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RESUMO

AZEREDO-LIMA, C. H. Estomatite Vesicular Alagoas: estudo da transmissio
entre tilapias niléticas (Oreochromis niloticus) experimentalmente inoculadas e
cobaios (Cavia porcellus) através da agua e desenvolvimento de um método de
diagnostico. [Vesicular Stomatitis Alagoas: study of the transmission between
experimentally inoculated nile tilapia (Oreochromis niloticus) and guinea pigs (Cavia
porcellus) through water and the development of a diagnosis method]. 2003. 98 f.
Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, 2003.

Diante da necessidade de responder algumas indagacdes relacionadas a
epidemiologia da Estomatite Vesicular, principalmente aquelas que dizem respeito a
ocorréncia de surtos em locais onde existem colegdes d’agua, foi desenvolvido um
modelo de transmiss&o do VSA utilizando a 4gua como via de transmisséo, a tilapia
nilética, inoculada intraperitonealmente, como fonte de infeccdo e o cobaio como
hospedeiro susceptivel. O objetivo da utilizacdo deste modelo biolégico de
transmisséo do Virus da Estomatite Vesicular foi de avaliar o papel desempenhado
pelos peixes no ciclo epidemiolégico, propor um modelo de ciclo epidemiolégico do
VSA, destacando o papel- da agua como via de transmissdo e padronizar uma
técnica de RT-PCR para a deteccdo do VSA, em amostra de tecidos. Através do
modelo desenvolvido, fica demonstrado que estes peixes eliminaram particulas virais
na agua, decorridos 13 dias pds-inoculacdo e que esta Ultima se caracteriza como
via de transmiss&o, possibilitando a infeccdo dos hospedeiros susceptiveis (cobaios)
através de inoculagGes experimentais em coxim plantar. A tilapia nildtica pode ser
considerada como uma fonte de infecgdo, por ser capaz de eliminar um agente
infeccioso no meio ambiente e através de uma via de transmissdo este agente

alcangou o hospedeiro susceptivel; os peixes podem ser inseridos no ciclo



epidemiologico da Estomatite Vesicular como fonte de infecgdo, sendo capazes de
eliminar na agua particulas virais infectantes, destacando o papel da agua como via
de transmiss&o; fica padronizada uma técnica de RT-PCR dirigida ao gene
codificador da proteina RNA-polimerase RNA—-dependente, Util para a deteccéo

direta do Virus da Estomatite Vesicular Alagoas e Indiana em amostras de tecidos.

Palavras-chaves: Rhabdoviridae. Estomatite vesicular animal. Transmissdo de

doengas. Epidemiologia. Tilapia.
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ABSTRACT

AZEREDO-LIMA, C. H. Vesicular Stomatitis Alagoas: study of the transmission
between experimentally inoculated nile tilapia (Oreochromis niloticus) and
guinea pigs (Cavia porcellus) through water and the development of a
diagnosis method. [Estomatite Vesicular Alagoas: estudo da transmisséo entre
tilapias nildticas (Oreochromis niloticus) experimentalmente inoculadas e cobaios
(Cavia porcellus) através da agua e desenvolvimento de um método de diagnostico].
2003. 98 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, 2003.

A model of transmission of Vesicular Stomatitis was developed to Vesicular
Stomatitis Alagoas (VSA) serotype employing water as a way of transmission, the
Nile tilapia intraperitoneal inoculated as a source of infection and guinea pigs as
susceptible hosts aiming to answer many questions concerning Vesicular Estomatitis
epidemiology, as the risk of disease on farms with close relationship with riverine
areas and the role of fishes in the epidemiological cycle of the disease.
Furthermore, a RT-PCR assay was developed to detect VSA in tissue samples.
According to the experimental transmission, fishes eliminated virus into the water
after 13 days pos-infection and a model to VSA epidemiological cycle is proposed in
which water was characterized as a way of transmission, carrying the virus to the
susceptible host through experimental inoculation and the Nile tilapia should be
thought as a source of infection, once it was able to eliminate the infective agent into
the environment. A useful tool to the diagnosis of both Indiana and Alagoas

serotypes was developed.

Key words: Rhabdoviridae. Vesicular Stomatitis. Disease Transmission.

Epidemiology. Tilapia.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

apud= citado por

%= porcento

j1g= micrograma

pl= microlitro

°C= graus Celsius

CEDAE = Companhia Estadual de Agua e Esgoto, Rio de Janeiro
CO,= gas carbonico

DEPC = dietil-piro-carbonato

DNACc = acido desoxirribonucléico complementar
et al.= e colaboradores

ELISA= enzyme-linked immunosorbent assay
g= aceleragdo da gravidade terrestre (9,8 m/s%)
M= molar

mA= miliamper

MEM=minimum essential medium
mg=miligrama

ml= mililitro

mm= milimetro

mM= milimolar

pM= picomolar

N= normal

nm= nandmetro

p/v=peso/volume

pH= concentragdo de hidrogénio idnico
q.s.p.= quantidade suficiente para

RNA= acido ribonucléico

SDS= dodecilsulfato de sodio

TEMED= tetrametiletilenodiamina

TRIS= hidroximetil-aminometano
v/v=volume/volume

VS= Estomatite vesicular



VSV= Virus da Estomatite Vesicular

VSA= Virus da Estomatite Vesicular Alagoas
VSV-Ind= Virus da Estomatite Vesicular Indiana
VSV-NJ= Virus da Estomatite Vesicular New Jersy

TCIDso= Tissue culture infectious dose

Observagdo: Em funcgdo do uso consagrado na literatura técnica, algumas abreviaturas utilizadas seguem as

iniciais da sua grafia no idioma inglés.
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1 INTRODUGAO

O‘ presente trabalho resultou da necessidade de preencher lacunas e
esclarecer alguns aspectos obscuros da epidemiologia do VSV, considerando a
frequiente ocorréncia de surtos em locais onde existem colecoes naturais de agua.

Neste sentido, realizou-se uma revisdo da literatura com énfase na
epizootiologia da doenga, considerando-se os fatores predisponentes e inibitérios
para o desenvolvimento de um surto. Mediante um modelo de transmissao, atraves
de inoculagdes experimentais, investigou-se o possivel envolvimento de peixes
desempenhando o papel de fonte de infecgdo do virus da Estomatite Vesicular
Alagoas, utilizando-se a 4gua como via de transmiss&o aos animais susceptiveis.

Além disso, foi desenvolvido um método diagnoéstico utilizando-se a reagao de
RT-PCR, o qual contribuira para a avaliagdo da ocorréncia de VSV em animais de
producdo, passo este fundamental no delineamento de medidas profilaticas relativas

a doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo de literatura abordou a classificacdo, morfologia, constituicao
genbmica do VSV, relagdo entre os sorotipos, manifestagdes clinicas e
epidemiologia, com énfase em temas relacionados a distribuicdo geografica, animais

silvestres, soroprevaléncia, periodo de ocorréncia e transmissao.

2.1 CLASSIFICACAO

O VSV pertence ao género Vesiculovirus, da familia Rhabdoviridae, da ordem
Mononegavirales. Esta familia € dividida em dois géneros, os Vesiculovirus e os
Lyssavirus. Os virus da familia Rhabdoviridae sao conhecidos por infectarem
diversos vertebrados, invertebrados e plantas (BISHOP, 1979; MURPHY et al.,
1995).

O género Vesiculovirus é dividido em dois grandes grupos antigenicamente
distintos: o grupo da Estomatite Vesicular New Jersey (VSV-NJ), com um unico
representante, e o grupo da Estomatite Vesicular Indiana sendo (VSV-Ind) composto
pelos virus Estomatite Vesicular Indiana, Cocal e Estomatite Vesicular Alagoas
(VSA) (MURPHY, et al., 1995; NOZAWA; ANDRADE, 1978; RODRIGUEZ, et al.,
2000).
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2.2 MORFOLOGIA

Todos os membros do grupo do VSV sdo morfologicamente idénticos e
possuem formato semelhante a de um projétil, possuem comprimento em torno de
175 nm e 65 nm de largura, com nucleocapsideo helicoidal e presenga de
peplomeros medindo 10 nm de comprimento (BISHOP, 1979; COHEN.; LENOIR,
1974).

2.3 GENOMA

O genoma do virus possui uma unica fita de RNA de polaridade negativa, com
aproximadamente 11000 bases, que codifica cinco proteinas: o nucleocapsideo (N),
fosforoproteina (P), matrix (M), glicoproteina (G) e a polimerase (L) (SCHUBERT et
al., 1982; SCHUBERT; HARMISON; MEIER, 1984). A sequéncia de nucleotideos
das proteinas P e G tem sido utilizada para analises filogenéticas (BILSEL et al.,
1990; BILSEL; NICHOL, 1990).

O genoma é transcrito por uma enzima denominada RNA-polimerase RNA-
dependente e é promovida por uma sequéncia de RNA lider nao sistronicos, de 47
nucleotideos, gerando mRNAs capped. O RNA viral é traduzido pelo maquinario

celular para produzir as cinco proteinas estruturais supracitadas - N, P, M, Ge L
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(SPIROPOULOU; NICHOL, 1993). No interior da célula do hospedeiro, o virus a
partir da fita de RNA negativa produz uma nova copia no sentido positivo da fita de
RNA, a qual serve como alvo para a sintese do genoma de sentido negativo (LUK et
al., 1987). A estrutura do nucleocapsideo contém duas outras proteinas, a
fosforoproteina (P) e a polimerase ou grande proteina (L) (BANERJEE, 1987). O
gene da polimerase (L) é essencial para a replicacdo e raramente esta ausente em
particulas defectivas. O gene da nucleoproteina (N) produzido durante a replicagéo
possui regides subgendmicas bastante abundantes durante a transcricéo do RNA. A
glicoproteina (G) forma os peplémeros no envelope viral, o qual interage com o
receptor viral presente na superficie da célula susceptivel e fornece o acesso de
reagdo com os anticorpos neutralizantes. A proteina da matriz (M) se associa
intimamente ao conjunto da superficie do envoltdrio, ligando a proteina G a estrutura
do nucleocapsideo durante o processo de montagem e brotamento (BARRERA;

LETCHWORTH, 1996; BRICKER, et al.,1987; MANCARELLA; LENARD, 1981).

