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EFEITO DA INFECCAO EXPERIMENTAL COM O VIiRUS DA DIARREIA VIRAL
BOVINA NA GESTACAO E NEONATOS SUINOS

RESUMO - O virus da diarreia viral bovina (BVDV) est4 geneticamente e
antigenicamente relacionado com outros membros do género Pestivirus, como 0
virus da peste suina classica, e pode provocar problemas reprodutivos, contudo
ainda faltam pesquisas para esclarecer a patogenicidade em diferentes periodos
gestacionais de porcas e os efeitos nos neonatos. Para o estudo foram utilizadas 12
porcas divididas em grupos (G) que foram inoculadas experimentalmente com a
estirpe BVDV-2 (VS-253) na dose 10°%TCID50 pela via oronasal, 30 dias antes da
inseminacdo (GO;n=2) e durante a gestacdo, no primeiro (G1;n=2), no segundo
(G2;n=3) e no terceiro terco (G3;n=3) da gestacdo e grupo controle (G4;n=2).
Amostras de sangue e suabes nasais das porcas foram colhidas, a cada trés dias a
partir do dia da inoculacdo até o dia do parto, para o teste de virusneutralizacao, real
time quantitativo PCR (QRT-PCR) e hemograma. No dia do parto, 40% dos neonatos
foram eutanasiados para obtencdo de amostras de tecidos na necropsia para
histopatologia e qRT-PCR. As porcas soroconverteram entre doze e trinta e trés dias
apos a inoculacdo e o virus foi detectado no sangue entre trés e doze dias, e no
suabe nasal entre seis e vinte e quatro dias nas porcas do GO, G1, G2 e G3, apos a
inoculacédo, porém néo foi possivel a deteccdo de BVDV nos tecidos dos leitbes e
nenhuma alteracdo significativa encontrada através da histopatologia. A média e
desvio padrdo dos valores dos ciclos médios (Cq) das amostras de sangue (Cq =
34,87 £ 0,60) e suabe nasal (Cq = 34,61 + 0,87) das porcas, corresponderam entre
aproximadamente 107 a 490 TCID50/mL, obtendo uma carga viral baixa em suinos
e a infeccao transplacentaria nao foi possivel.

Palavras-chave: BVDV, soroconversao, viremia, qRT-PCR, Pestivirus.
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EFFECT OF EXPERIMENTAL INFECTION WITH BOVINE VIRAL DIARRHEA
VIRUS IN GESTATION AND NEWBORN PIGLETS

ABSTRACT- BVDV belongs to the genus Pestivirus, and can cause reproductive
problems, however, there is still a lack of research to clarify the pathogenicity in
different gestational periods of gilts and the effects in the neonates. For the study, 12
gilts divided into groups gG) were experimentally inoculated with the strain BVDV-2
(VS-253) at the dose 10°%TCID50 by the oronasal route, one group with 30 days
before insemination (GO; n=2) and three groups during gestation, first (G1;n=2),
second (G2;n=3), last third (G3;n=3) and the fifth control group (G4;n=2). Samples of
blood and nasal swabs from the gilts were collected every three days from the day of
inoculation until the day of delivery for virusneutralization test, quantitative PCR
(QRT-PCR), blood count. On the day of delivery, 40% of the neonates were
euthanized to obtain tissue samples at necropsy for histopathology and gRT-PCR.
The sows were seroconverted between 12 and 33 days after inoculation and the
virus was detected in the blood between 3 and 12 days, and in the nasal swab
between 6 and 24 days in the GO, G1, G2 and G3 sows after inoculation, but it was
not possible to detect BVDV in piglet tissues and no significant alterations were found
through histopathology. The mean and standard deviation of the mean cycles (Cq) of
the blood samples (Cq = 34.87 £ 0.60) and nasal swab (Cq = 34.61 £+ 0.87) of the
sows corresponded between approximately 107 to 490 TCID50/mL, obtaining a low
viral load in swines, and transplacental infection was't possible.

Keywords: BVDV, seroconversion, viremia, qRT-PCR, Pestivirus.
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Capitulo 1 - Consideragdes gerais

1 INTRODUCAO

A biologia das espécies de Pestivirus caracteriza-se por particularidades
Unicas e cruciais que os tornam agentes patogénicos de sucesso, sendo desafiante
do ponto de vista cientifico. Com os anos, a elucidacdo das caracteristicas sobre os
pestivirus teve uma grande evolucdo. As andlises revelaram significantes
semelhancas na replicacao e interacao do virus com os hospedeiros, esclarecendo a
base molecular de uma infeccao persistente e estratégias do virus para infectar
diversas espécies de hospedeiros (TAUTZ; TEWS; MEYERS, 2015).

Este género é composto por quatro espécies reconhecidas, virus da diarreia
viral bovina biotipo 1 (BVDV-1), virus da diarreia viral bovina biotipo 2 (BVDV-2),
virus da doenca da fronteira (BDV) e o virus da peste suina classica (VPSC) e
quatro espécies “atipicas” que tém sido descritas no mundo como o Giraffe virus
isolado de girafa no Quénia (BECHER et al., 2003), Pronghorn virus isolado de
antilope nos EUA (VILCEK et al., 2005), Bungowannah virus isolado em suino na
Australia (KIRKLAND et al., 2007; PETERHANS et al., 2010) e o Hobi-like virus,
identificado em véarias partes do mundo e também no Brasil (SCHIRMEIER et al.,
2004; CORTEZ et al., 2006) e todos podem causar perdas econdémicas para a
agroindustrias no mundo.

No entanto, somente em 2012, a BVD foi classificado como uma doenca
listada pela OIE (World Organization of Animal Health). O BVDV tem um potencial de
infeccdo extenso que inclui uma gama de hospedeiros como bovinos, ovinos,
suinos, caprinos e outros animais selvagens (RIDPATH, 2010) e ndo possui
especifica restricdo de hospedeiro, pois pode infectar mais de 50 espécies de
mamiferos da ordem Artiodactyla (PASSLER; WALZ, 2010).

Oportunamente, o BVDV quando infecta o suino pode causar sinais clinicos
semelhantes aos do VPSC, dificultando a diferenciacdo e problemas com a
prevencdo e controle destas doencas (PASSLER; WALZ, 2010). A infeccéo
intrauterina pelo BVDV pode levar a falhas reprodutivas semelhantes as produzidas

por amostras de PSCV com baixa e/ou média patogenicidade (PATON; DONE,



1994). Com isso, as medidas de controle devem basear-se no conhecimento
completo da epidemiologia do BVDV, incluindo o reconhecimento de outras fontes
potenciais do virus, como os suinos. Os efeitos da infeccdo do BVDV em estagios
gestacionais das porcas ainda ndo foram bem esclarecidos, entretanto,
abortamentos e nascimentos de animais fracos ou inviaveis em bovinos ja foram
relatados. Transmissdes verticais e suas diversas manifestacbes reprodutivas em
bovinos ja foram extensivamente documentadas, mas faltam estudos com os suinos.

O trabalho incluiu a avaliacdo das ferramentas diagndsticas sensiveis como o
real time para monitorizagdo do BVDV em porcas prenhes infectadas
experimentalmente com o BVDV-2, bem como testes para deteccdo de anticorpos e
esclarecer os efeitos deste virus na espécie suina e seu papel dentro da cadeia

epidemiologica da doenca.

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da infeccdo experimental da estirpe BVDV-2 (VS253) em
diferentes periodos gestacionais de porcas e as consequéncias nos fetos e

neonatos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Induzir infeccdo experimental pelo BVDV gendtipo 2 em porcas antes
da inseminacédo e nas diferentes fases gestacionais (terco inicial, médio e final);

o Avaliar a excrecdo do BVDV-2 de particulas virais de porcas infectadas
experimentalmente através da deteccdo molecular, bem como uma possivel
soroconversao nos animais atraves da Virusneutralizacao;

o Verificar alteracGes patoldgicas causadas pela inoculacdo do virus do
BVDV durante a gestacao de porcas, inoculadas antes do inicio da gestacdo e em
trés diferentes fases gestacionais (terco inicial, médio e final);

o Analisar a patogenicidade da infec¢do transplacentaria do BVDV nos
leitdes neonatos através de andlise histopatologica e qRT-PCR nos tecidos e a

deteccdo viral nos 6rgaos dos neonatos e quantificar o virus.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico e evolucao dos Pestivirus

Em 1946, Olafson e colaboradores, nos Estados Unidos e Childs no Canada,
simultaneamente descreveram uma enfermidade diarreica que apresentava alta
morbidade, baixa mortalidade, de etiologia ndo definida, caracterizada por febre,
diarreia, lesbes nas mucosas e leucopenia. Essa leucopenia que era grave e
observada nos animais afetados, foi 0 que indicou que se tratava de enfermidade
com etiologia viral, e assim foi denominada de diarreia viral bovina (RAMSEY;
CHIVERS, 1953). Em 1960, foi demonstrado que o BVDV estava antigenicamente
relacionado com o virus da peste suina classica (CSFV — Classical Swine Fever
Virus). Posteriormente, respostas soroldgicas indicaram que o agente causador da
doenca das Fronteiras (BDV — Border Disease Virus) em ovinos também estava
relacionado com o BVDV e CSFV (PLANT et al., 1973).

