

Para avaliacdo da presenca do RNA viral no sangue foram realizadas coletas de sangue total,
armazenados em tubo estéril, com EDTA, separados em duas aliquotas e congelado em
temperatura de -80°C até 0 momento da realizacdo do teste. As frequéncias de coleta foram
iguais a virusneutralizagdo, tanto para as porcas quanto para os leitdes. Em relagéo a excrecao
viral, foram realizadas coletas de suabe nasal nos leitdes, no momento do parto até 35 dias de
vida. Os suabes nasais foram armazenados em microtubos graduados livres de DNAses e
RNAses, contendo 500 pL de meio E-MEM, os quais foram armazenados a -80°C até serem
testados.

O RNA das amostras foi extraido utilizando Trizol (Sigma) e transcrito em cDNA pela
utilizacdo do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), segundo
instrucdes do fabricante. Para identificacdo do virus nas amostras, foi utilizado o par de
primers 103 (5°- TAG CCA TGC CCT TAG TAG GAC - 3’) e 392 (5’- ACT CCATGT

GCC ATG TAC AGC - 3°) que amplifica um produto de 290 pb [23].
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As reacOes de PCR foram compostas por tampéo 1x (KCI 50mM, Tris-HCI 200mM pH 8,4);
MgCl> 2mM; dNTP’s 0,2mM, 1,0U de Taq DNA polimerase, 5 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador, 3 L de produto da RT-PCR e &gua pura estéril para um volume
final de 20 pL. Para a amplificacdo, utilizou-se um termociclador programado para realizar
um ciclo a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 30 segundos a 58°C e 40
segundos a 72°C, e para finalizar, um ciclo a 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram
submetidos a uma segunda amplificacdo utilizando-se 0 mesmo protocolo descrito
anteriormente.

Os produtos da segunda amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
(p/v), contendo brometo de etidio (0,5mg.mL™) e padrdo de tamanho molecular 100 po DNA
Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific), e ap6s foram visualizados sob luz UV, em

equipamento de fotodocumentacdo GEL DOC XR (BioRad).

Resultados
Exame fisico

Foram obtidos das duas fémeas do grupo controle um total de 24 leitées. No grupo infectado,
houve exclusdo de uma leitegada devido a rejeicdo e agressividade da fémea com os leitGes.
Portanto, das trés fémeas do grupo infectado totalizaram-se 45 leitdes.

Em relacéo a avaliacdo fisica diaria dos leitbes, ndo foram encontradas alteraces dignas de nota.
A temperatura retal dos animais tanto do G1 como do G2 permaneceu entre 38,0°C e 39,5°C com
uma média de 38,8°C e 38,6°C, respectivamente. Em relacéo a consisténcia das fezes, 12 leitGes
do G1 (26,6%) apresentaram fezes pastosas do 5° ao 12° dia de vida. No G2, essa condi¢éo foi

observada em sete leitdes (29,1%), do 6° ao 10° dia de vida.
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Virusneutralizagéo

As porcas do G1 apresentaram anticorpos neutralizantes entre o 17° dia p6s-infeccéo (dpi) e
22°dpi, com titulos de anticorpos contra BVDV-2 iniciais variando de 20 a 40, diminuindo para
10 a 20 no pré-parto (Tabela 1). Os animais do G2 foram negativos para a detec¢ao de

anticorpos.

Tabela 1 Momento da soroconverséo das fémeas gestantes infectadas com BVDV-2 ao 45° dia

de gestacdo, e seus respectivos titulos de anticorpos na primeira e Gltima amostras reagentes

Titulagdo inicial

Fémea (G1) Titulacéo final (dpi)

(dpi)
1 20 (17°) 10 (65° dpi)
2 20 (20°) 10 (65° dpi)
3 40 (18°) 20 (65° dpi)
4 20 (22°) 10 (65° dpi)

*Dpi — Dia pos-infeccao

Nenhum leitdo dos grupos G1 e G2 apresentou anticorpos contra 0 BVDV-2 ao nascimento
(D0), sendo nao reagentes no teste de VN. A partir da segunda colheita, parte dos leitGes do G1
(62,2%) apresentaram diferentes titulos de anticorpos contra BVDV-2. Os titulos permaneceram
até 0 18°, 12° e 27° dia pds-parto nas leitegadas 1, 2 e 3, respectivamente. Essa titulacdo
apresentada pelos leitGes a partir da segunda coleta é oriunda da imunidade passiva colostral. A
Figural mostra as titulagdes de anticorpos contra BVDV-2 nos leitdes durante os 35 dias do

periodo experimental.
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Na Fig.1, pode-se observar que as trés leitegadas se comportaram de formas diferentes, algumas
com titulos mais altos e mais duradouros, outras nem tanto. Na leitegada 1, no D(3), 85% dos
leitbes ja possuiam alguma titulagdo de anticorpos, com titulos variando de 10 a 40. Observa-se
que os titulos de anticorpos neutralizantes contra o agente decairam nas colheitas posteriores,
sendo o Gltimo titulo detectavel no 18° dia pds-nascimento.