2.4 RELACAO ENTRE OS SOROTIPOS

Nozawa e Andrade (1978) realizaram um estudo no sentido de verificar o
comportamento sorologico dos VSV (New Jersey, Indiana, Cocal e Alagoas) e
observaram que ndo ha reag&o cruzada entre os VSV no teste de soroneutralizagao.
Os resultados obtidos sugerem entretanto, a existéncia de um subgrupo, dentro do

grupo VSV, constituido pelas amostras Indiana, Cocal e Alagoas.
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2.5 MANIFESTACOES CLINICAS

A manifestacdo clinica em equinos, bovinos e suinos €& caracterizada por
vesiculas extensas e lesdes erosivas, frequentemente acompanhadas por
acometimentos das regides da mucosa oral, superficie ou margem da lingua, labios,
focinho, banda coronaria, espaco interdigital, tetas, prepucio e vulvas. Alguns
animais podem apresentar ainda conjuntivite e alteragbes na mucosa nasal, bem
como no es6fago e no rumen. As lesdes iniciam-se como pequenas papulas que
aumentam de tamanho e coalescem, evoluindo para vesiculas. Estas por sua vez
ulceram deixando areas desnudas da mucosa com fragmento de epitélio aderido a
borda. As vesiculas contém liquido claro a citrino (ANDRADE, 1974, ANDRADE et
al.,, 1980; COTTON, 1926; STRORZZI; RAMOS-SACO, 1953).

A superficie das vesiculas é facilmente destacavel durante o exame clinico,
mastigacdo ou atrito contra superficies, deixando assim, extravasar o conteudo
liquido rico em material infectante (SANTOS, 1986; THOMSON, 1990).

As lesdes localizam-se principalmente nas mucosas, iniciando-se por um
edema intracelular, resultando em uma degeneragdo hidrépica vacuolar.- Esta
degeneracdo ocorre no stratum spinosum. As células acometidas por esta
degeneracgao apresentam-se tumefeitas e citoplasma aumentado de tamanho, com
contetido eosinofilico e ntcleo picnotico. Associado as alteragdes celulares ocorre a
formacdo de infiltrado leucocitario perivascular, podendo, também ser observada
. hemorragia. Apo6s a lise celular, o liquido extravasado acumula-se nos espagos

entre as células produzindo o edema intercelular. O virus se replica abaixo do
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estrato granuloso, produzindo um acumulo de liquido (SANTOS, 1986; THOMSON,
1990).

O liquido fica retido abaixo dos estratos granuloso, ltcido e cérneo, utilizando-
os como se fosse uma abdbada para a vesicula. As unides dessas areas de lesdes
foomam as vesiculas que, quando se rompem, ddo origem as Ulceras.
Posteriormente, estas areas, sofrerem um revestimento fibrinopurulento

superficialmente e a proliferagdo de tecido granuloso na base (SANTOS, 1986;

THOMSON, 1990).

2.6 EPIDEMIOLOGIA

Johnson, Tesh e Peralta (1969) iniciaram o trabalho afirmando que estariam
longe de desvendar como o VSV é transmitido aos animais domésticos e como o
agente sobrevive entre as epizootias. Em 1981, Andrade et al. se ressentiam da falta
de literatura nacional e de atividade de pesquisa com relagdo ao carater zoondtico,
e estudos a respeito dos possiveis hospedeiros do VSA.

A ecologia do VSV é pouco conhecida e apresenta muitos aspectos obscuros
a serem elucidados com relagdo ao ciclo basico da infec¢do. S&o numerosas as
interrogacdes sobre onde e como o virus se mantém na natureza, como se transmite
de um animal para outro e como este se introduz em rebanhos livres desta
enfermidade (ACHA; SZYFRES, 1986).

Em um estudo prospectivo, tipo caso controle, que objetivava de descobrir os

riscos ecoldgicos relacionado aos casos clinicos de VS, Van-Leeuwen, Rodriguez e
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Waltner-Toews (1995) relataram que muitas caracteristicas da epidemiologia ainda
permaneciam incertas, tais como: porque os animais de algumas propriedades eram
afetados e de outras propriedades ndo? Quais os fatores que estariam contribuindo
para a manutengao do virus entre os periodos de surtos?

O mecanismo pelo qual o VSV persiste na natureza ainda é desconhecido.
Atraves das seqliéncias génicas de VSV isolados nos ultimos 40 anos demonstrou-
se que o VSV-NJ pode permanecer estavel em um foco enzodtico, onde este
proporciona uma lenta alteragdo genotipica e um provavel afastamento da pressdo
seletiva do sistema imunolégico dos mamiferos. Somente seis aminodacidos
diferenciam a proteina G de amostras isoladas em 1952 das, de um foco enzoético
de VSV-NJ na Gedrgia, EUA, de 1983 (BARRERA; LETCHWORTH 1996; NICHOL;
ROWE; FITCH, 1989).

O ciclo do VSV existem evidéncias de que insetos carreiam o virus em areas
endémicas e sdo capazes de infectar animais domésticos e de laboratdrio e,
possivelmente, humanos (RODRIGUEZ, 2002).

Associando os dados epidemioldgicos e a distribuicdo geogréfica dos surtos
dos ultimos 30 anos ocorridos na América do Norte e Central, pode ser observado
que cada ciclo de atividade do VSV estava associado com uma linhagem distinta de
virus. A pequena quantidade de VSV-Ind disponivel para a andlise reflete o fato de
que este sorotipo causa minoria dos surtos. (RODRIGUEZ; FITCH; NICHOL, 1996).

A topologia da arvores filogenéticas para os dois sorotipos demonstram uma
forte associagdo entre a origem e a posicdo. Todos os virus do México e Estados
Unidos est&o agrupados em uma chave separada, em que cada sorotipo demonstra
que estes virus compartilham um préximo ancestral comum. Todavia, distintas

linhagens genéticas tém sido associadas com diferentes zonas ecoldgicas
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enzodticas da Costa Rica e Panama&, sugerindo uma adaptagdo do virus as
condicbes especificas dessas areas (RODRIGUEZ; FITCH; NICHOL, 1996).

As observacdes de que a VS aparentemente persiste no Oeste dos Estados
Unidos por cerca de um a dois anos, permite inferir que a VS seja enzodtica nesta
area. No Qeste dos Estados Unidos, a VS ocorre de forma esporadica, observada
por prevaléncia de anticorpos em rebanhos e humanos, sendo baixa em animais
selvagens. O isolamento viral a partir de vetores é restrito ao periodo de ocorréncia
de sua forma clinica de VS (REIF; WEBB; MONATH, 1987; WALTON,; WEBSB,;
FRANCY, 1983; WEBB et al., 1987a,b).

Sabe-se que as condigbes ecoldgicas, mais que origem geografica ou selegéo
imunoldgica, parecem ser os principais fatores que influenciam na evolugéo do VSV
em regides endémicas. Andlises filogenéticas de amostras VSV-NJ originarias de
diferentes areas da América Central demonstraram que virus de mesma linhagem
foram oriundos de areas com caracteristicas ecolégicas semelhantes (RODRIGUES;
FITCH; NICHOL,1996).

Os padrées de evolugdo do VSV sob condigbes naturais sugerem, entre
outras caracteristicas, uma associagdo de linhagens genéticas com determinadas
regides geogréaficas, podendo-se dividir em dois grandes grupos: um para o Meéxico e
Estados Unidos e outro para a América Central. Em regides endémicas, as mesmas
linhagens genéticas foram mantidas por longos periodos de tempo, mas continuam
desconhecidas as forgas que dirigem a evolugdo do VSV (RODRIGUEZ, 2002).

Na Colémbia, a VS tem sido diagnosticada nos ultimos anos com maior
freqiéncia do que a febre aftosa. Indicando que seu impacto econémico pode ser
maior, uma vez que a febre aftosa esta sob controle oficial no pais (VILLALOBOS;

BARRERA,; VILLAMIL, 2001).
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2.6.1 Teorias que envolvem a transmissao

Desde os primeiros surtos da VS, diversas teorias de transmisséo vém sendo
propostas e amplamente discutidas e questionadas quanto as suas validades.
Dentre elas, foi proposto que o VSV-Ind fosse considerado basicamente um virus de
planta com a presenga de dois envelopes e, quando 0s fleb6tomos, ou outros
insetos, infectavam-se a partir da planta, o virus perderia o segundo envelope e se
tornaria infeccioso para os vertebrados. (JOHNSON; TESH; PERALTA, 1969). Existe
a teoria da transmiss&o por artrépodes teve como base em trés aspectos que
apontariam a possivel transmissdo por vetor: a ocorréncia sazonal, as limitacbes
ecolégicas e a velocidade e o modo de disseminagao (HANSON, 1952).

O VSV foi isolado de diversos dipteros, (Culicoides variipennis, Simuliidae
spp., Chloropidae spp., Anthomiyiidae spp., Musca domestica e M. autummalis),
entretanto, ainda nao foi identificado se estes insetos podem desempenhar o papel
de vetor bioldgico e contribuir para a disseminacédo da doenga (WALTON; WEBB;
FRANCY, 1983).

Durante o surto de VS ocorrido no oeste dos EUA nos anos de 1982 e 1983,
Kramer et al. (1990) analisaram 120422 amostras de insetos e isolaram 106
amostras positivas, sendo quatro relacionadas com o VSV-NJ.

Corn et al. (1990), descreveram que o periodo onde foi isolado o virus da
VSV-NJ de Lutzomyia shannoni precedeu a deteccao de lesbes vesiculares, mas

correspondeu ao periodo de soroconversdo em porcos selvagens da llha de



33

Ossabaw, Geodrgia. Foi também relatada a replicagdo e a transmiss&o da Estomatite
Vesicular New Jersey por Lutzomyia shannoni. Foi demonstrado, em condigbes de
laboratério, que a L. shannoni, pode se comportar cComo vetor bioldgico. Além disso,
o isolamento VSV-NJ a partir de um macho dessa mesma espécie na llha de
Ossabaw é bastante sugestivo de que pode ocorrer a manutenc¢do do virus por
transmisso vertical (COMER et al., 1990; SCHIMIDTMANN et al., 1999).

Cupp et al. (1992), infectaram moscas negras (Simulium vittatum) pelas vias
intraperitoneal e oral, recuperando o virus na saliva entre 9 e 10 dias pos inoculagao.
Com esta evidéncia experimental, sugeriram que a mosca negra pode participar na
epizootiologia da transmissdo do VSV-NJ, sendo este o primeiro exemplo de
transmissao biolégica de um arbovirus por um membro da familia Simuliidae.

Segundo  Schimidtmann et al. (1999), outras trés caracteristicas
epizootioldgicas suportam a teoria da transmissdo por insetos: 0S surtos s&o
sazonais movendo-se do Sul para o Norte durante os meses do verao e terminando
no inverno (EUA), coincidindo com 0S meses guentes que promovem maior atividade
de insetos; os animais pastando proximos aos rios sdo geralmente os que
apresentam maior risco de exposicdo: o VSV-NJ tem sido isolado de diferentes tipos
de dipteros, incluindo espécies conhecidamente vetores de outros arbovirus.

Considerar-se também a transmissao por fatores multivariados estudados por
Stallknecht (2000) na llha de Ossabaw, Georgia, onde foi sugerido que ocorréncia
entre os porcos selvagens provavelmente envolva diferentes formas. Foi verificado,
também, nestes estudos que a infecgdo pode ocorrer nos animais por. contato,
vetores mecanicos, inoculagoes intranasal e intradérmica. Estas ultimas formas

podem também representar as mais importantes vias de transmissao depois que O
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virus foi introduzido na populagdo de animais domésticos (STALLKNECHT et al,,
2001).