Os Pestivirus foram originalmente classificados nas espécies BVDV, CSFV e
BDV com base nos animais hospedeiros originarios. Posteriormente, descobriram
gue alguns pestivirus ndo estavam restritos somente a uma unica espécie
hospedeira (PASSLER; WALZ, 2010). O BVDV foi relatado em outros animais como
suinos, ovinos, caprinos, cervos e ruminantes selvagens e domesticados (GROOMS
et al., 2006; TAO et al., 2013).

Darbyshire (1960) confirmou a presenca de antigenos de reacdo cruzada
entre BVDV e CSFV, sendo detectados os anticorpos para CSFV em suinos
assintomaticos pelo teste de imunoprecipitacdo em gel de agar. Fernelius et al.
(1973) isoloram o BVDV de suinos doentes, sendo este grupo de viroses
denominado como Pestivirus neste mesmo ano (HORZINEK, 1973).

No Brasil, o primeiro relato foi uma descricdo de doenca gastroentérica, com
aspectos compativeis com a doenca das mucosas (CORREA; NETO; BARROS,
1968). Os primeiros estudos soroldgicos da infeccdo no Brasil surgiram no inicio da
década de 70, no Rio Grande do Sul (WIZIGMANN; VIDOR; RICCI, 1971), porém a
escassez de laboratérios entre os anos 70 a 90 foram responsaveis pelo pequeno

namero de amostras isoladas. Somente a partir da metade da década de 90, o



BVDV comegou a ser estudado profundamente (FLORES et al., 2005). Mais
recentemente, uma nova caracterizagdo molecular de novos membros do género foi
proposta com uma nova classificagdo com oito espécies de pestivirus que estdo em
discussao pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) em A, B, C,
D, E, F, G, H, I, Je K, sendo o Pestivirus A (designacédo do Virus da Diarreia Viral
Bovina 1), Pestivirus B (Virus da Diarreia Viral Bovina 2), Pestivirus C (Virus da
Peste Suina Classica) e Pestivirus D (Virus da Doenca das Fronteiras). As sete
novas espécies sao os Pestivirus E (virus Phonghorn), Pestivirus F (virus
Bungowannah), Pestivirus G (virus Giraffe), Pestivirus | (virus Aydin-like), Pestivirus
J (virus rat), Pestivirus K ( Pestivirus atipico) (SMITH et al., 2017).

3.2 Etiologia

Os pestivirus séo virus pequenos (40-60 nm) e envelopados que pertencem a
familia Flaviviridae, possuem uma molécula de RNA linear, fita simples, polaridade
positiva, de aproximadamente 12,5 Kb como genoma (COLLETT; MOENNIG;
HORZINEK, 1989), e infectam exclusivamente o0s animais (RIDPATH;
BAUERMANN; FLORES, 2017). O genoma possui apenas uma ORF (open reading
frame) e as extremidades 5’ e 3’ contém regides nao traduzidas (5’UTR e 3'UTR)
(BROCK; DENG; RIBLET, 1992).

A classificacdo das espécies e subgenotipos das estirpes virais do BVDV
foram determinadas a partir de analises filogenéticas de trés regides genébmicas, a 5’
UTR (altamente conservada), Npro (exclusiva dos pestivirus) e E2 (proteina de
envelope), que revelaram duas espécies BVDV-1 e BVDV-2, 16 subgendtipos dentro
do BVDV-1 (BVDV-1la — BVDV-1p) e dois subgendtipos dentro do BVDV-2 (BVDV-2a
e BVDV-2b) (VILCEK et al.,, 2001; FLORES et al.,, 2005). As proteinas nédo
estruturais do genoma do BVDV (Npro, P7, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B)
estdo envolvidas no processo de replicacdo viral. As proteinas estruturais C, Erns,
El e E2 exercem funcBes importantes no revestimento protetor do RNA viral e
permitem a entrada e saida das particulas virais das células infectadas. Dentre

estas, a glicoproteina E2 é responsavel pela adsor¢cdo do virus a receptores



especificos nas células e pela inducao de anticorpos por virusneutralizacdo (DONIS,
1995).

Os pestivirus sao classificados em dois biotipos, os citopaticos (CP) e os nao
citopéticos (NCP) de acordo com o efeito da replicagdo do virus em cultivo celular.
Os biotipos CP induzem apoptose em células cultivadas enquanto os biotipos NCP
nao induzem apoptose (GAMLEN et al., 2010).

3.3 Epidemiologia

O bovino é o hospedeiro natural do virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV)
possui distribuicdo mundial (WALZ et al., 2010), sendo a enfermidade descrita no
Brasil desde os anos 60 com diversos relatos clinico-patolégicos e sorolégicos em
bovinos. Em 1990, o virus foi considerado como amplamente disseminado pelo
rebanho bovino brasileiro, com 47,7% de ocorréncia quando realizada pesquisa
sorologica (PITUCO; DEL FAVA, 1998). Além disso, o BVDV esta disseminado em
rebanhos bovinos brasileiros, pois varios estudos mostraram nimeros que variam de
43% a 57,56%, com uma prevaléncia de 66,32% em algumas regides (SAMARA;
DIAS; MOREIRA, 2004; ALMEIDA et al., 2013).

Existem poucos dados sobre a prevaléncia do BVDV em rebanhos suinos
brasileiros, porém em um estudo feito no Estado de Sdo Paulo onde se analisaram
360 amostras de 56 rebanhos de criacdes extensivas e intensivas foi encontrada
uma prevaléncia de 4,72% soro reagentes e 26,79% dos rebanhos tinham pelo
menos um animal positivo (ALMEIDA et al., 2017). No estado do Rio Grande do
Norte foi encontrada uma prevaléncia de 4% em nivel animal e 45% dos rebanhos
(GATTO et al., 2016). Ao contrario da China, onde foi encontrada alta prevaléncia
entre 20% e 34% de suinos de 11 provincias diferentes durante 2007- 2010 de
BVDV em suinos com sinais clinicos, sendo predominantes os subgenoétipos BVDV-
1 (DENG et al., 2012).

Os suinos sao suscetiveis a infeccdo pelo BVDV por contato direto ou indireto
com ruminantes (PATON; SIMPSON; DONE, 1992), por infeccao experimental

(WALZ et al.,, 2004) e por exposicdo a vacinas contaminadas, mesmo assim até



hoje, a real relagdo de transmisséo do BVDV em suinos ainda ndo esta esclarecida
(TAO et al., 2013).

A provéavel fonte de infeccdo do BVDV para os suinos sao os bovinos, pois
esses Ultimos, quando infectados, eliminam o virus no leite, que se utilizado na
alimentacdo dos suinos pode veicular o virus e infecta-los (STEWART; CARBREY;
JENNEY, 1971). Ainda, altas prevaléncias de suinos positivos sdo comuns em
rebanhos préximos de fazendas que criam bovinos (TERPSTRA; WENSVOORT,
1991). A presenca de pequenos ruminantes nas proximidades também foi apontada
como um fator de risco (LOEFFEN et al., 2009). O BVDV infecta o hospedeiro
susceptivel pela via oronasal, se replica em células epiteliais e tecidos linféides da
orofaringe, sendo que uma pequena quantidade de virus € suficiente para garantir a
disseminacdo continua, pois podem viver por periodos consideraveis no meio
(TAUTZ; TEWZ; MEYERS, 2015).