Na leitegada 2, a imunizacao dos leitdes via colostro foi menos notavel comparado com a
leitegada 1. No D(3), cinco leitBes apresentaram titulos variando de 10 a 20. A imunizagao
passiva dessa leitegada permaneceu até o D(12), em que trés leitGes (20%) ainda se
apresentavam reagentes ao antigeno (titulo de 10).

A imunizacéo da leitegada 3 foi a mais eficiente quando comparada as outras duas, em que 0s
leitGes apresentaram as titulagdes mais altas. No D(3), 11 leitGes (68%) apresentavam anticorpos
contra BVDV-2 no soro, com um leitdo (6%) com titulo de 160, um leitdo (6%) com titulo de 80,
dois leitdes (13%) com 40, seis leitdes (38%) com 20 e um leitdo (6%) com titulo de 10. Os
leitGes apresentaram anticorpos até o 27° dia de vida, em que um leitdo apresentava titulo de 10.
Esta leitegada é nascida da Fémea 3, que obteve os maiores niveis de anticorpos durante a
gestacdo (Tabela 1).

A Tabela 2 mostra quantidade de leitdes sororreagentes das trés leitegadas avaliadas durante os

35 dias de colheita. Nela, pode-se observar a duracdo da imunizacao via colostro.
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Figura 1 Titulos de anticorpos contra BVDV-2 nas leitegadas de fémeas gestantes infectadas
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com o BVDV-2 no 45° dia de gestacéo, representados pelo percentual de animais sororreagentes

de acordo com a respectiva titulagdo. Leitegadas 1, 2 e 3
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Tabela 2 NUmero leitdes nascidos de fémeas gestantes infectadas com BVDV-2 no 45° dia de
gestacdo, sororreagentes ao BVDV-2, e seus respectivos titulos de anticorpos, durante os 35 dias

de colheita pds-nascimento

Dias de coleta p6s-nascimento

Titulacgdo DO D3 D6 D9 D12 D15 D18 D21 D24 D27 D30 D33 D35
0 45 17 24 28 29 38 37 43 44 44 45 45 45

10 0 14 11 13 14 5 3 2 1 1 0 0 0
20 0 9 6 4 2 2 5 0 0 0 0 0 0
40 0 3 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
160 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 45 28 21 17 16 7 8 2 1 1 0 0 0
RT-PCR

N&o foi detectado antigeno viral por RT-PCR nas amostras de sangue das marras durante a
gestacdo. No que diz respeito aos leitdes, as amostras de sangue e suabe analisadas durante os 35
dias de colheita também foram negativos na RT-PCR.

Nenhum leitdo apresentou sinais de infeccéo persistente (sorologia negativa e viremia positiva).

As amostras de animais do grupo controle foram negativos em todos os testes.

Discussao

Ao contrario do que se observa em ruminantes, este estudo mostra que a infeccdo de marrds com
BVDV-2 no ter¢co médio da gestacdo ndo foi capaz de levar ao nascimento de leitbes
persistentemente infectados, ja que nenhum leitdo apresentou viremia ou excrecéo do agente
viral durante o periodo experimental.

A infeccdo congénita de leitbes nascidos de porcas infectadas com BVDV ja foi relatada em

alguns estudos [25, 26, 27, 28]. A maioria dos trabalhos reportou que os leitdes iam a 6bito entre
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a 2%e a 162 semana de vida, com sinais semelhantes ao da PSC, além de apresentarem retardo no
crescimento. No presente estudo, os leitdes nascidos das porcas infectadas ndo apresentaram
sinais clinicos de peste suina classica, como também n&o foi observada nenhuma alteracéo
clinica digna de nota, discordando dos resultados de estudos anteriores.