Dentre as vias descritas , a transmiss&o por contato de VSV-NJ n&o resulta
em um longo periodo de manuteng&o viral nas populagdes de animais domesticos.
Contudo, isso pode representar a maior via de transmiss&o depois que o virus foi
introduzido no rebanho. Esta transmissdo, especialmente nos casos clinicos,
também, pode servir como amplificador do virus, favorecendo a disseminagao por
vetores mecanicos. Isto pode representar uma importante situagdo na qual uma
subsequente transmissao viral por via de co-alimentacdo para uma populagéo de
insetos (STALLKNECHT et al., 2001).

A utilizacgdo de diversas vias de transmissdo vem sendo estudada por
diferentes pesquisadores no intuito de desvendar a epidemiologia da VS. Baseado
na distribuicdo da ocorréncia e fatores restritivos da Estomatite Vesicular e
utilizando-se a 4gua como uma das principais vias de transmissao e peixes como um
possivel hospedeiro susceptivel, Azeredo-Lima et al. (1998) realizou um estudo
através da inoculagdo intraperitoneal e por imersdo em suspens&o viral de VSA. Os
resultados demonstraram a presenga de alteragbes anatomopatoldgicas no tubo
digestivo da tilapia nildtica (Oreochromis niloticus) e que esta ainda, eliminava
particulas na agua, capazes de produzirem infecg@o nos peixes

O envolvimento da agua ja havia sido observado quando a enfermidade, em
algumas ocasides, é transmitida a cavalos sadios que utilizam o mesmo cocho de
agua dos enfermos (THEILER,' 1901 apud HANSON, 1952, p. 181).

A epidemiologia do VSV tem sido dificil de entender, e a transmiss@o nao

sisttmica pode ser importante no ciclo natural do virus. Considera-se transmissao

| THEILER, S. Eine contgidse Stomatitis de Pferds in Siid-Africa. Deut. Iterdrztl. Wochsch., v. 9, p.
131 - 132, 1991
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ndo sistémica quando um patdgeno é transmitido entre infectados e nao infectados
sem que o hospedeiro vertebrado apresente viremia. Este aspecto poderia explicar
a transmissdo em sistema onde é dificil de identificar o hospedeiro (LORD;
TABACHNICK, 2002).

Observando o espaco de tempo decorrido entre o término dos sinais clinicos

até o isolamento do virus, diversas teorias de persisténcia tém sido levantadas. O

VSV foi isolado de uma vaca, 21 dias apds a manifestacdo dos sinais clinicos,

indicando que o VSV esteve em fase de eclipse por um longo periodo apés a
inoculagdo (THURMOND et al., 1987). Através da utilizagdo de técnicas moleculares
de diagndstico em hamsters experimentalmente inoculados, foi detectada a
presenca de RNA genémico no cérebro, cerebelo, figado, vesicula biliar, rins e
pulmdes dois meses apos a inoculacdo, dez meses ap6s inoculagéo no cérebro e
cerebelo e, doze meses apds a inoculagdo no cérebro e medula (BARRERA,
LETCHWORTH, 1996).

Os animais podem estar sendo constantemente estimulados antigenicamente
pela livre circulagdo do VSV na natureza, através de artropodes, mamiferos
reservatorios e infeccdo persistente (RODRIGUEZ et al., 1990). Em um estudo
transeccional realizado na Costa Rica, foi observada a possibilidade da existéncia de
dois focos endémicos ativos em diferentes areas geograficas e climatolégicas e,
podendo com isto, existir dois modos diferentes de ciclo transmissédo (ATWILL et al,
1993).

O VSV pode estar sendo mantido em nichos ecologicos estaveis nas
Américas. Anualmente surtos de VS ocorrem dentro destes nichos e infectam uma
grande percentagem de espécies susceptiveis (ATWILL et al., 1993, LETCHWORTH

etal., 1999).
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Tem sido sugerido que o VSV pode ser mantido no Sudoeste dos Estados
Unidos, em um ciclo desconhecido, em animais selvagens ou como infecgéo
assintomatica persistente em animais domésticos. Essas evidéncias resultam de
levantamentos sorolégicos que detectaram infecgdes com a auséncia de
manifestagbes clinicas em animais domésticos ou selvagens durante anos em que
ndo houve a ocorréncia de animais com sintomas clinicamente detectaveis da VS
(MUNFORD et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2000; WEBB et al., 1987b)

Foi proposto a existéncia de dois cenarios para a transmissao do virus. Em
um deles, o VSV-NJ seria mantido entre os animais silvestres como um ciclo
enzodtico com periddicos surtos mediados por insetos vetores, que amplificariam o
virus e introduziriam nas espécies domésticas. No outro cenario, o virus estivesse
sendo introduzido periodicamente a partir do Sudoeste dos Estados Unidos,
ostensivamente vindo dos rebanhos mexicanos, seguidos por transmiss&o biologica
por insetos e mecanica (SCHIMIDTMANN et al.,, 1999 ).

Os dados filogenéticos, apresentados por Rodriguez et al., (2000), suportam
dois diferentes padrées de ocorréncia de VS, cada um associado a uma linhagem
genética distinta. Fundamentados nestes resultados os autores concluiram que, a
VS ocorre esporadicamente e ndo possui um ciclo estavel no Oeste dos Estados
Unidos ou no Norte do México. Estudos do ciclo natural do VSV em areas enzodticas
do México s3o necessarias para obter uma melhor compreensdo do mecanismo e
fatores que podem determinar a ressurgéncia desses virus nos Estados Unidos
(RODRIGUEZ et al., (2000). Ressaltam ainda que os animais domésticos, tais
como, bovinos e suinos sdo hospedeiros finais, dos quais nao retornariam o virus
para o seu ciclo natural. Esta observagdo foi sugerida devido ao fato de nao ter sido

demonstrada viremia em espécies domésticas, de se manterem-se estaveis em
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dreas endémicas naturais e de ndo sofrerem forte pressdo imunoldgica seletiva

(RODRIGUEZ, 2002).

2.6.2 Caracteristicas que afetam a transmissao

Juntamente com as primeiras descri¢es da ocorréncia de surtos de VS no
rebanho, diversas caracteristicas de sua aparicdo foram amplamente estudadas
objetivando o esclarecimento de seu ciclo epidemiolégico de modo que seja possivel
um controle efetivo na disseminagdo dessa enfermidade. Dentre as caracteristicas
descritas pelos diversos autores, podemos destacar os seguintes pontos:

« Com base nas peculiaridades dos surtos de VS foram estabelecidas relagdes
entre a doenca e certas estagdes do ano. Nos Estados Unidos, a enfermidade
esta limitada aos meses de julho a novembro quando comegam as primeiras
neves (HEINY, 1945).

o Observou-se também que existe uma relacdo entre zonas climaticas e a
frequiéncia de ocorréncia da doenga. A disseminacao da ’enfermidade desloca-se
por certos vales e ¢ muito rapida. No Colorado, a enfermidade repetidamente
ocorre ao longo de dois cursos de agua (HEINY, 1945).

Os pastos irrigados, rios e lagos s&o normalmente as regioes epizodticas e a
auséncia desses fatores na regido é limitante para a disseminagéo da VS (HANSON,
1952). Foi verificado que a evolugéo natural do VSV predominantemente resulta da
selecdo do virus pelos fatores ecologicos e ndo que um simples drift genético em

areas geograficamente separadas (RODRIGUEZ; FITCH; NICHOL, 1996). E
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observado que a VS segue cursos naturais de &gua, disseminando-se nas
propriedades ribeirinhas e posteriormente nas mais afastadas, infectando rebanhos
ao longo dos cursos d’agua. Os surtos normalmente ocorrem em pastos irrigados e
locais em que presenca de rios e lagos s&o comuns, em 0posicéo a ambientes em
que existe a predominancia de planicies abertas e areas aridas (HANSON, 1952).

Rodriguez, Fitch e Nichol (1996) apontaram a evidéncia de que,
principalmente, os fatores ecolégicos estéo presentes na evolucdo do VSV em areas
endémicas, mais do que as pressdes imunoldgicas. Os fatores ecoldgicos aparecem
como os mais importantes na identificacdo de quais propriedades estariam mais
vulneraveis a serem acometidas pela VS clinica, dentre eles destacando-se a maior
percentagem de uma determinada propriedade dentro de uma mata e a ocorréncia
de Lutizomia podendo estes fatores apresentarem-se isoladamente ou em conjunto
para a manifestagdo clinica da VS (VAN-LEEUWEN; RODRIGUEZ; WALTNER-
TOEWS, 1995).

Diferentemente de outros estudos que sugerem a exposi¢do ao pasto ou a
falta de abrigo como fatores de risco para a ocorréncia de VS, a associagdo com
pasto ou ao tipo de abrigo ndo foi detectada no ano de 1995, nem tampouco no
status sorolégico de 1996. Este resultado pode ter sido atribuido a falta de um
numero suficiente de propriedades controles incluidas no estudo (MUNFORD et al.,
1998).

Em uma andlise dos fatores de risco identificados para a ocorréncia da
manifestacdo clinica da VS, foi observado que alguns destes fatores considerados
importantes para outras enfermidades nao foram considerados significativos.
Contudo, a manutencdo de animais a uma distancia menor ou igual a quatrocentos

metros de uma fonte de agua corrente, o acesso ao pasto, a falta de abrigo € 0
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aumento na populacdo de insetos aumentam significativamente o risco do
desenvolvimento da doenca (HURD; MCCLUSKEY; MUMFORD, 1999).

Utilizando método de estudo epidemiolégico, o estudo de caso controle
realizado por McCLUSKEY et al., (2002) observaram que o0 grupo de animais com
maior risco de possuir titulos de anticorpos para VSV era aquele que, por premissa,
possuia acesso ao pasto, no qual o proprietério relatava aumento na populagéo de
insetos e onde os cavalos eram estabulados a menos de quatrocentos metros de
uma fonte de agua corrente.

Os locais de reproducgéo de artropodes vetores parecem ser mais importantes
na determinagdo de quais propriedades poderdo apresentar animais com VS clinica
do que a idade, lactacdo e condigbes do epitélio da teta. Estes Ultimos fatores estao
mais associados a determinagdo de qual individuo é mais susceptivel (VAN-
LEEUWEN: RODRIGUEZ; WALTNER-TOEW, 1995). O VSA, de forma semelhante
aos outros VSV, apresenta também restricbes geograficas (LOPEZ INZAURRALDE
et al., 1997).