3.4 Analises clinicas

A infeccdo de um animal com o BVDV resulta em uma viremia transitoria de
10 a 14 dias de duracdo (HOWARD, 1990). Este fato pode ser associado com
leucopenia de curto prazo (MULLER-DOBLIES et al., 2004), linfopenia (RIDPATH,;
NEILL; PETERHANS, 2007) trombocitopenia (BLANCHARD et al., 2010), e
imunossupressao (WILHELMSEN et al., 1990) que pode estar associada aos efeitos
diretos do BVDV nos linfocitos T e B circulantes (CHASE, 2013) e apoptose de
linfocitos no tecido linféide associado ao intestino (PEDRERA et al.,, 2012). Na
maioria das vezes, as infec¢cdes nos bovinos ocorrem de forma inaparente, com
hipertermia transitéria e leucopenia. Estima-se que 70% a 90% das infeccdes sao
assintomaticas (BAKER, 1995).

Algumas esteirpes de BVDV-2 sdo altamente virulentas e produzem
trombocitopenia grave e hemorragia ou doenca das mucosas em bovinos
(RIDPATH; BOLIN; DUBQOVI, 1994). Os resultados demonstram que a infeccéo pelo
BVDV esta associada a diminuicdo do numero de plaquetas e sugere que as
plaquetas podem servir como transportadoras de virus circulantes (CORAPI;
FRENCH; DUBOVI, 1989). In vitro, o BVDV é capaz de se replicar em uma



variedade de células de cultivo de varias espécies, até mesmo humana (RIDPATH,;
BAUERMANN; FLORES, 2017).

Leucopenia transitoria, hiperemia, gastroenterite crénica e septicemia com
hemorragias em linfonodos e rins, ja foram relatadas apds infeccao experimental em
suinos com o BVDV (STEWART; CARBREY; JENNEY, 1971). Em um estudo
experimental com o BVDV-2 em suinos com 6 semanas de idade, os animais

desenvolveram uma leve leucopenia e trombocitopenia (MAKOSCHEY et al., 2002).

3.5 Patogenia do BVDV em bovinos e suinos

Os bovinos podem estar infectados com BVDV de forma transitéria ou
persistente. A infeccdo transitoria leva a imunidade protetora, porém a infeccao
persistente esta associada a uma transferéncia especifica da estirpe infecciosa que
resulta na invasio dos fetos dependendo da fase da gestacdo (RUFENACHT et al.,
2001). O BVDV CP pode causar infec¢des agudas que pode ser transmitida em uma
gama de fluidos, incluindo secrecdo nasal, urina, leite, sémen, saliva, lagrimas e
fluidos fetais (MEYLING; HOUE; JENSEN, 1990). O BVDV CP demonstrou ser
capaz de induzir infeccdo aguda em condi¢cdes experimentais (LAMBOT et al.,
1997).

Os biotipos NCP sdo normalmente encontradas a campo e capazes de
produzir infeccdo persistente em fetos bovinos, no caso do BVDV essas infeccfes
persistentes ocorrem em fetos infectados entre 40 e 120 dias de prenhes. Ja os CP,
sdo considerados uma mutacédo do biétipo NCP e por isso sS40 menos comuns na
natureza (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

Geralmente as infeccfes por BVDV em suinos sao assintomaticas, sendo que
em animais adultos foram relatados problemas reprodutivos, nascimento de leitbes
fracos, aborto e mumificacdo fetal (VANNIER; ALBINA, 1999), possibilitando uma
oportunidade para o virus se disseminar sem deteccdo. Em alguns casos, a infec¢éo
natural de rebanhos suinos com pestivirus foi associada a problemas de reproducéo,
baixa taxa de concepcéo, abortos e leitbes natimortos (LE POTIER; MESPLEDE;

WANNER, 2006), nos leitbes foram descritas anemia, pele aspera, retardo de



crescimento, tremores congénitos, conjuntivite, diarreia, poliartrite, petéquias na pele
e orelhas (WENSVOORT; TERPSTRA, 1988).

Em fémeas suinas prenhes, a infeccdo transplacentaria pode causar abortos,
natimortos, nascimento de leitegadas debilitadas, mas formacfes e até o nascimento
de leitbes persistentemente infectados (BECHER et al., 2003). Porcas prenhes ja
foram inoculadas experimentalmente com o BVDV-1 no 65° dia de gestagédo (WALZ
et al., 2004), porém a transmissao vertical ndo foi detectada. Por fim, os efeitos da
infeccdo do BVDV em diferentes estagios gestacionais das porcas ainda ndo foram
bem esclarecidos.

A infeccao intrauterina pelo BVDV pode levar a falhas reprodutivas
semelhantes as produzidas por amostras do VPSC com baixa ou média
patogenicidade (PATON; DONE, 1994; KULCSAR et al., 2001). Em hospedeiros
heterdlogos, foram descritas infec¢des pelo BVDV com sinais clinicos analogos aos
dos bovinos e incluem a doenga em multiplos sistemas, principalmente o sistema
reprodutivo e o0 sistema imunologico. O resultado da infeccdo fetal depende do
biotipo, viruléncia do virus infectante e estagio de gestacdo no tempo de infeccao. A
infeccdo fetal pode resultar em morte fetal ou do embrido, aborto e estabelecimento
de infeccbes persistentes ou congénitas com ma formacdo (PASSLER; WALZ,
2010).

Ja em bovinos, durante os primeiros 18 dias de prenhez, enquanto o embrido
ndo esta fixado, a infeccdo do embrido ndo ocorre porque o BVDV néo penetra na
zona pelacida (MOENNIG; LIESS, 1995). Quando a infeccdo ocorre entre 29 a 41
pos-concepcao, os cotilédones ja se desenvolvem, e podem resultar em infeccdo e
morte embrionaria (MCGOWAN et al., 1993). Infeccdo apds 30 dias de gestacao e
durante a o primeiro trimestre podem resultar no nascimento dos bezerros
persistentemente infectado (PlI) (BROWNLIE et al., 1998). Em rebanhos bovinos
BVDV positivos, as mas formacdes sao relatadas quando a infec¢do do feto ocorre
entre 100 e 150 dias de gestacdo, capaz de provocar problemas no sistema
nervoso, pois este periodo relaciona-se ao estagio final da organogénese,
descrevendo hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, microcefalia, mielinizacado deficiente
da medula espinhal, atrofia da retina, microftalmia, catarata, hipotricose,
braquignatismo e artrogripose (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).



Ha uma série de relatos de inoculagdo com o BVDV em suinos e em porcas
prenhes pela via oral, intranasal, intramuscular ou intra uterina (STEWART et al.,
1980), mas os resultados s&o inconsistentes, pois dependem da estirpe e fase da
gestacdo (WALZ et al., 2004; TAO et al., 2013).

3.6 Imunidade cruzada e diagndésticos laboratoriais

Os suinos podem ser infectados pelo BVDV em condi¢cdes naturais, desta
forma, tem-se dado grande atencdo as infeccfes causadas por pestivirus de
ruminantes (BVDV) em suinos, principalmente pelo fato de tais infecgbes
apresentarem sinais clinicos semelhantes a PSC nos animais acometidos
(MOENNIG; LIESS, 1990). Apesar da infeccao por Pestivirus de ruminantes ndo se
apresentar tdo problematica quanto a infeccdo por VPSC, distinguir essas duas
enfermidades pode ser muito dificil clinicamente (PATON; DONE, 1994). A relacéo
entre os pestivirus, principalmente entre o BVDV e o VPSC, e a possibilidade de
infeccdo de suinos pelo BVDV, levanta suspeitas sobre os métodos laboratoriais
empregados no controle do VPSC, se séo criteriosos o suficiente para diferenciar
esses dois agentes etioldgicos, pois a reacao cruzada entre o BVDV e o VPSC pode
ser um entrave para o correto diagnéstico (TAO et al., 2013).

Os pestivirus compartilham estruturas antigénicas comuns, por iSso 0s testes
sorologicos utilizados para detectar anticorpos anti-VPSC pode reagir de forma
cruzada com anticorpos anti-pestivirus de ruminantes. A importancia pratica disso
sdo as reacdes falsas positivas em pesquisas soroldgicas para PSC, que apresenta
problemas na erradicacdo e nas pesquisas epidemiolégicas. A auséncia de sinais
clinicos torna o diagnostico laboratorial essencial para confirmacdo, sendo
necessario o0 uso de anticorpos monoclonais nas técnicas para identificacdo do
virus, como o isolamento viral (IV) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) (TAO et al.,
2013) e virusneutralizacdo (VN). De forma geral, esses testes ndo sédo capazes de
diferenciar a resposta soroldgica de animais para os diferentes pestivirus
(BAUERMANN et al., 2013).