Em alguns estudos com infeccdo de BVDV em porcas gestantes foi possivel observar a infec¢do
na fémea, com viremia e sorologia positivas. Stewart et al. [15] inocularam BVDV via intranasal
e oral em 20 porcas gestantes, e observaram soroconversao das fémeas ao 21° dia pos-infeccao,
assim como observado em outros estudos da literatura [29, 30], corroborando com o encontrado
no presente estudo. No entanto, estes autores encontraram viremia nas porcas gestantes no 7°
dpi, 0 que ndo foi evidenciado nesse estudo. Walz et al. [16] realizaram trabalho semelhante, em
que quatro porcas com 65 dias de gestacao foram inoculadas por via intranasal com BVDV-1.
Assim como Stewart et al. [15], todas as porcas apresentaram viremia entre 0 5° e 0 7° dpi. A ndo
deteccdo de viremia nas marras experimentalmente infectadas neste trabalho pode ser resultado
do carater transitdrio da viremia do BVDV em suinos, e também pela pouca adaptacéo do virus
utilizado a espécie suina.

A infeccdo do BVDV em suinos jovens pode ocorrer sem manifestacao clinica da doenca [16,
31, 32, 33]. Outros autores relataram aparecimento de problemas reprodutivos em porcas
prenhes, como abortos, nascimento de leitdes pequenos, natimortos e animais persistentemente
infectados (P1) [1, 34]. Neste trabalho, as porcas inoculadas ndo apresentaram sinal clinico e
mantiveram a gestacao sem complicacGes, assim como observado por Pereira et al. [35].

Em relacdo aos leitdes, a viremia ndo foi detectada, a sorologia foi negativa ao nascimento e a
excrecdo do virus via nasal também ndo foi identificada, evidenciando que ndo houve

transmissdo transplacentaria. A disseminacdo sistémica do virus na fémea pode ndo ter sido
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suficiente para vencer a barreira transplacentaria [36], possivelmente pela baixa adaptagdo do
virus a espécie suina. Portanto, ndo houve o nascimento de animais PI.

A geracdo de animais Pl é comumente vista em bovinos [9] e caprinos [37, 38]. Nos suinos, a
essa ocorréncia é mais rara. Paton e Done [34] infectaram experimentalmente porcas no 35° e 45°
dias de gestacéo, pela via intrauterina e intranasal, respectivamente. Nove leitdes nascidos de
porcas da via intrauterina e cinco da via intranasal nasceram persistentemente infectados. Outros
trabalhos também evidenciaram a infec¢do transplacentaria, sendo o virus isolado em pelo menos
um dos fetos [10, 16, 39]. Todos estes trabalhos contrastam com os resultados observados no
presente estudo.

A imunidade passiva da porca para os leitbes se mostrou eficiente apesar das diferencas
sorologicas encontradas de uma leitegada para outra, e perdurou em média até o 20° dia pds-
parto. Essas diferencas na transferéncia da imunidade passiva colostral resultam de
caracteristicas individuais de resposta imunologica das porcas contra o agente viral, além da
capacidade absortiva de cada leitdo. A queda nas imunoglobulinas séricas dos leitGes estudados é
considerada fisiologica, e pode ter seu declinio iniciado cerca de 15 dias pds nascimento [40, 41],

0 que foi observado também neste trabalho.

Conclusao

Este estudo evidenciou gque a transmissao transplacentaria do BVDV-2 ndo foi observada em
fémeas infectadas no terco médio da gestacdo, ja que os leitdes ndo apresentaram viremia ao
nascimento, e ndo houve excrecao nasal do virus. Os anticorpos presentes nos recém-nascidos
foram resultantes de transferéncia passiva colostral, a qual apresentou variacdes entre as
leitegadas. Desta forma, ndo foi observada a condicdo de persistentemente infectados em suinos

experimentalmente infectados.



312
313  Arquivos adicionais

314  Ficha para avaliacéo clinica diaria dos recém-nascidos até os 35 dias de idade.
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Apéndices

Tipo de amostras/N°total: 19 soros e 19 sangues Espécie: BOVINO Sexo:M

BVD
c o[|)_|A—|TEA|T A BVDV I - VN BVDV Il - VN RT-PCR
(soro) (soro) (sangue)
D(0) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(1) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(2) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(3) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(4) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(5) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(6) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(7) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(8) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(9) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(10) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(11) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(12) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(13) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(14) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(15) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(16) NAO REAGENTE REAGENTE NEGATIVO
D(17) NAO REAGENTE REAGENTE NEGATIVO
D(18) NAO REAGENTE REAGENTE NEGATIVO
D(19) NAO REAGENTE REAGENTE NEGATIVO

D=Dias pds inoculacéo.
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APENDICE A — Exames para detecgéo do virus da diarreia viral bovina e anticorpos contra o
BVDV, por RT-PCR e virusneutralizacdo, respectivamente, em amostras de
sangue e soro de um bezerro inoculado com o agente pela via oronasal.