O desenvolvimento do modelo epidemioldgico de paisagem relativo as
caracteristicas das regides onde ocorreram os surtos em 1995 (Novo México,
Colorado, Wyoming, Utah Texas e Arizona) nos EUA, com 329 casos € a utilizag&o
de dados baseados nas caracteristicas de vegetagdo, hidrografia e topografia
demonstraram que, para a regido do Rio Grande, 50,9% dos casos ocorreram
proximos a rios ou corregos, com disténcia media de 200 metros da fonte de agua,
para a regido de Cortez, 80,9% dos casos, tinham distancia média de 271 metros e
para a regido do Grand Juntion, 60,6% dos casos, a distancia média foi de 289

metros (MARONEY; FREIER, 1995).
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Estudos moleculares de filogenia, também, apontam uma grande relagao do
VSV com as caracteristicas ecoldgicas semelhantes de regides distintas. A
distribuicdo aleatoria das sequéncias das glicoproteinas entre as diversas amostras
de VSV-NJ isoladas podem sugerir que a presséo evolucionaria claramente é um
fator de pequeno peso na natureza. Um dos padroes evolutivos observados € a
dispersdo e adaptagdo a uma série de sucessivos nichos ecoldgicos (NICHOL,
ROWE; FITCH, 1993), todavia isto ndo sugere que este processo esteja ocorrendo
em hospedeiros vertebrados ou insetos vetores (BARRERA; LETCHWORTH, 1996).

Comparando-se os titulos de anticorpos para VSV-ind e VSV-NJ, de uma
mesma espécie animal, procedentes de areas endémicas, 0s titulos para VSV-Ind
estariam relacionados com fatores ambientais presentes no habitat natural
endémico, provavelmente, artropodes vetores. Contudo, para o VSV-NJ estariam
mais relacionados os fatores inerentes aos hospedeiros, provavelmente justificarndo
a persisténcia do genoma viral (VILLALOBOS et al., 2001).

Atwill et al. (1993) avaliaram o envolvimento do ambiente no ciclo do VSV e
distribuiram grupos de bovinos por diferentes altitudes. Através deste experimento
sugeriram que, pelo menos, dois ciclos de transmissdo podem ocorrer para o virus
VSV-NJ. Um para alta e outro para baixa altitude. Essas regides podem indicar
presenca de diferentes artropodes vetores ou reservatorios naturais. Nenhum fator
foi associado ao sorotipo Indiana, provavelmente este possui um ciclo diferente do
VSV-NJ.

Utilizando a técnica de RT-PCR, em bovinos naturalmente infectados, foi
possivel amplificar um fragmento do genoma, do gene L, decorridos nove meses
apds a infecgdo (VILLALOBOS et al., 2001). A deteccdo da presenca de RNA

gendmico no cérebro e medula doze meses apds a inoculagdo dos hamsters
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(BARRERA; LETCHWORTH, 1996) e o isolamento do virus de 21 dias apos a
manifestacao clinica indicam que o VSV pode permanecer em eclipse por um longo

periodo apés a inoculagdo (THURMOND et al., 1987).

2.6.3 Periodo de ocorréncia

Antes mesmo do isolamento e identificagdo do agente como um virus
responsavel por produzir a Estomatite Vesicular em animais domésticos, Mohler?,
em 1904 (apud HANSON, 1952, p. 182), observou que esta enfermidade
desaparecia de um local, em determinado periodo e reaparecia posteriormente com
diferentes intervalos de tempo. Isto poderia sugerir uma associagdo a certas
condigbes climaticas uma vez que seriam essenciais para a propagagdo desse
“fungo”. Oficiais da British Remount Depot em Newport, Virginia publicaram suas
experiéncias em 1916, onde a doenga apareceu no final do veréo e quatro meses
depois desapareceu (HANSON, 1952).

Os dados entomoldgicos e epizodticos foram revisados com base no potencial
de transmissao da VSV, por insetos, incluindo os dados de campo. A epidemia de
1995, semelhante a outros surtos no Oeste Americano, ilustrou a sazonalidade da
exposicdo ao virus, aumentando durante a estagdo quente e diminuindo com a
chegada do frio. A atividade viral & observada através da disseminacdo a partir do
Sul para o Norte seguindo o curso de rios do Sudoeste e das Montanhas Rochosas

dos Estados Unidos (SCHIMIDTMANN et al., 1997)

2 MOHLER, J. R. Mycotic stomatitis cattle. US Bureau Animal Indiana Circ, n. 51, 1904.
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Estudos realizados na llha de Ossabaw tém documentado anualmente a
atividade viral na primavera e verfo entre os porcos selvagens (SCHIMIDTMANN,
1997, STALLKNECHT,1986).

Em areas tropicais e subtropicais a VS clinica é comum no final da estacéo
chuvosa e inicio da estagdo seca (RODRIGUEZ et al, 1990). Na Colémbia, o
numero de surtos em gado bovino normalmente ocorre com maior frequéncia em
fevereiro e agosto, durante a transicdo da estacdo chuvosa com a seca
(LETCHWORTH, 1999; ORREGO et al., 1992). O VSA mantém uma presenca ativa
desde que foi isolado até o presente momento, sendo diagnosticado praticamente
todos os anos, afetando equinos, bovinos, suinos e caprinos. Em muitas situacées
acometem somente bovinos eliminando assim as possibilidades de um diagnodstico
clinico (LOPEZ INZAURRALDE et al., 1997).

A frequéncia de ocorréncia de casos clinicos é sazonal, como na maioria dos
casos ocorridos durante o inicio da estag@o seca (novembro a janeiro) , estando de
acordo com as observagdes realizadas por Rodriguez et al. (1990) nos ultimos 15
anos na Costa Rica.

Os elevados titulos de anticorpos podem indicar uma grande exposicao aos
vetores ou ao virus propriamente dito. Todos os casos clinicos ocorridos no periodo
do estudo de Van-Leeuwen, Rodriguez e Waltner-Toews (1995), se deram na
estacdo seca, combinado com a tipica época seca de elevacdo da populacdo de
artropodes vetores . Alguns roedores possuem anticorpos para o VSV-Ind e VSV-NJ
e sugere que a atividade viral ocorra durante o periodo de seca. (JIMENEZ et al

4

2000).
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2.6.4 Soroprevaléncia

Em bovinos, os anticorpos neutralizantes permanecem por até 8 meses
(RODRIGUEZ et al., 1990) enquanto nos equinos podem permanecer por até um
ano sem que ocorra variagdo. Evidéncias experimentais em ratos demonstraram que
a presenca de anticorpos neutralizantes ndo s&o suficientes para prevenir as
manifestacdes clinicas da VS (LETCHWORTH et al., 1999).

Levantamentos sorolégicos detectaram infecgGes assintomaticas em animais
domésticos e selvagens em anos sem a ocomréncia de forma clinica da VS
(MUNFORD et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2000, WEBB et al., 1987b).

Cerca de 80% por cento dos cavalos da Georgia (GE), EUA, e
aproximadamente 50% dos veados de cauda branca na ilha de Ossabaw, GE,
possuem anticorpos neutralizantes para VSV e de 12 a 60% dos porcos selvagens
da mesma localidade soroconvertem a cada ano (LETCHWORTH, 1999,
STALLKNECHT et al., 1986). Foi encontrada soroprevaléncia para VSV-NJ em trés
rebanhos com titulos elevados durante 20 meses. Enquanto para VSV-Ind o titulo foi
relativamente baixo. Este levantamento demonstra que a flutuagdo de anticorpas foi
semelhante em bovinos naturalmente infectados em areas enzooticas para VSV-NJ

(RODRIGUEZ et al., 1990).
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2.6.5 Animais silvestres

Nas areas tropicais endémicas encontra-se um grande numero de animais
silvestres reagindo positivamente a pesquisas soroldgicas, conquanto ndo tenha
sido demonstrado se estes animais sdo reservatorios naturais ou se entraram no
ciclo da doenga acidentalmente. A alta porcentagem de animais silvestres reativos,
sem o envolvimento de animais domésticos, indica que este virus pode circular
livremente dentro dessa populagao (ZULUAGA; YUILL,1979).

No Brasil, em um levantamento realizado em animais domeésticos e silvestres
através da técnica de fixacdo de complemento, utilizada em 112 soros de equinos
colhidos em quatro estados diferentes (Goias, Bahia, Pernambuco e Rio Grande do
Sul) foram encontrados 20,5% de positivos para VSA, 4,4% para VSV-Ind, 1,8%
para VSV-NJ e 0,9% para o virus Cocal. Dentre os soros dos animais silvestres
pesquisados foram encontrados 7,7% de positivos em morcegos e 33,5% de
positivos em saguis (Primate - Callitrichidae) para o VSA. Os autores ainda afirmam
que somente os sorotipos Alagoas e Cocal foram isolados no Brasil (ANDRADE et
al., 1981).

Em um estudo da ocorréncia em pequenos mamiferos, foram colhidas onze
espécies diferentes de roedores silvestres sendo que sete delas apresentaram
anticorpos para VSV, entre quais somente uma para o VSV-Ind e uma para VSV-NJ
sendo as outras 5 restantes para ambos os virus. No mesmo estudo, foram também
colhidos 4966 insetos hematdfagos, entretanto, n&o foi obtido sucesso no isolamento

do virus (JIMENEZ et al., 2000).
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O soro de mais de 100 alpacas (Artiodactyla - Camelidae) do sul da Sierra
Peruana foram examinados para a pesquisa de anticorpos contra diferentes virus
que infectam os animais domésticos. Neste estudo, foi observado que as alpacas
podem se infectar com os virus: parainfluenza-3, virus respiratério sincicial bovino,
herpesvirus bovino-1, virus da lingua azul, border disease, virus da influenza-A,
rotavirus, virus da raiva, VSV, virus da febre aftosa e virus do ectima contagioso
(RIVERA; MADEWELL; AMEGHINO, 1987).

Fletcher et al. (1991), colheram soros de veados da cauda branca (Odocoiles
virginianus, Artiodactyla - Cervidae) de 1985 a 1989, na llha de OssaBaw, GE.
Realizando teste de soro neutralizagdo para VSV, os autores observaram a
presenca de anticorpos somente para o sorotipo New Jersey com a prevaléncia de
43% nos cinco anos.

Ubigo e Mclean (1995), colheram morcegos neotropicais de diferentes areas
da Guatemala para determinar a presenca e distribuicdo de anticorpos contra dez
diferentes virus. Entre eles encontraram anticorpos neutralizantes contra VSV, entre
0s demais virus pesquisados.