A presenca de anticorpos anti-BVDV em suinos, resultou em uma suspeita de

infeccdo pelo VPSC e provocou o despovoamento desnecessario do rebanho,
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enfatizando ainda mais o impacto das infec¢bes por pestivirus (OGUZOGLU et al.,
2001). No entanto, suinos infectados com o BVDV e desafiados com o VPSC,
apresentaram titulos mais elevados anti-BVDV do que anti-VPSC, indicando que
pode haver resultados falsos positivos para PSC (WIERINGA-JELSMA; QUAK;
LOEFFEN, 2006).

Testes moleculares para a deteccdo do RNA viral ttm como alvo a regido
5'UTR, por ser uma regido extremamente conservada entre as diferentes espécies
do género Pestivirus (VILCEK et al.,, 1994; RIDPATH; BOLIN, 1998). Testes
sensiveis como a PCR em tempo real sdo essenciais, Zhang et al. (2012)
desenvolveram um teste de RT-PCR quantitativo TagMan triplex para detecgéo e
diferenciacdo do CSFV tipo selvagem, vacina para PSC e BVDV-1.

3.7 Caracteristicas do genoma do BVDV em suinos

Apesar do BVDV estar disseminado em rebanhos suinos, as caracteristicas
dessas estirpes sdo desconhecidas, especialmente na Europa e na América, pois
faltam estudos nessa area. Na China, apenas trés sequéncias gendmicas completas
de cepas do BVDV isoladas de suinos estédo disponiveis (SH-28, ZM-95 e SD0806),
ZM-95 e SD0806 sédo estirpes BVDV-1, enquanto SH-28 é uma estirpe BVDV-2
(TAO et al., 2013). Em 1995, um suino BVDV-1 (ZM-95) positivo foi identificado pela
primeira vez na China (XU et al., 2006).

A comparacdo da homologia mostrou que os genes E2 de 12 isolados do
BVDV séo altamente conservados. O genoma de um dos isolados BVDV-2
(denominado SH-28) dos suinos doentes, que mostrou um efeito ndo citopatico em
culturas de células MDBK e forte reatividade com anticorpo monoclonal (MAb) Bz-53
anti-BVDV-2, foi sequenciado. O genoma de SH-28 compreende 12.279
nucleotideos com uma grande estrutura de leitura aberta comecando no nucleotideo
386 e terminando no 12.073. A comparacdo gendmica e as analises filogenéticas
mostraram que SH-28 se inseriu no subtipo BVDV-2 e foi mais semelhante ao XJ-04
(as homologias de nucleotideos e aminoacidos foram 89,9-93,8% e 91,1-96,9%,
respectivamente), mas foi geneticamente divergente do ZM -95 (BVDV-1) (TAO et
al., 2013).
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Até o presente, apenas duas sequéncias gendmicas completas de suino
BVDV-1 (ZM-95 e SD0806) estdo disponiveis. Segundo Tao et al. (2013), ha
semelhancas entre as sequéncias gendmicas completas da estirpe SH-28 e ZM-95
ou SD0806 em 70%. A homologia de sequéncia de proteinas individuais entre as
cepas também foi comparativamente baixa e esses resultados indicaram que existe

uma divergéncia genética consideravel entre diferentes isolados de origem suina.

3.8 Prevencéo e controle

O controle e a prevencao da infeccdo por BVDV exige um conhecimento
suficiente da sua epidemiologia, particularmente fontes de infeccdo e formas de
transmissdo. Além disso, é necessario testes que possam ser confiaveis para
notificar uma infecc¢ao individual e/ou indicar o estado de infec¢do dos rebanhos. Os
animais Pl (persistentemente infectados) sdo considerados a principal fonte de
infeccdo. Os meios possiveis de transmissdo de rebanhos para rebanho estéo
relacionados a possibilidade de transmisséo pelo ar em areas com alta prevaléncia
de BVDV e alta densidade populacional de bovinos (BITSCH; RONSHOLT, 1995). A
grande variabilidade antigénica entre os isolados do BVDV representa um entrave
para a obtencdo de protecdo cruzada contra o amplo espectro antigénico dos
isolados, exigindo uma atualizacdo das vacinas comerciais disponiveis (FULTON;
BURGE, 2000). Desde a primeira descricdo de uma relacdo antigénica entre VPSC
e BVDV (DARBYSHIRE, 1960), comecaram os estudos com o uso de BVDV para
imunizar suinos contra VPSC (BAKER et al., 1969).

As infec¢cBes com o virus da diarreia viral bovina (BVDV) ndo se limitam aos
bovinos, esse fato prejudica drasticamente a implementacdo bem sucedida de
estratégias de controle, pois o0s hospedeiros heter6logos podem se tornar
reservatorios (PASSLER; WALZ, 2010). Entre os pestivirus, o BVDV tem sido a
espécie mais intensamente estudada como agente infeccioso em espécies
diferentes, sendo detectados principalmente animais soropositivos, embora a
presenca de anticorpos seja uma resposta limitada sobre o papel desta espécie no
ciclo epidemioldgico do BVDV (VAN CAMPEN et al., 2001).
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Resumo

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) estd geneticamente e antigenicamente
relacionado com outros membros do género Pestivirus, como o virus da peste suina classica, e
pode provocar problemas reprodutivos, contudo ainda faltam pesquisas para esclarecer a
patogenicidade em diferentes periodos gestacionais de porcas e 0s efeitos nos neonatos. Para
o estudo foram utilizadas 12 porcas divididas em grupos (G) que foram inoculadas
experimentalmente com a estirpe BVDV-2 (VS-253) na dose 10®**TCID50 pela via oronasal,
30 dias antes da inseminacdo (GO;n=2) e durante a gestacdo, no primeiro (G1;n=2), no
segundo (G2;n=3) e no terceiro terco (G3;n=3) da gestacdo e grupo controle (G4;n=2).
Amostras de sangue e suabes nasais das porcas foram colhidas, a cada trés dias a partir do dia
da inoculacdo até o dia do parto, para o teste de virusneutralizacdo, real time quantitativo PCR

(QRT-PCR) e hemograma. No dia do parto, 40% dos neonatos foram eutanasiados para
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obtencdo de amostras de tecidos na necropsia para histopatologia e gRT-PCR. As porcas
soroconverteram entre doze e trinta e trés dias apés a inoculacéo e o virus foi detectado no
sangue entre trés e doze dias, e no suabe nasal entre seis e vinte e quatro dias nas porcas do
GO, G1, G2 e G3, apo6s a inoculagdo, porém nao foi possivel a deteccdo de BVDV nos tecidos
dos leitbes e nenhuma alteracdo significativa encontrada através da histopatologia. A média e
desvio padrdo dos valores dos ciclos médios (Cq) das amostras de sangue (Cq = 34,87 + 0,60)
e suabe nasal (Cq = 34,61 = 0,87) das porcas, corresponderam entre aproximadamente 107 a
490 TCID50/mL, obtendo uma carga viral baixa em suinos.

Palavras-chave: BVDV, soroconversao, viremia, gRT-PCR, Pestivirus.

Experimental inoculation with Bovine Viral Diarrhea virus in gestation and newborn
piglets
Abstract

BVDV belongs to the genus Pestivirus, and can cause reproductive problems,
however, there is still a lack of research to clarify the pathogenicity in different gestational
periods of sows and the effects in the neonates. For the study, 12 gilts divided into groups (G)
were experimentally inoculated with the strain BVDV-2 (VS-253) at the dose 10°®TCID50
by the oronasal route, one group with 30 days before insemination (GO; n=2) and three groups
during gestation, first (G1;n=2), second (G2;n=3), last third (G3;n=3) and the fifth control
group (G4;n=2). Samples of blood and nasal swabs from the gilts were collected every three
days from the day of inoculation until the day of delivery for virusneutralization test, qRT-
PCR, blood count. On the day of delivery, 40% of the neonates were euthanized to obtain
tissue samples at necropsy for histopathology and qRT-PCR. The sows were seroconverted

between 12 and 33 days after inoculation and the virus was detected in the blood between 3
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and 12 days, and in the nasal swab between 6 and 24 days in the GO, G1, G2 and G3 sows
after inoculation, but it was not possible to detect BVDV in piglet tissues and no significant
alterations were found through histopathology. The mean and standard deviation of the mean
cycles (Cq) of the blood samples (Cq = 34.87 + 0.60) and nasal swab (Cq = 34.61 + 0.87) of
the sows corresponded between approximately 107 to 490 TCID50/mL, obtaining a low viral
load in swines, and transplacental infection isn't possible.

Keywords: BVDV, seroconversion, viremia, qRT-PCR, Pestivirus.

Introducéo

Os pestivirus pertencem a familia Flaviviridae e sdo considerados agentes virais com
grande capacidade de causar doenca disseminada e persisténcia sem ser detectados dentro de
um rebanho susceptivel. O género Pestivirus foi classificado segundo o International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) em A, B, C, D, E, F, G, H, I, J e K, sendo o
Pestivirus A (designacéo do Virus da Diarreia Viral Bovina 1), Pestivirus B (Virus da Diarreia
Viral Bovina 2), Pestivirus C (Virus da Peste Suina Classica) e Pestivirus D (Virus da Doenca
das Fronteiras). As sete novas espécies sdo os Pestivirus E (virus Phonghorn), Pestivirus F
(virus Bungowannah), Pestivirus G (virus Giraffe), Pestivirus | (virus Aydin-like), Pestivirus J
(virus rat), Pestivirus K (Pestivirus atipico suino) O género Pestivirus foi classificado
segundo o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) em A, B, C, D, E, F, G,
H, I, J e K, como Pestivirus A (original designacdo Bovine viral diarrhea virus 1), Pestivirus
B (Bovine viral diarrhea virus 2), Pestivirus C (Classical swine fever virus) and Pestivirus
D (Border disease virus), Pestivirus E (Pronghorn pestivirus), Pestivirus F (Bungowannah
virus), Pestivirus G (Giraffe pestivirus), Pestivirus H (Hobi-like pestivirus), Pestivirus

| (Aydin-like pestivirus), Pestivirus J (Rat pestivirus) and Pestivirus K (Atypical porcine
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pestivirus) [1]. O genoma completo dos Pestivirus possui 12.3-12.7 Kb e a regido 5" UTR, a
mais conservada, possui 360-390 nucleotideos [2]. De acordo com a capacidade de produzir
efeito citopatico em cultivo celular, o BVDV pode ser classificado em biétipo citopatogénico
(CP) e nédo citopatogénico (NCP), que representam a grande maioria dos virus isolados de
campo [3, 4]. Infec¢bes agudas com estirpes de BVDV (NCP) predominantes sao
caracterizadas por viremia transitéria com disseminagdo variavel de virus em bovinos [5],
porém a transmissdo do virus via transplacentaria pode gerar o nascimento de animais
persistentemente infectados (PI) [6].

Os pestivirus foram inicialmente classificados nas espécies BVDV, PSCV e BDV com
base nos animais hospedeiros originarios, posteriormente foi descrito que alguns pestivirus
ndo infectavam somente a uma Unica espécie hospedeira [7]. O BVDV foi relatado em outros
animais como suinos, ovinos, caprinos, cervos e ruminantes selvagens e domesticados [8, 9,
10, 11, 12]. Os pestivirus sdo virus com RNA altamente varidveis que causam doencas
economicamente relevantes em suinos. Nas Gltimas duas décadas, um nimero crescente de
novos pestivirus foi descoberto em varios tipos de animais domésticos [12, 17]. Desta forma,
tem-se dado grande atencdo as infeccGes causadas por pestivirus de ruminantes em suinos,
principalmente pelo fato de tais infecgdes apresentarem sinais clinicos semelhantes a PSC nos
animais acometidos [13].

Geralmente as infeccdes por BVDV em suinos sdo sem sinais clinicos, sendo que em
animais adultos foram relatados problemas reprodutivos, nascimento de leitbes fracos, aborto
e mumificacdo fetal [14]. Em fémeas suinas prenhes, a infeccdo transplacentaria pode causar
abortos, natimortos, nascimento de leitegadas debilitadas, ma formacGes e até o nascimento de
leitbes persistentemente infectados [15]. Porcas prenhes ja foram inoculadas

experimentalmente com o BVDV-1 no 65° dia de gestacdo e a transmissdo vertical néo foi
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possivel [16], contudo os efeitos da infeccdo do BVDV em diferentes estagios gestacionais
ainda ndo foram investigados. A infeccdo intrauterina pelo BVDV pode levar a falhas
reprodutivas semelhantes as produzidas por amostras de virus da PSC com patogenicidade
baixa ou média [17, 18]. A importancia do BVDV em suinos é devido a infeccdo e a
persisténcia, pois podem interferir no controle e erradicacdo da PSC devido a reacdo cruzada
de anticorpos em inquéritos soroldgicos [17, 19].

Atualmente ha& poucos estudos sobre a atuacdo do BVDV na espécie suina, sendo este o
primeiro projeto que busca esclarecer as possiveis manifestacdes do BVDV-2 nas porcas em
diversas fases da gestacdo por meio de uma analise longitudinal, desde o dia da inoculacao
experimental do BVDV-2 até o dia do parto, a fim de trazer informagdes sobre a replicacéo

viral nas porcas, resposta imune humoral e a infeccéo transplacentaria.

Material e métodos

Delineamento experimental

Este estudo foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal/SP, em parceria com o Instituto Bioldgico de So Paulo. Este estudo foi composto
por 12 porcas divididas em cinco grupos que foram inoculadas experimentalmente com a
estirpe BVDV-2 (VS-253), sendo os animais avaliados diariamente e a mensuracdo da
temperatura realizada a cada trés dias. O primeiro grupo (GO; n=2) foi inoculado 30 dias antes
da inseminacdo; o segundo grupo (G1, n=2) inoculado no 30° dia ap6s a inseminacao
(primeiro terco da gestacdo), o terceiro grupo (G2, n=3) inoculado no 60° dia (segundo terco
da gestacéo), o quarto grupo (G3; n=3) inoculado no 90° dia, no terceiro terco da gestacdo e o

quinto grupo (G4; n=2) foi o grupo controle. No dia do parto, 40% dos neonatos de cada
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marrd foram eutanasiados, incluindo os natimortos e mumificados, sem ingestédo do colostro

(Figura 1).

Exame fisico e Diagnostico diferencial

As marrds Naive foram vermifugadas, inseminadas e vacinadas contra Erisipela,
Parvovirose, e Leptospirose, e mensururada a temperatura a cada trés dias. Foram feitos
exames iniciais para 0 BVDV por meio da técnica da virusneutralizacdo (VN) e para
Leptospirose por meio do teste de Aglutinagdo Microscopica para uso como controle, e

analises diferenciais para Circovirose e Parvovirose em casos de abortamentos.

Amostras

As amostras colhidas das porcas foram sangue, soro sanguineo e suabe nasal a cada 3
dias, e a placenta no dia do parto; enquanto que nos leitdes foram colhidas amostras de sangue
e tecidos (cérebro, rim, pulmdo, timo, tonsila, intestino delgado, baco, figado, linfonodo
mesentérico). O sangue das marras foi colhido pela puncgéo da veia jugular, com agulha 40 x
1,2mm, e colocado em tubo estéril, com EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) para
obtencdo do sangue total. As amostras de soro foram colocadas em tubos sem EDTA e
armazenadas a -20°C. Os suabes nasais foram coletados e suspensos em 300 pL de solucao
meio essencial minimo (E-MEM) (LGC Biotechnology, Cotia, Sdo Paulo). As amostras de
sangue, placenta, suabe nasal e tecidos foram armazenadas em microtubos livre de DNAse e

RNAse, que foram imersos em nitrogénio e apds armazenadas em temperatura -80°C.
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Preparo e administragdo do in6culo

O indculo foi composto pela estirpe VS253 do BVDV-2 (CP), isolado na década de
90, gentilmente cedido pelo Dr. Eduardo Flores, Setor de Virologia, Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva, UFSM, Santa Maria, RS, originado da “University of
Nebraska at Lincon” EUA, Dr. Rubens Donis. Apos ser descongelado a 37°C, 15 ml do
indculo de BVDV-2 (VS253) 62 MDBK (Mardin-Darby Bovine Kidney) com o titulo
10> TCIDso/mL, foram administrados as marras, sendo 5ml instilados em cada narina (apds
escarificacdo) e 5ml administrados pela via oral segundo o método de [20]. O indculo do
BVDV genotipo 2 foi utilizado neste estudo baseado em estudos que descrevem a capacidade
do virus infectar suinos afim de justificar a necessidade de avaliar a infec¢do durante as fases
da gestacdo suina e comparar com estudos com inoculagdo experimental com o BVDV-1 [16,

21].