A ocorréncia de animais silvestres soropositivos para o VSV-NJ na América
do Norte € relativamente comum e as diferentes espécies acometidas podem
representar uma diversidade de habitats e nichos ecoldgicos distintos (Quadro 1),
contudo, isto pode determinar um denominador comum para a identificacdo do
reservatério ou do ciclo epidemioldgico (FLETCHER; STALLKNECHT; JENNEY,

1985).
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Nome vulgar Espécie
Carneiro montanhés Ovis canadensis
Lince americano Felis rufus
Coiote Canis latrans
“Rato silvestre” Peromyscus maniculatus
Alce Cervus elaphus
Porco selvagem Sus scrofa
Esquilo cinzento Scuiurus carolinensis
Camundongo Mus musculus
“Rato mexicano de madeira” | Neotoma mexicana
Veado Odocoileus hemionus
Gamba Didelphis virginianus
Antilocapra Antilocapra americano
Mao pelada Porcyon lotor
“Rato de pedra” Peromyscus difficilis
“Rato de pés branco” Peromyscus leucopus
Veado de cauda branca Odocoileus virginintus
Perus selvagens Meleagris gallopavo

Quadro 1 -Relacéo de espécies selvagens descritos soropositivos para o virus da
estomatite vesicular na América do Norte - Sdo Paulo - 2003

2.6.6 Distribuicao geografica

O VS8V é encontrado nas Américas, desde Canada até a Argentina. O
sorotipo New Jersey e o Indiana sdo encontrados em areas enzodticas nos Estados
Unidos, México, América Central, Costa Rica, Panama, Venezuela, Coldmbia, Peru
e Equador (ACHA ; SZYFRES, 1986; LOPEZ INZAURRALDE et al., 1997).

O sorotipo Cocal pode ser encontrado em Trinidad no Brasil e na Argentina. O
sorotipo Alagoas ocorre no Brasil, Venezuela, Coldmbia (ACHA ; SZYFRES, 1986:

LOPEZ INZAURRALDE et al., 1997).
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2.6.7 QOcorréncia no homem

No homem, as manifestacées podem ser de forma aguda, autolimitante, tendo
a freqiéncia de ocorréncia desconhecida, uma vez que 0s sinais e sintomas se
assemelham com a influenza, dificultando o diagnostico. Normalmente, s&o descritos
casos em pessoal de laboratério, tratadores de animais e em comunidades rurais
(ACHA; SZYFRES, 1986; PATTERSON; MOTT,; JENNY, 1958). A busca por
anticorpos neutralizantes, em populacgdes residentes, em locais enzoéticos pode ser
elevada, no Panama foram encontradas populagdes em que o acometimento dos
adultos ultrapassava 90% (JOHNSON et al, 1969). No Brasil, o mesmo
comportamento foi observado, em uma comunidade rural, quando ocorreu o

isolamento do VSA pela primeira vez (ANDRADE,1974).



OBJETIVOS




a)

b)

e)
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Avaliar a capacidade de eliminagdo do VSA pela tildpia nildtica,

experimentalmente inoculada, para a agua.

Desenvolver um modelo experimental de transmissdo do VSA, utilizando a
agua como via de transmissao, a tildpia nildtica como fonte de infecgéo e o

cobaio como hospedeiro susceptivel.

Avaliar o papel dos peixes, utilizando como modelo bioldgico a tilapia nilotica,

na transmissao do VSV.

Propor um modelo de ciclo epidemioldgico do VSA, destacando o papel da

agua como via de transmisséo.

Padronizar uma técnica de RT-PCR para a deteccdo do VSA, em amostra de

tecidos.



MATERIAIS E METODOS




51

4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Viroses Veterinarias
(DESP/IVIUFRRJ) e Laboratério de Virologia (VPS/FMVZ/USP), contou com o apoio
constante do Laboratério de Biologia Molecular e Laboratério de Doencas
Parasitarias, ambos pertence ao VPS/FMVZ/USP e Instituto Biolégico de S3o Paulo

para a elaboragao de parte deste trabalho.

4.1 VIiRUS

Foi utilizado o VSA pertencente a colecéo do Centro Panamericano de Febre
Aftosa, com titulo 10%° TCID/0,02 mL e, o VSV-Ind foi fornecido pelo IMPPG/UFRJ
e RNA extraido do VSV-Ind pelo Instituto Biolégico de Sao Paulo para

desenvolvimento de técnicas moleculares.
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4.2 CELULAS

A célula BHKy; (Baby Hamster Kidney), clone 13, foi cedida pelo Centro
Panamericano de Febre Aftosa do Rio de Janeiro. Esta linhagem de célula é
originaria de hamster recém nascido e foi utilizada para a propagacéo, titulacéo e

identificagcdo do VSA.

4.3 TILAPIAS

As tilapias nildticas (Oreochromis niloticus) (Figura 1) pertencem a familia
Cichidea, neste trabalho foram utilizadas as tilapias, chamadas de juvenis, com peso
meédio de 5 g. Esta espécie foi escolhida para este trabalho porque suportam bem o
calor, sdo robustas e possuem poucas exigéncias respiratérias (HUET, 1983:;
STICKNEY, 1986).

As tilapias utilizadas no experimento foram doadas por um criador particular

do Municipio de Japeri, RJ.

Figura 1 - Tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) pertencente a familia Cichidea
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4.4 COBAIOS

Seguindo restrigbes imposta pelo Ministério da Agricultura e Reforma Agraria,
foram utilizados cobaios (Cavia porcellus) como representante dos possiveis
hospedeiros mamiferos susceptiveis, em detrimento aos equinos. Os cobaios foram
oriundos da Fundagdo Oswaldo Cruz com o peso dos animais variando de 200 a

250 gramas.

4.5 AGUA

A agua utilizada no experimento é a mesma distribuida pela CEDAE
(Companhia Estadual de Agua e Esgoto do Rio de Janeiro) para toda a regido do
Grande Rio. Esta &gua foi mantida sob aeragdo constante, com o objetivo de
eliminar por evaporacéo, todo o cloro adicionado & mesma na estacdo de tratamento
da CEDAE, bem como favorecer a oxigenacdo, sO6 sendo transferida para os
aquarios depois de passadas 48 horas de aerac3o.

O processo de aeragdo da agua foi realizado com uma bomba

submersa modelo Better 250 com poténcia de 60 W e vazéo de 250 litros por hora.
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4.6 CULTIVO CELULAR

As células foram propagadas com o meio de cultura de células MEM-Glasgow
modificado com pH 6,8 abtido através da utilizagéo de CO..

As passagens celulares foram realizadas quando a monocamada
apresentava-se completa, realizando a técnica a seguir descrita:

a) Desprezar o meio antigo.

b) Adicionar tripsina a 0,25% no volume suficiente para cobrir o fundo da
garrafa, deixar a tripsina lavar as paredes opostas a camada de célula e, por ultimo,
lavar a monocamada e desprezar a tripsina.

c) Repetir esta operagdo duas vezes e, na segunda vez, manter a tripsina
atuando por um ou dois minutos, aguardar que estas se desprendam.

d) Quando estas estiverem se desprendendo, agitar com pipeta para auxiliar a
desagregacao da monocamada.

e) Terminada a individualizagao, suspender em MEM-Glasgow modificado
com 10% de soro bovino e distribuir em garrafas ou tubos.

f) Incubar em estufa a 37 °C.

A manutencdo das células no laboratdrio consistia na distribuicdo destas em
trés ambientes: na bancada, na estufa e congeladas em nitrogénio liquido.

As garrafas de cultivo que se encontravam na bancada, j& possuiam a
monocamada completa e constituiam-se em uma reserva pronta para o uso,
permanecendo em temperatura ambiente para diminuir a velocidade de crescimento.

Aquelas que foram incubadas em estufa consistiam em garrafas cujas células



55

estavam em franco desenvolvimento. As células congeladas em nitrogénio liquido

foram utilizadas somente na faléncia dos outros dois ambientes.

4.7 PREPARO DA SUSPENSAO VIRAL

Inicialmente o VSA recebido foi diluido na proporcdo de 1/10 e inoculadas
com 0,5 mL de suspenséo viral em 10 garrafas tipo xarope de cultivo celular, com
volume de 5 mL e posteriomente congeladas a - 20 °C. Esta primeira passagem foi
considerada como amostra padréo.

Sucessivas passagens em célula foram realizadas no sentido de produzir
massa antigénica suficiente para o desenvolvimento do trabalho. Periodicamente,
aliquotas do VSA congeladas, a - 20 °C, em diferente datas sofriam controle de

viruléncia através da titulagéo periddia

4.7.1 Titulagdo da suspensao viral

O virus foi previamente titulado em placa de 96 pocos, no Laboratério de
Viroses Veterinaria do DESP/IV/UFRRJ, pelo método de Reed e Muench (1938)

antes de serem iniciados os trabalhos.
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4.8 INOCULAGAO EM PEIXES

O experimento teve como data inicial o dia chamado de alfa (a), momento no
qual os peixes se apresentavam adaptados ao novo ambiente com paredes de vidro,
espago reduzido e com a densidade populacional elevada. Os peixes foram
considerados adaptados ao aquario quando ndo foi mais observada mortalidade,
vinham & superficie para se alimentar e a coloragdo da &gua, n&o era permanecia
turva. Este periodo de adaptagdo durou em torno de uma semana. Procedeu-se &
inoculagdo neste mesmo dia e foram colhidas amostras de soro dos cobaios. O
preparo do indculo foi realizado a partir da diluicdo do VSA de referéncia em MEM-

Glasgow a 1/10 e inoculados 0,1mL por via intraperitoneal em cada peixe.
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4.8.1 Inoculagado experimental em tilapias

Os peixes foram inoculados por via intraperitoneal com 0,1 ml de suspensao
viral. A inoculac&o intraperitoneal foi realizada na linha Alba, no ponto médio entre a
cloaca e o externo (Figura 2). Apdés a inoculagdo os peixes passaram a ser
monitorado no sentido de observar alteragées comportamentais em decorréncia do

processo de inoculagédo.

Administragdo oral da agua
dos aquarios ao cobaio

inoculacgao intrapentoneal

x Aquarios com 0s peixes \
inoculados

P r—"

Inoculacao da agua dos
agqudrios na pata dos cobaios

isclamento do VSA a partir da
agua dos aguarios em celulas
BHK,,

Isolamento do VSA a partir
¢go tecido da pata dos
cobaios em células BHIC,,

Figura 2 - Resumo esquematico do modelo epidemiolégico desenvolvido para o
estudo da transmissdo do VSA, entre tilapias niléticas (Oreochromis
niloticus) experimentalmente inoculadas e cobaios (Cavia porcellus)
através da agua — S&o Paulo - 2003
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4.8.2 A transmissao para os cobaios

O ciclo experimental envolvendo peixes e cobaios iniciou-se com a colheita de
sangue, por via intra-cardiaca, dos cobaios para a realizacdo das comparacdes
soroldgicas entre os diversos dias de colheita nos dias subseqientes. Diariamente
foi colhida &gua de os dois aquérios para o monitoramento virolégico. O
fornecimento de &gua dos aquarios para os cobaios foi iniciado também neste dia
(Figura 3). Foram administrados por via oral 5 mL de &gua, para cada cobaio com
um intervalo de tempo de duas horas, durante oito dias seguidos, iniciando-se as
oito horas da manh& e terminando as dezoito horas da tarde. O volume final de agua
dos aquarios fornecida para cada cobaio por dia foi de 30 mL. Durante todo
experimento os animais receberam agua somente dos aquarios. A segunda colheita
de soro e a necropsia de um cobaio foram realizadas quinze dias apds a
administracdo da agua para os animais (Quadro 2). Quarenta e oito dias apds a
primeira administracdo da agua para os animais, foram realizadas a terceira colheita
de soro e a necropsia de outro cobaio (Quadro 2). Na necropsia foram colhidos os
seguintes materiais, de cada animal: linfonodos, placa de Peyer, cérebro, coracao,
baco, intestino, rim, figado.