Hemograma

Foram realizadas as contagens de hemacias, leucdcitos e plaquetas e determinado o
teor de hemoglobina, volume globular e indices hematimétricos: volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) em aparelho automatico (pocH-100iV Diff, Sysmex, Roche Diagndstica,
Brasil). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada a partir do esfregaco sanguineo
corados pelo método de Rosenfeld modificado [22]. Os animais foram avaliados no dia 0, 3,

6, 12, 18, 24, 27, 36 apos a inoculacdo experimental.
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Técnica de virusneutralizagdo

O soro sanguineo testado foi submetido a dilui¢bes sucessivas iniciando-se em 1:10
até 1:5120, sendo consideradas positivas as amostras que apresentaram neutralizacdo total das
100 TCID50 em uma concentra¢do acima de 1:10 conforme preconizado pelo “Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines of Terrestrial Animals” com modificacfes[23]. Para a
realizacdo do teste foram utilizadas células epiteliais de rim bovino da linhagem Madin-Darby
Bovine Kidney (MDBK) e como virus padrdo o BVDV-2 (VS-253). Os titulos de anticorpos
foram expressos como a reciproca da maior diluicdo em que foi verificada a neutralizacéo

viral, e o titulo final foi resultante da média geométrica das duplicatas.

Extracdo do RNA viral

Os acidos nucleicos totais foram extraidos de todos os sangues das porcas usando o
RiboPure™ RNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific) em um sistema automatizado de
extracdo de &cido nucleico de acordo com as instrucbes do fabricante. A extracdo do RNA
viral dos tecidos, suabe nasal e aliquotas de solucdo estoque do BVDV foram feitas
empregando-se o Trizol (ThermoFisher Scientific) seguindo as recomendacdes do fabricante.
A purificacdo do RNA extraido foi analisada por meio do espectrofotémetro (Nanodrop) para
avaliar as qualidades das amostras, 260/280 e 260/230 em combinacdo com qualidade

espectral global.

Deteccdo do genoma BVDV-2 por qRT-PCR e perfil térmico
Todos os extratos de RNA foram testados quanto a presenca de RNA para 0 BVDV

por uma PCR quantitativa em tempo real. Utilizou-se o equipamento Applied Biosystems®


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjyl8nxieXXAhVEEJAKHW_lC6MQFggoMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2F15596026&usg=AOvVaw37zq7_24XKIyyatnvDPKXv
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjyl8nxieXXAhVEEJAKHW_lC6MQFggoMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2F15596026&usg=AOvVaw37zq7_24XKIyyatnvDPKXv
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7500 Real-Time, e o perfil térmico da RT-qPCR foi segundo as recomendacdes do fabricante

do VetMAX™- Gold BVDV Detection Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

Elaboracéo da curva de calibragdo

A garantia de qualidade da reagdo foi realizada a partir do ciclo de threshold (Ct)
analisado pelo software do Applied Biosystems 7500 Real-Time fast. Os limites de deteccéo
da RT-gPCR foram determinados como a Gltima diluicdo do controle de RNA do virus que
apresentou curva no grafico da reacdo. O ponto de corte foi estabelecido quando o Ct > 38.
Esta curva foi elaborada a fim de relacionar os valores de Ct com a quantidade de virus,

conforme foi realizado no trabalho descrito por [24].

Histolopatologia

SeccOes de tecidos (cérebro, timo, pulmao, rim, linfonodo mesentérico, intestino
delgado, tonsila, figado e bago) dos leitdes nascidos dos GO, G1, G2, G3 e G4, coletados
durante a necropsia foram cortados em fragmentos de 2 mm, colocados em formol 10%,
depois em alcool 70%, e apds fixadas em formalina e incluidas em parafina e os cortes foram

corados por hematoxilina-eosina (HE) e examinados em microscopio optico.

Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados da VN foi feita usando o teste de Scott-Knott e foi
detectado o efeito do tempo relacionado com o grupo, tal dado estatistico calculou o inverso
da diluicdo, transformado na base log, calculando a area média sobre a curva de cada animal,
e também foi feita a analise de variancia com o titulo maximo de cada grupo. Os dados do

hemograma, leucograma e plaguetograma foram analisados estatisticamente pelo método
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descrito por Brunner e Langer [25] para observacGes longitudinais, utilizando o pacote

“nparLD” do software R [26].

Resultados

Avaliacdo fisica

A temperatura das marrds se manteve dentro dos padrfes normais durante todo o
experimento, somente a porca 323 demonstrou uma temperatura igual a 39°C no dia do
aborto. Apoés a inoculacdo oronasal com o BVDV-2, a porca do GO (323) sofreu abortamento
com 60 dias de gestacdo (feto com 12 cm), e G2 (364) retornou o cio com 42 dias apos a

inseminacéo.

Hemograma

Houve diferenca significativa na contagem de plaquetas entre os grupos (p=0,04) e o
tempo (p=0,05) apos a inocula¢do; mas com relacdo a contagem de leucdcitos totais, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos e o tempo (dias). Com relacdo a avaliacdo das
plaquetas, duas porcas do grupo G2 (364, 729) que foram inoculadas com 60 dias
apresentaram uma trombocitopenia 36 dias apos serem inoculadas com o BVDV-2, e uma
porca do GO (392) apresentou trombocitopenia 24 dias apds a infeccdo. Os resultados do
hematocrito apresentaram diferenca significativa entre os grupos somente em decorréncia do
tempo (p=0,02), os valores de hemoglobina e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média permaneceram normais. As porcas do G1 (355) e G2 (729) apresentaram valores de
eritrécito e hematdcrito abaixo dos valores normais 36 dias ap0s a inoculagdo, mas 0s outros

animais se mantiveram com 0s niveis normais todos os dias. Com relacdo ao aumento de
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linfocito, seis animais apresentaram uma leve linfocitose entre 3 e 6 dias ap0s a inoculagéo e
logo apds as células retornaram a normalidade. Houve diferenca significativa entre os grupos
G0, G1 e G2 com relacdo a contagem de neutréfilo segmentado (p=0,02) quando foi avaliado
0 tempo, pois dois animais apresentaram um aumento na contagem de neutrofilo segmentado
no 24°, 27°, 36° dia ap0s a inoculacdo. N&o constatou-se a presenca de baséfilos, neutréfilos e

bastonetes, e 0 nimero de mondcitos e eosinofilos se mantiveram dentro dos padrdes normais.

Titulos de anticorpos virusneutralizantes

Anticorpos neutralizantes anti-BVDV foram detectadas nas porcas em todos 0s grupos
inoculados experimentalmente, exceto nos grupos controle (G4) e G3. As porcas do grupo
GO, G1 e G2 soroconverteram, no minimo 12 dias e no maximo 33 dias apos inoculacdo,
sendo que o os titulos variaram entre 10 a 160 (Tabela 1). Houve diferenca significativa entre
os titulos de anticorpos anti-BVDV na analise do algoritimo de Scott-Knott entre os
agrupamentos GO e G1 e entre GO e G2, porém ndo houve diferenca significativa entre G1 e
G2. Além disso, a andlise de variancia utilizando o titulo maximo atingido em cada grupo
obteve p=0,02, determinando diferenca significativa entre os titulos maximos de anticorpos
anti-BVDV-2 das porcas entre 0s grupos que soroconverteram (GO, G1 e G2) (Figura 2). Nédo
houve respostas de anticorpos anti-BVDV no soro dos leitdes avaliados nascidos das porcas

de todos os grupos infectados e controle.



30

Tabela 1 Awvaliagcdo sorologica pela técnica de virusneutralizacdo ap6s a inoculagdo

experimental com o0 BVDV-2 (VS253) em porcas com -30 (GO0), 30 (G1), 60 (G2), 90 (G3)

dias de gestacdo e controle (G4) a cada trés dias até o dia do parto (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18,

21,24, 30, 33, 36, 45, 57, 60, 63).

Grupo Dia

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 57 60 63
323 (G0) - - - - 10 10 10 10 20 40 20 20 20 80 160 160 80
392 (G0) - - - - 10 10 10 10 10 10 10 20 20 80 40 80
427 (G1) - - - - 10 10 10 10 10 20 10 10 20 40 40 10
355 (G1) - - - - - - - - 20 - 10 10 20 10 40 20
1386 (G2) - 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 P
364 (G2) - 10 10 - 10 - 10 20 10 20 10 20 10 -
729 (G2) - 10 - 10 - 10 10 20 10 20 10 10 P
348 (G3) - - - - P
365 (G3) - - - - P
365 (G3) - - - - P
301 (G4) - - - - - e P
347(G4H - - - - - - - - e e P
(-) Auséncia de titulos, (P) Parto.

Geracdo de Curvas de Calibracdo na gRT-PCR e Quantificacdo do BVDV

Curvas de calibracdo foram geradas por quantidades definidas da suspensdo viral
inicial do BVDV estirpe VS253 em MEM com 10°%°TCID50 e suas diluicdes nas amostras,
10>%TCID50, 10**TCID50, 10**TCID50, 10***TCID50, 10"*TCID50. As curvas de
calibracdo foram construidas por plotagem obtidas dos valores de Cq sobre titulos de BVDV

infeccioso nas amostras da diluicdo seriada e cada amostra foi medida em duplicata (Tabela

2).
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Tabela 2 Relacdo entre as dilui¢bes virais da estirpe (VS-253) determinada através do RT-

gPCR com a suspensdo viral inicial e suas dilui¢des seriadas demonstrando as médias dos Cq.

TCID 50/m Cq
10°% 15.239
10>% 21.886
1085 26.304
10%% 29.700
10285 33.004
10185 34.746

Deteccdo do genoma do BVDV por RT-gPCR em porcas inoculadas experimentalmente
e leitbes

Um total de 452 amostras foram analisadas, sendo 130 suabes nasais das porcas, 150
sangue de porcas, 37 amostras de sangue de leitdes, 11 placentas, 124 tecidos de leitdes. Foi
detectado o RNA viral no sangue e no suabe das porcas, porém ndo foi detectado o RNA na
placenta, nem no sangue e tecidos dos leitdes por meio da técnica do RT-gPCR. A viremia no
sangue foi detectada em quatro porcas (392, 427, 729, 348) pertencentes ao grupo GO, G1, G2
e G3 respectivamente, e a excrecdo viral no suabe nasal foi detectada em quatro porcas (323,
392, 355, 1386) pertencentes ao grupo GO, GO, G1 e G2 respectivamente, sendo demonstrado
0 numero de copias/ml de cada animal. A média e desvio padrdo dos valores de amostras de
sangue (Cq = 34,87 + 0,60) e suabe nasal (Cq = 34,61 = 0,87). O menor valor de Cq foi
encontrado em uma amostra de suabe nasal (Cq = 33,15) com aproximadamente 490
cépias/ml. Ocorreu uma viremia transitoria nas porcas entre trés e doze dias, e a excrecao
nasal entre seis e vinte quatro dias apos a inoculacdo viral, sendo que a quantificacdo viral

variou entre 107 a 490 cépias/ml (Tabela 3).
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Tabela 3 Quantificacdo viral (copias/ml) na gRT-PCR nas amostras de sangue e suabe nos

dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 apds a inoculacdo experimental com o BVDV-2 (VS253)

em porcas com -30 (GO0), 30 (G1), 60 (G2), 90 (G3) dias de gestacao e grupo controle (G4).

Dia
Grupo
3 6 9 12 15 18 21 24
323 (G0) ‘}?n‘:C("’\‘,’,‘;f
165 copias 174copias

392 (GO) N /ml (V) /ml (VE)
427 (G1) Zﬁfﬁ’{’,')as
355 (G1) 12m‘:°(°\‘,’,'55’
1386 (G2) 2 s
364 (G2) - - -

151 copias 275 copias
729 (G2) /ml (V) /ml (V) .
348 (G3) - ghtivs
365 (G3) -
365 (G3)
301 (G4)
347 (G4) .

(-) Auséncia de copias/ml.

Histopatologia
Né&o foram encontrados achados significativos no intestino delgado, pulmé&o, rim,

tonsila, figado, timo, baco, cérebro e linfonodo mesentérico.

Discusséo

O presente estudo avaliou os resultados da infeccdo pelo BVDV em porcas gestantes
apos a inoculacdo experimental com a estirpe BVDV-2 CP (VS253) pela via oronasal. As
marrds soroconverteram e suportaram a replicacdo do BVDV, pois foi detectado RNA viral
no sangue e na secrecdo nasal em porcas do GO, G1, G2 e G3 (Tabela 3), exceto o grupo
controle (G4), pois permaneceram soronegativas durante todo experimento. Todas as marras

infectadas seroconverteram entre 0 12° e o 33° dia ap6s a inoculagéo, exceto as porcas do
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grupo G3, pois foram inoculadas com 90 dias de gestacdo e pariram 23 dias ap0s a inoculacdo
(Tabela 1). A soroconversdo do GO foi, em média, com 20 dias, do G1, 27 dias e do G2, 12
dias, com média dos trés grupos de 20 dias, com titulos que variaram entre 10 a 160. Em um
outro estudo, com inoculacdo experimental do BVDV-1 em porcas inoculadas com 65 dias de
gestacdo, foi descrita a soroconversdo com 21 dias ap6s a inocula¢do com o BVDV-1, com
um titulo que variou entre 64 a 512 [16]. Esta diferenca pode ser justificada devido a
complexidade da biologia do BVDV e a sua resposta imunoldgica no hospedeiro, pois
possuem uma grande variabilidade antigénica entre os dois genoétipos (BVDV-1 e BVDV-2)
[27]. Foi feita a analise de variancia (Figura 2) usando o titulo maximo atingido em cada
animal, obtendo diferenca significativa entre os grupos comparados (p=0,02), pois o GO
obteve um titulo maximo de 160, sendo maior que 0 G1 que obteve um titulo maximo 40 e
G2 com um titulo méaximo 20.

O resultado do hemograma demonstrou que duas porcas do grupo G2 (364, 729) que
foram inoculadas com 60 dias apresentaram trombocitopenia 36 dias ap0s serem inoculadas
com o BVDV-2, e uma porca do GO (392) apresentou trombocitopenia 24 dias apds a
infeccdo. Resultado semelhante foi encontrado por [28], que inoculou BVDV-2 em suinos
com 6 semanas de idade, dos quais os animais desenvolveram uma leve leucopenia e
trombocitopenia. Algumas estirpes de BVDV-2 sdo altamente virulentas e produzem
trombocitopenia grave e hemorragia ou doenca das mucosas em bovinos [29, 30, 31]. Os
resultados sugerem que a infeccdo pelo BVDV pode estar associada a diminuicdo do niamero
de plaquetas conforme foi descrito por [29]. Neste estudo, foi observado um aumento dos
linfocitos nos primeiros dias pds-inoculacdo, que pode ser justificado por estarem em fase de
expansédo de linfocitos TCD8+, e a queda dos linfécitos ocorreu no 12° dia ap6s a inoculacdo,

contudo manteve-se dentro dos padrdes normais para a espécie suina.
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A infeccdo com BVDV em suinos geralmente ocorre sem sinais clinicos, permitindo
uma oportunidade para o virus espalhar sem detec¢do, porém em alguns casos, a infeccdo
natural de rebanhos suinos com pestivirus de ruminantes foi associada a problemas de
reproducdo, ma concepcdo, abortos e leitdes natimortos [11, 17]. Neste trabalho, foi
observado que uma porca de cada grupo gerou nascimento de leitdes natimortos, mas somente
uma porca dos grupos infectados experimentalmente (G3) pariu um feto mumificado, contudo
ndo foi detectado o RNA viral do BVDV nos neonatos, natimortos ou mumificado. Além
disso, anticorpo neutralizante para BVDV ndo foram detectado no soro sanguineo dos fetos
do grupo controle ou infectado que foram coletados sem a ingestdo do colostro. Uma porca do
G2 (364) retornou o cio apés 42 dias de gestacdo, porém ndo foi encontrado abortamentos e a
porca do GO (323) abortou um feto que foi negativo no diagndstico para Parvovirose,
Circovirose e BVDV.