O inoculo fornecido por via oral consistia do homogeneizado da agua
circulante de os dois aquarios utilizados. Parte da &agua dos aquarios,
aproximadamente 25% do volume total, era trocada a cada trés dias, sendo retirado

principalmente o sedimento acumulado no fundo do aquaério.
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i Dias do _ .
i Experimento Atividade realizada
| a Colheita de soros dos cobaios
| B Inoculagao intraperitoneal dos peixes
1 Inicio da administragéo de agua ao cobaios
2
| 3
‘51' Administragdo de agua ao cobaios
6
7
8 Término de administragdo de agua ao cobaios
lg Colheita de soro dos cobaios e necropsia

Quadro 2 - Atividades realizadas durante os dias do experimento de inoculagdo
experimental em tilapias a transmissao para os cobaios - Sdo Paulo - 2003

Figura 3 - Administracdo oral de agua, dos aquarios com peixes inoculados com o VSV
Alagoas, para os cobaio. Observar marcagdo de identificagdo na orelha dos
animais. Sao Paulo 2003.
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4.9 PROVA DE SORONEUTRALIZACAO

A prova de soroneutralizagdo foi realizada em monocamadas de cultivo
celular, em microplacas de 96 cavidades de fundo chato. Foram utilizados os soros
dos cobaios que ingeriram a agua dos aquarios, o virus da VSA a 100 TCIDs e
células BHKy.

Os soros foram ‘“inativados” a 56°C durante 30 minutos e posteriormente
diluidos de forma seriada a partir de uma suspensédo de 1/10 até 1/80. Foram
utilizadas duas fileiras para cada soro. Volumes iguais do soro diluido e virus foram
incubados a 37°C por 60 minutos para que a neutralizacdo sucedesse.
Posteriormente, 20 ul dessa mistura foi adicionada aos pogos correspondentes e
completados com meio manutengdo até 200ul. As placas foram mantidas em estufas
com atmosfera de 5% de CO; e incubada por 48 horas.

As cavidades que apresentaram efeitos citopaticos foram considerados
negativas para a presenga de anticorpos neutralizantes para o VSA. O titulo foi dado
pela reciproca da maior anteriormente ao aparecimento do efeito citopatico (OIE,

1996).

4.10 ISOLAMENTO DE ViRUS EM CULTURA CELULAR

Foram triturados os érgéos dos cobaios (figado, bago, cérebro, linfonodos

mesentérico, linfonodos mandibulares e cérebro) que receberam a agua dos
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aquarios por via oral, através de sucessivas passagens por seringa com agulha
40/12 mm até desfazer os fragmentos e centrifugados a 1000 g por 30 minutos a
5°C. Os tecidos das patas dos cobaios inoculados por via intradérmica foram
triturados, diluidos na proporgéo de 1/10 p/v e centrifugado segundo o procedimento
anteriomente descrito. Os sobrenadantes de ambas as suspensdes foram
preservados e desprezaram- se 0s precipitados.

Antecedendo o momento da inoculagdo em cultivo celular, o material
centrifugado foi diluido com MEM-Glasgow na proporgdo de 1/10. O meio de
crescimento das células foi desprezado e o cultivo celular foi inoculado com 10 % do
volume da cavidade da placa.

O controle de células ndo sofreu nenhum tipo de inoculagdo sendo trocado
somente o meio de cultivo pelo mesmo utilizado na inoculag&o. O controle do virus
padrao era constituido pelo cultivo de células inoculada com VSA para confirmar a
sua eficiéncia e servir como controle positivo.

Apos a inoculagéo nas células, aguardou-se 1 hora para a adsorgcao do virus
a célula e a cada 15 minutos as placas eram suavemente agitados. Posteriormente,
foi completado o volume final com meio de manutengdo. A leitura foi realizada a
cada 24 horas a partir do momento da inoculaggo, durante quatro dias, anotando-se

os resultados em planilha.
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4.11 HISTOPATOLOGIA

Os cobaios de numero 6 e 9 que ingeriram agua dos aquarios, dos peixes
inoculados, foram sacrificados, tendo seus 6rgdos colhidos e enviados para
diagnéstico histopatoldgico. Os 6rgédos utilizados no exame diagndstico foram o
cérebro, placa de Peyer, coragdo, baco, intestino, rim, figado linfonodos
mandibulares e mesentéricos. Os 6rgdos colhidos foram conservados em formol a
10% e enviados para exames histopatolégicos na Sanidade Animal SAP/EMBRAPA
RJ.

Posteriormente, foram enviados, para diagndstico, tecidos das patas dos
cobaios inoculados no coxim plantar com o isolado em cultivo celular e com a agua

do 13° dia p6s-inoculacéo.

4.12 DETECCAO DO VSV PELA TECNICA DE REACAO DA POLIMERASE EM
CADEIA COM TRANSCRIPTASE -REVERSA (RT-PCR)

4.12.1 Extragdao do RNA viral

A extracao do RNA viral foi realizada no Laboratério de Virologia da FMVZ-
USP. Utilizando o protocolo de RT-PCR proposto por Rekik e Dea (1994) com

algumas modificagdes realizadas por Branddo e Gregori (informagéo verbal)'.

! Informacdes fornecidas por Branddo e Gregori no Laboratério de Virologia VPS/FMVZ/USP em
2003.
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Durante o trabalho de padronizagdo do RT-PCR foram utilizadas as
amostras padrdes cultivadas em células e amostras padrdées misturadas com
macerado de orgaos de peixe. A extracdo das amostras padrdes cultivadas em
células iniciou-se a partir do item “d” e a partir do item “a”, quando foi testada com
macerado de 6rgdos. O protocolo de extragdo seguiu as etapas descritas abaixo.

a) Preparar suspensodes a partir de macerado de tecido a 10% (p/v) em PBS 0,01M
/ BSA 0,1% pH 7,2 ou meio de cultivo celular (MEM).

b) Cortar os 6rgados em pequenos fragmentos com tesoura e macerar através
passagens sucessivas pela seringa.

c) Homogeneizar em vértex e centrifugar a 12.000 g durante 30 minutos a 4 °C,
colhendo o sobrenadante.

d) Em tubos tipo eppendorf adicionar 0,75 mL de Trizol®(Invitrogen™) e para cada
0,25 mL do sobrenadante da suspensao de 6rgéos.

e) Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

f) Adicionar 0,2 mL de cloroférmio (para cada 0,75 mL de Trizol®) e homogeneizar
em vortex por 15 segundos.

g) Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

h) Centrifugar a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C.

i) Transferir a fase aquosa para outro tubo (+ 500 puL).

J) Adicionar 0,5 mL de alcool isopropilico (para cada 0,75 mL de Trizol utilizado no
item ”b”).

k) Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

I) Centrifugar a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C.

m) Desprezar o sobrenadante e adicionar 1mL etanol 75% (1mL de etanol a 75%

para cada 0,75 mL de Trizol utilizado no item quatro).
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n) Homogeneizar em vortex.
o) Centrifugar a 7500 g por 5 minutos a 4 °C.
p) Secar o sedimento e re-suspender em 15 pl de 4gua DEPC?.

q) Incubar a 56°C por 10 minutos.

4.12.2 Transcrigao reversa

A RT-PCR foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada e
Sorologia da FMVZ-USP. Utilizando o protocolo de RT-PCR proposto por REKIK e
DEA (1994) com algumas modificagdes realizadas por Brand&o e Gregori°.

Durante a padronizacdo da técnica da RT-PCR, inicialmente, foram
utilizadas amostras de virus padréo cultivados em células BHK34, na determinacéo
da melhor temperatura de hibridizagdo dos primers (gradiente de temperatura) e,
posteriormente, com a melhor temperatura de hibridizacdo determinada, foi
realizado o limiar de deteccao.

Este gradiente de temperatura fornece um intervalo de diferentes
temperaturas em que possibilita a determinacdo da melhor temperatura de
hibridizacdo dos primers & sua sequéncia génica complementar, através da
observagdo da intensidade da banda no gel de agarose. Durante a padronizacéo

foram utilizadas as seguintes temperaturas presentes no Quadro 3.

2Agua DEPC: Adicionar 0,01% (v/v) de dietilpirocarbonato em 4gua destilada, deixar em repouso por 18h e
autoclavar.
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Pocos 1 2 3 4 5 6 7 8 g9 [ 10

Temperaturas (°C) 50,1150,4|51,1|52,2|53,4|54,7 |56,1|57,4|58,6 | 59,6

Quadro 3 - Intervalos de temperaturas utilizados no gradiente - S3o Paulo — 2003

Visando a deteccdo do VSV foram desenhados trés novos primers
utilizando o programa Primers3 ((Howard Hughes medical Institute, MIH,NHGRI,
2003), dois para o gene da polimerase (VSIPS/VSIPA e CARPS/CARPAS) e um
para a nucleoproteina (VSNS/VSNA). Apés exaustivas modificagdes no protocolo,
os primerrs desenhados para a nucleoproteina n&o se mostraram eficientes na
detecgdo do VSV.

Os primers VSIPS/VSIPA tiveram como alvo um segmento de 362 bp,
localizado no gene da polimerase (L) aproximadamente entre 5122 e 5485 bp. Este
fragmento foi escolhido apds o alinhamento de vérias sequéncias génicas do VSV
Ind e VSV-NJ utilizando o programa ClustalW v. 1.4 de alinhamento genético.

A escolha do par de primers CARPS/CARPAS teve como alvo um
segmento de 1258 bp, localizado no gene da polimerase (L) aproximadamente entre

8652 e 9909 bp. O primers utilizados nos trabalhos estao presentes no quadro 4.