O virus da diarreia viral bovina ndo foi detectado nos tecidos dos leitdes das marrés do
grupo controle (G4) e dos grupos infectados (GO, G1, G2 e G3) através da RT-gPCR. Os
resultados da histopatologia demonstraram que os leitbes neonatos ndao apresentaram lesdes
significativas demonstraram e também ndo foi possivel detectar a distribuicdo do BVDV nos
tecidos através da gRT-PCR A deteccdo do BVDV através da gRT-PCR foi possivel somente
nas amostras das marrds inoculadas experimentalmente e a curva de calibracdo a partir da
suspensdo viral inicial permitiu a estimativa da quantificacdo de virus quando relacionadas
aos Cq das amostras (Tabela 2). O namero de cdpias dos virus nas amostras de sangue e suabe
nasal das porcas, variou entre 107 cpias/ml a 490 copias/ml, sendo que a maior carga viral
foi quantificada no suabe nasal com 490 copias/ml porca 323 (G0), seis dias apds a
inoculacdo experimental (Tabela 3). A carga viral detectada nas porcas inoculadas

experimentalmente com a estirpe viral VS253 do BVDV-2 foi baixa (Cq < 35) quando
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comparada com a quantidade de suspensdo viral inicial inoculada de 10%%

copias/ml (Cg=
15.239), e com um outro trabalho onde foi analisada a deteccdo do pestivirus atipico suino
(APPV) em amostras de sémen de cachagos, com 2 x 10° cépias/ml e valores de Cq < 27
[32]. A deteccdo do RNA do BVDV no soro e sangue foi possivel em suinos que receberam
uma dose de 10° TCID50 a 10" TCID50 do BVDV-1, porém ndo pode ser detectado em
suinos que receberam o BVDV-2 [33]. Nosso estudo avaliou a inocula¢do de uma dose de
10°° TCID50/mL, e os animais desenvolveram uma viremia transitoria e excretaram o virus,
mas ndo houve evidéncias de transmissdo transplacentéria, pois a quantidade de virus
replicada nas porcas, ndo foi suficiente para causar uma transmissdo vertical. Em bovinos,
durante a infeccdo aguda, geralmente a viremia e excrecao viral séo transitorias e em baixos
titulos, mas mesmo assim podem resultar em transmisséo vertical [34]. Estudos publicados
anteriormente em suinos com o virus HoBi descreveram que 0S suinos soroconverteram para
o tipo HoBi-like, mas 0 RNA viral ndo foi detectado em amostras de suabe nasal [35, 36] e 0s
sinais clinicos ndo foram observados, obtendo baixo nivel de replicacdo do virus tipo HoBI,
porém concluiu-se que 0s suinos podem suportar a replicacdo deste virus [37]. Outros
trabalhos descreveram BVDV induzindo viremia com uma semana e soroconversdo com trés
semanas apoés a inoculacao experimental em suinos [18, 28, 38].

A inoculacdo experimental com o0 BVDV-2 CP (VS253) foi conduzida com sucesso,
os resultados demonstram que as porcas apresentaram uma viremia transitoria, pois foi
detectada em porcas de todos os grupos (GO, G1, G2, G3) que variou entre 3 dias e 12 dias, e
a excrecdo nasal foi detectada em porcas do grupo GO e G1 entre 6 e 24 dias apos a
inoculacdo viral. A infeccdo transplacentaria esta associada a diversos fatores como a escolha
da idade gestacional, na qual ocorre a infecgéo e a estirpe viral [16]. Neste trabalho, diferentes

fases gestacionais foram avaliadas com a infec¢do pelo BVDV -2, mesmo assim os resultados
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confirmam a ndo infeccédo pela via vertical em leitdes, concordando com os resultados de [16]
que estabelece que a infeccdo transplacentéaria em suinos ndo foi eficiente, pois o virus ndo se
multiplicou com grande intensidade nas porcas, porém discordam com o0s estudos que

demonstram a infecgéo transplacentaria [17, 18, 39].

Concluséo

Todas as porcas inoculadas com o BVDV-22 (estirpe VS 253 CP) demonstraram
soroconversdo. A deteccdo do RNA viral ocorreu em amostras de sangue e suabe nasal e
demonstrou um comportamento transitorio da infeccdo com uma carga viral baixa quando
comparada com a quantificacdo suspensao viral inicial. Nao houve evidéncias de infeccdo
transplacentaria nas porcas inoculadas experimentalmente com 30, 60 e 90 dias de gestacao,

pois ndo foi detectado anticorpos ou RNA viral nos leitdes nascidos das porcas infectadas.

Abreviaturas

BVDV: Virus da Diarreia Viral Bovina, BVD: Doencas das Fronteiras, CP: citopatogénico,
Ct: Threshold, G: Grupos, HE: hematoxilina-eosina, MBDK: Mardin-Darby Bovine Kidney,
MEM: meio essencial minimo, NCP: Nao citopatogénico, RNA: acido ribonucleico, TCID:
Median Tissue Culture Infectious Dose, VPSC: Virus da Peste Suina Classica, CEUA:

Comiss&o de Etica no uso de Animais, qRT-PCR: quantitative reverse transcription PCR.
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Colheita de sangue e suabe a cada 3 dias

GO || Inseminagdo G1 G2 G3 G4 Parto

D(-30) D(0) D(30) D(60) D(90) Controle Necropsia dos
neonatos
Colheitade

Inoculagao experimental com BVDV-2 (VS253) sangue e tecidos

Figural llustracdo esquematica com a programacdo de colheita das amostras desde a
inoculacdo do grupo de porcas até a eutanasia dos leitdes (D=dia; G = grupo), mostrando
quando cada grupo foi inoculado com o BVDV-2 (VS-253), 30 dias antes da inseminacao

(G0), e durante a gestacdo com 30 (G1), 60 (G2) e 90 (G3) dias.
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Figura 2 Andlise de variancia entre os grupos GO (1) titulo 160, G1(2) titulo 40 e G2 (3)

titulo 20, comparando o titulo maximo de anticorpo em cada grupo atraves do teste de

virusneutralizacéo.
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Calibration Curve
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diluicdes seriadas até 10® TCID50/ml. O quadrante preto indica os valores médios dos

valores de Ct das amostras.
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Capitulo 3 - Consideracdes finais

Os pestivirus sdo patdgenos altamente interessantes e economicamente
importantes de serem analisados e estudados, possuem uma caracteristica ligada
ao genoma por ser um RNA e de facil mutacdo. Nos ultimos anos, com a evolucao
dos testes moleculares, muitos trabalhos relacionados na &rea elucidaram
caracteristicas surpreendentes do virus e nocdo de interacdo com diferentes
hospedeiros. Apesar de toda evolugcdo da biologia molecular e investigacédo
detalhada de muitos aspectos relacionados aos pestivirus, muitos aspectos da
biologia ainda sdo obscuros, sendo uma &rea ampla para ser pesquisada,
principalmente com relagcdo as estruturas das proteinas pestivirais e seus
hospedeiros.

Neste trabalho, uma analise ampla sobre a atuacdo e o impacto do BVDV-2
em diferentes fases da gestacao suina foi investigada. As respostas imunes inatas e
adaptativas a infeccao pelo BVDV podem ser avaliadas pela idade fetal, estagio de
desenvolvimento imune que determina o resultado das infeccbes do feto, porém a
infeccdo transplacentaria na espécie suina com a estirpe VS-253 CP néao foi
possivel, pois a quantidade de carga viral detectada nas amostras de sangue e
suabe foram baixas quando comparadas com a carga viral inicialmente inoculada
em cada animal de 10%% TCID50.

Apesar da variedade de apresentacdes clinicas em bovinos, é sugerido que
as maiores perdas econdmicas em decorréncia da infeccdo pelo BVDV séo oriundas
dos problemas reprodutivos. Apesar de analisarmos diferentes tercos da fase de
gestacdo das porcas, independente do momento da inoculacdo experimental, a
estirpe viral ndo conseguiu atravessar a placenta que serviu como uma barreira de
protecdo. Contudo apos a inoculagédo experimental, o BVDV-2 conseguiu se replicar
nas porcas que foram capazes de excretar o virus, porém fica evidente que o BVDV-
2 em suinos néo foi capaz de provocar uma infeccdo exacerbada.

Por fim, foi esclarecida através do uso de técnicas mais sensiveis, a
replicacdo do BVDV nas porcas, sendo constatada a soroconversdo nos animais e o
maior titulo alcancado, fase de viremia, excre¢do viral e ndo transmissdo do virus

pela via transplacentaria, com isso a néo infec¢ao dos leitdes
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APENDICES

Apéndice A. valores de referéncias para o hemograma suino.

Parametros Valores
Hemécias (x10%/uL) 5-8
Hemoglobima (g/dL) 10-16
Hematocrito (%) 32-50
Volume Globular Médio (FI) 50-68
Hemoglobina Globular Média (Pg) 16-22
Concentracdo de Hemoglobina Globular Média 30-34
(g/dL)
Leucdcitos totais (x10%/uL) 11-22
Basofilos (%) 0-4
Eosinofilos (%) 0.5-11
Neutréfilo bastonete (%) 0-4
Neutréfilos segmentados (%) 28-47
Linfécitos (%) 32-62
Mondcitos (%) 2-10
Plaquetas (x10%/pL) 200-800

Fonte: Laboratorio de Patologia Clinica veterinaria — Hospital veterinario / Unesp —
Campus de Jaboticabal.