* Informagdes fornecidas por Brand&o e GregoriIno Laboratério de Virologia VPS/FMVZ/USP em 2003.
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s Tamanho
Primer Seqiiéncia (5’ - 3) l:gsncée:]% do
g fragmento
CARP (senso) CTG GGA GAT CARAATTWC GAC TT 8652 - 8674
1258
CARPAS (anti-senso) CCC TCC HGA HCC GTC TCC ACA 9909 - 9889
VSIPS (senso) TGG GAT GGAGTTCTT G 5122 - 5138
362
VSIPA (anti-senso) CTGACTTIGCCTTTIGA 5468 - 5485

Quadro 4 - Principais sequéncias, posi¢io no gene e tamanho do fragmento de dois
pares de primers desenhados durante os trabalhos de tese - Sdo Paulo -
2003

4.12.3 Sintese de c-DNA (RT)

Inicialmente, preparou-se a solugdo para a sintese de c-DNA: esta fase
também € conhecida como transcrigdo reversa. Alguns cuidados nos procedimentos
foram observados, tais como, manter em gelo a solugdo de preparo para a sintese
de c-DNA durante todo o tempo até ser colocada no termociclador e o RNA viral
extraido apds a desnaturagido deve ser colocado imediatamente no gelo. A reacao
para a sintese de c-DNA seguiu os seguintes passos:

a) Em tubos tipo Eppendorf, adicionar 4 uL de tamp&o RT (Gibco BRL®), 2ul de
cada dNTP, 2 plL de DTT (10 mM), 2 pL do primer senso e anti-senso, 2ul de
agua ultrapura (MilliQ®) previamente tratada com dietilpirocarbonato (0,01%), 1
ul (200 U) da enzima transcriptase reversa (M-MLV Rttase® — Invitrogen™,).

b) Desnaturar RNA viral extraido a 95 °C durante 5 minutos e adicionar 7 ul desse

RNA viral extraido desnaturado, totalizando volume final de 20 uL por amostra.
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¢) Manter a 42 °C durante 60 minutos.

4.12.4 Amplificagéo pela reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Esta reagdo foi realizada em um volume final de 50 pL, somando 5 ulL do
produto da sintese de c-DNA (item anterior), 8ul de cada ANTP a 1 ,26mM, 5 ul de
tamp&o para PCR (Gibco BRL®), 2,5 uL de cada um dos dois primers (S1s e S1as)
na concentracao de 10pmol/uL, 2,0 uL de MgCl, a 50 mM, 0,5 pL da enzima Taq
DNA polimerase (1,25 U) (Gibco BRL®) e 2525 uL de agua ultrapura (MilliQ®).
Foram feitos 40 ciclos de 94 °C durante 1 minuto (denaturacao), 60 °C durante 1

minuto (hibridizag&o) e 72 °C durante 2 minutos (alongamento), apds os quais

seguiram 74 °C durante 10 minutos.

4.12.5 Detecgdo do produto amplificado

Apos a amplificagdo, 10 pl do produto da reacdo de PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1.5 % em tampao TBE (Tris-HCI 0,089 M pH
8,3, acido bérico a 0,089 M e EDTA 2mM) em voltagem adequada a dimensio do
gel (1-10 V/cm), fazendo-se corar o gel em banho de agua com 0,5 pug/mL de
brometo de etideo. Foram consideradas positivas as amostras que produziram uma

banda correspondente ao segmento de 1258 e 362 bp flanqueada pelos primers
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CARPS e CARPAS e, VSIPS e VISPA, respectivamente, conforme comparado com

padréo de peso molecular incluido em cada corrida.

Como padrdo positivo foi utilizada a amostra do VSA e, como padrao

negativo, sobrenadante de cultivo de células da linhagem BHK>



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram relacionados as alteragbes anatomopatologicas
isolamento, prova de soroneutralizacdo dos cobaios e técnicas de diagnéstico
molecular. Estes podem ser observados, juntamente com a seqiéncia de evento
realizados do modelo epidemiolégico desenvolvido para o estudo da transmisséo do
VSA, entre tilapias niléticas (Oreochromis niloticus) experimentalmente inoculadas e

cobaios (Cavia porcellus) através da agua, na figura 4.

Baixa resposta humoral
detectavel (106G & igh) pela
prova de soroneutralizagio

Alteragles anatomopatologicas
Administragdo oral de égua observadas durante o preriodo
Inoculagio intraperitoneal dos squanios ao cobaio de administragdo de dgua para

0s cobaios

/ Aquarios com os peixes \
inocutados

inoculagao da agua dos
aquérios na pata dos cobaios
isclamentc do VSA a partir da Detecgao através da PCR
agua ¢os aquarios em céhilas
3 I

isolamento do VSA & parir r——b—j
do tecdo da pata dos E Histopatologia E

cobaios em células BHK,,

Figura 4 - Resumo esquematico e resultados obtidos a partir do modelo
epidemioldgico desenvolvido para o estudo da transmiss&o do VSA,
entre tilapias niléticas (Oreochromis niloticus) experimentalmente
inoculadas e cobaios (Cavia porcellus) através da agua — Séo Paulo -
2003
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5.1 ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS

Os cobaios eram inspecionados diariamente, varias vezes ao dia, durante o
momento da administracdo da agua. No sétimo dia apods a ingestao de agua, foram
observadas lesdes no epitélio plantar de quatro animais (Figura — 5).

Foi observada, no animal de numero sete, descamacgéo da epiderme plantar
nos membros anteriores e esta ndo apresentou aspecto erosivo ou formagao
evidente de vesiculas.

O animal de numero quatro apresentou formacao semelhante a uma vesicula
no coxim plantar, com a pele ligeiramente frouxa, mas néo possuia liquido em seu
interior e uma les&o mais profunda no dedo.

Foram também observadas lesdes mais profundas com caracteristicas
incisas nos dedos e regido plantar, dos membros anteriores, dos animais de nimero

um e dois.

Figura 5 - LesGes descamativas, no epitélio plantar do membro anterior direito em
um cobaio, observadas a partir do sétimo dia apés a administragdo da
agua dos aqudrios dos peixes inoculados com o VSV Alagoas - Séo
Paulo - 2003
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5.2 HISTOPATOLOGIA

O resultado dos exames histopatologicos n&o revelou a presenca de
alteragbes histopatolégicas nos drgdos dos cobaios que ingeriram agua dos
aquarios dos peixes inoculados com VSA. Quanto aos tecidos das patas dos
cobaios foram enviados para diagnostico e ndo retornaram em tempo habil para

serem incluidos nos resultados.

5.3 ISOLAMENTO

Os fragmentos de 6rgéos dos cobaios foram inoculados em cultivo celular de
BHK>1, em placas de 24 cavidades. Foram realizadas trés passagens cegas
sucessivas de cada fragmento de 6rgéos colhidos 15 dias apds a ingestao de agua
dos aquarios, ndo sendo isolado nenhum material infeccioso dos fragmentos de
orgaos.

A agua dos aquérios foi oportunamente preparada para o isolamento em
cultivo de célula, seguindo os passos descritos no item 4.10 e foi possivel realizar o
isolamento viral a partir da agua do 13° dia pos-inoculacdo dos peixes por via

intraperitoneal.
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A inoculagé&o em célula da suspenséo oriunda do tecido da pata dos cobaios

resultou em efeito citopatico semelhante ao do VSA, ja na sua segunda passagem, o

que se confirmou nas sucessivas passagens realizadas posteriormente.

5.4 PROVA DE SORONEUTRALIZAGAO DOS COBAIOS

Na prova de soroneutralizagdo foram utilizados os soros dos cobaios que

receberam a administragdo de agua dos aqudrios por via oral. Os soros colhidos no

dia que antecedeu a inoculagdo dos peixes, 15 e 48 dias apds o inicio da

administracéo do indculo por via oral. O resultado desta prova de soroneutralizagdo

encontra-se na tabela 1.

Tabela 1 — Resultado da soroneutralizacdo realizada com os soros de cobaios
colhidos em diferentes dias do experimento - Sdo Paulo - 2003

Namero do | Titulo Ac-N antes da | Titulo Ac-N 15 dias ap6s | Titulo Ac-N 48 dias apos
animal ingestdo de agua a ingestdo de 4gua a ingestédo de 4gua

1 0 Sacrificado —
2 0 10 10
3 0 10 20
4 40 10

5 Sacrificado — —
6 0 Sacrificado —
7 0 10 10
8 20 10 10
9 10 Sacrificado o
10 10 0 10
11 10 0 20
12 Sacrificado - ——
sn 0 20 20
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5.5 TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

Na padronizagédo da técnica de reagdo da polimerase em cadeia com
transcriptase-reversa (RT-PCR) para a detecgdo do VSA foram realizados o
gradiente de temperatura e o limiar de detec¢do em tecido de peixe (Figuras 6, 7 e

8) a partir de modificagdes propostas por Brandéo e Gregori (Informagado pessoal)'.

5.5.1 Padronizagcdo da técnica de reagdo da polimerase em cadeia com
transcriptase -reversa (RT-PCR) para a detecg¢dao do VSA

O primer para a nucleoproteina ndo se mostrou eficiente para o diagndstico,
uma vez que em nenhuma tentativa observou-se o aparecimento de bandas de
tamanho de fragmento esperado nas amostras controle. Entretanto, os primers
desenhados para o gene da polimerase se mostraram eficientes na deteccdo do
genoma do VSV. O par de primer VSIPS/VSIPA amplificou somente o genoma do
VSV Indiana e ndo foi efetivo para o VSA. Em contrapartida, o par de primer
CARPS/CARPAS conseguiu amplificar um fragmento do mesmo segmento tanto
para o virus VSV-Ind quanto para o VSA.

O gradiente de temperatura utilizado na reagdo teve como padrdo a
temperatura de 55 °C e com variagdo de +5 °C onde encontramos resultado positivo
em todas as temperaturas testadas para o VSA. (Figura - 6). A capacidade de

detecgdo do VSA diluido em tecido de psixe foi de 10 (Figura 7)

1 Informacgdes fornecidas por Brand&o e Gregori no Laboratério de Virologia VPS/FMVZ/USP em
2003.
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Varias amostras do VSA cultivadas em épocas e em células diferentes foram
submetidas ao diagnostico pela RT-PCR e todas as positivas confirmaram a

eficiéncia por este método (Figura 8).

[ Fragmento
esperado
de 1258 bp

Figura 6 - Resultado do gradiente de temperatura para o par de primers
CARPS/CARPAS para os virus VSV-Ind e VSA - S3o Paulo — 2003

600 bp -

100 bp -

Figura 7 - Limiar de detecgdo para o par de primers VSIPS/VSIPA para o VSV-Ind
em tecido de peixe - Sdo Paulo - 2003
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Fragmento
esperado de
600 bp 1258
100 bp

Figura 8 - Resultado da amplificagdo de um fragmento do gene da polimerase
utilizando o par de primers CARPS/CARPAS para as diversas amostras
de VSA - Sdo Paulo - 2003

5.5.2 Detecgdo do VSA em tecido de cobaio pela técnica de reagdao da
polimerase em cadeia com transcriptase - reversa (RT-PCR)

Foi pesquisada a presenca de fragmento do gene da polimerase nos 6rgéos e
tecidos dos cobaios, na dgua dos aquarios e nos cultivos de células com efeito
citopatico positivo. Foi considerada positiva, pela técnica de RT-PCR, a quinta
passagem em cultivo celular da amostra isolada a partir do tecido da pata do cobaio,

inoculado por via intradérmica, .
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6 DISCUSSAO

Desde as primeiras descri¢cdes epidemioldgicas de surtos de VS, de um modo
geral, s&o citadas associagdes entre os surtos e a proximidade com uma fonte de
agua corrente (HANSON, 1952; HANSON; RASMUSEN, 1957), mas ndo s&o
descritas tentativas de isolamento de particulas virais da agua.

Um dos fatores que caracterizam tanto as doengas veiculadas por vetores
como as pela agua & a habilidade de se disseminar por longas distancias,
provocando a enfermidade em um hospedeiro susceptivel em local distante do
hospedeiro infectado (BOOTS; SASAKI, 1999). A dgua pode desempenhar uma
variedade de papéis na transmissdo de agentes infecciosos, tais como: é fonte
exdgena de exposicdo; como também responsavel pela manutencio do nivel
endémico e, ainda, via secundaria de manutencéo do nivel endémico (CHICK et al.,
2001).

Estas observagées podem sugerir que os rios sejam os caminhos ou fatores
de risco para a VS. Todavia, a maioria dos proprietarios de rebanhos utiliza esta
area ou areas proximas para o pastejo dos animais. Diversos estudos vem sendo
realizados no sentido de agregar maior quantidade de informacdes relativas aos
fatores que condicionam a manutencdo e a transmissdo do VSV. Os resultados
obtidos nos estudos dos fatores de risco demonstram a existéncia de uma
associacao da doenga com uma intima proximidade com aguas correntes (BRIDGES
etal., 1995; HURD et al., 1999). Através dessas demonstragdes pode-se afirmar que
0s surtos nos Estados Unidos consistentemente seguem os maiores cursos de

aguas no sentido norte durante o veréo (BRIDGES et al., 1995)
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A manutencdo de animais a uma distancia menor ou igual a quatrocentos
metros de uma fonte de &gua corrente aumenta significativamente o risco do
desenvolvimento da doenga. Assim como a proximidade com a agua é um fator
significativo para a transmissao do virus, 0 acesso dos animais ao pasto corrobora
para um ligeiro aumentou do risco de as propriedades possuirem animais positivos
para VS (HURD et al., 1999).

Em uma investigacdo epidemiolégica realizada no surto ocorrido em uma
propriedade no sudoeste de ldaho, EUA, em 1982, foi descrito como a principal via
de transmiss&o o contato direto entre os animais e fomites. Neste caso particular, foi
ressaltado que uma quantidade excessiva saliva eliminada pelos animais enfermos
contaminou praticamente todas as aguas aquecidas e a disseminacdo da doenca
entre os animais perdurou por um periodo maior que o usual, apos a chegada do
inverno. Nessa propriedade, foi isolado o VSV de uma das amostras de agua
(LEDER et al., 1983). Em 1998, Azeredo-Lima et al., baseado nas caracteristicas
descritas anteriormente, demonstraram que os peixes podem sofrer infecgdo através
de inoculagdes intraperitoneais ou quando estes s&o imersos em solucgéo infectante.
Outra importante demonstracdo realizada foi a franca eliminacdo de formas
infectantes do virus presente no peixe para a agua. Estes resultados demonstraram
que o VSV pode se multiplicar nos peixes e ser veiculado pela 4gua e se constituiria
uma das vias de transmissao deste virus.

Semelhantemente a este comportamento do VSV, os agentes veiculados pela
agua tais como Cryptosporidium parvum e Escherichia coli (0157:H7), podem ser
transmitidos a partir da agua para os humanos através da agua de bebida, por
contato entre individuos e, do individuo infectado para o meio ambiente que

posteriormente encontrara outro hospedeiro susceptivel. Estes multiplos caminhos,
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bem como a dependéncia de exposicdo, prevaléncia de infecgdo na populagéo
sugerem que o modelo epidemioldgico de estudo deve estar voltado para o risco do
ambiente em vez de quantificar o risco de infecgao (CHICK et al., 2001).

Ja na década de 1960 a 1970, foram relatadas ocorréncias de surtos no
Estado do Colorado e em trés outros Estados, EUA, em que a transmissdo da
doenca clinica de animal para animal em situacao onde a intima associagdo néo era
aparente. Contudo, foi observado que os casos iniciais, como também muitos destes
desenvolveram-se mais tarde, abrangendo em animais que pastavam (JONKERS,
1969). Os ambientes envolvidos nos surtos da década anterior, citada anteriormente,
apresentavam-se encharcados por algumas semanas oOu permaneceram
encharcados (HANSON, 1952; HANSON; RASMUSEN, 1957).

Outro tipico elemento observado na epidemiologia da VS é a sua distribuicdo
irregular entre diversas propriedades. Essa distribuicdo irregular é faciimente
constatada no momento em que se observa a presenca de casos em uma
determinada propriedade e a total auséncia de casos nas propriedades adjacentes e
novamente o surgimento de casos em uma propriedade distante (JONKERS, 1969).

Dentre as teorias de transmissdo proposta para a VS, existe a da transmissao
por artropodes baseada em alguns aspectos que apontariam a possivel transmiss&o
por vetor: incidéncia sazonal, limitacdes ecoldgicas, a velocidade e modo de
disseminacao (HANSON, 1952). Colaborando com esta teoria o VSV foi isolado de
varios dipteros, (Culicoides variipennis, Simuliidae spp., Chloropidae spp.,
Anthomiyiidae spp., Musca domestica e M. autummalis), mas ndo se sabe ainda se
esses insetos podem desempenhar o papel de vetor biolégico e contribuir para a

disseminag&o da doenga (WALTON et al., 1983).
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E dada uma relativa importancia para a Lutzomia na epidemiologia da VS,
porém a sua associacdo com regibes endémicas nido é clara. O VSV pode ser
transmitido diretamente entre os animais, mas esta proporgdo sobre o total da taxa
de incidéncia ainda continua completamente desconhecida (ATWILL et al., 1993).

Por outro lado, a teoria de transmisséo por vetores pode ser contestada
quando analisamos os seguintes aspectos: primeiro, o local de desenvolvimento das
lesGes s6 é obtido quando realizamos inoculagdes locais; segundo. a transmiss&o
por artropodes nao explicaria o porqué de pastos distantes serem repetidamente
afetados enquanto o adjacente néo; terceiro, a repentina aparicdo da enfermidade
com grande quantidade de casos no mesmo dia, inferia em uma grande quantidade
de vetores infectados e presumivelmente um surto entre os animais silvestres. A
ocorréncia de surtos nem sempre coincide com o aumento de mosquitos e ndo sao
em todos os surtos que é possivel o isolamento do virus a partir dos mosquitos;
quarto, como explicaria a pequena ocorréncia em animais estabulados se a
veiculagdo se da por insetos?: quinto, a densidade do rebanho parece possuir menor
influéncia na transmissao da VS (JONKERS, 1969).

Todavia o elemento critico da evidéncia necessaria para incriminar os insetos
como vetores biologicos de VSV-NJ nao foi ainda completamente confirmado e, o
Status de vetor deve ser ainda estabelecido (SCHIMIDTMANN et al.,, 1997). Uma
fase importante do ciclo de vida dos arbovirus é produzir sustentaveis niveis de
viremia em seus hospedeiros de modo a possibilitar a infecgdo do vetor guando este
se alimenta na fase virémica do hospedeiro (RODRIGUEZ, 2002). A WHO define
vetor um artrépode (hospedeiro invertebrado) aquele que transmite o virus de um
vertebrado a outro através da picada. Isto, ainda ndo foi demonstrado para o VSV.

Todavia o S. vittatum é capaz de transmitir o virus pela picada, mas continua
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desconhecida a maneira pela qual este adquire o virus na natureza (MEAD et al.,
1999).

Na Costa Rica, os rebanhos, mantidos em uma altitude entre 500 a 1500 m,
possuem maior risco de serem soropositivos em comparagao a outras altitudes. Em
adicdo, a maior quantidade de larvas de Lutzomias esta presente em fontes e rios
situados entre 1000 e 1500 metros de altitude (ATWILL et al., 1993). Baseados
nestas informagdes, podemos inferir que as Lutzomias poderiam estar sendo
infectadas em sua fase larvar e, posteriormente, eclodiriam albergando o virus.

A viremia néo tem sido relatada em porcos ou em outras espécies de animais
domésticos e tem sido sugerido que estes seriam o fim do ciclo envolvendo a
transmiss&o por vetores biolégicos (RODRIGUEZ, 2002).

Na auséncia de viremia e veiculag&o por vetores, a transmissdo mecanica e
por contato e, ainda, por outras vias podem representar a mais importante via de
transmiss&o depois que o virus foi introduzido na populagdo de animais domésticos.
(STALLKNECHT et al., 2001). Na llha de Ossabaw, Georgia foi verificado que a
transmiss&o por contato de VSV-NJ nao resultou em um longo periodo de
manutencao viral nas populagdes de animais domésticos. Contudo, isso pode
representar a maior via de transmissdo depois que o virus foi introduzido no
rebanho. Esta transmisséo, especialmente nos casos clinicos, também pode servir
como amplificador do virus, favorecendo a transmissio por vetores mecanicos e
contaminag&o ambiental. Isto pode representar uma importante situagdo na qual
uma subseqlente transmiss&o viral por via ndo sistémica para uma populagdo de
insetos (STALLKNECHT et al., 2001).

A transmisséo por vetores tem sido descrita por varios autores e, Mead et al.

(2000) concluiram que ndo é necessario um hospedeiro virémico para que um inseto
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se torne infectado uma vez que os insetos podem se infectar através do mecanismo
da co-alimentacgao.

A transmissdo do VSV entre os porcos selvagens na ilha de Ossabaw,
Georgia, provavelmente envolve mliltiplas vias de transmissdo. Os resultados
desses estudos demonstram que estes porcos podem ser infectados por uma
variedade de vias de transmissbes, tais como contato, vetores mecanicos,
inoculagéo intranasal e intradérmica utilizando uma dose infectante de 10°’ TCID
(STALLKNECHT et al., 2000).

A n&o conversdo sorolégica, dos cobaios testados na prova de
soroneutralizagdo (resultados do item 5.4), demonstra que a via oral ndo é uma
provavel via de estimulagdo da resposta imunologica humoral detectavel por esta
prova, uma vez que foi possivel isolar e identificar a presenga deste agente na agua
(resultados do item 5.3). Ficando demonstrado de que agua se caracteriza como via
de transmissdo da Estomatite Vesicular, possibilitando a infeccdo dos hospedeiros
susceptiveis (cobaios) através de inoculagbes experimentais em coxim plantar
destes animais (item 5.5.2).

Sendo os peixes capazes de eliminar na agua particulas virais infectantes (itens
5.3 e 5,5.2), estes podem ser inseridos no ciclo epidemiolégico da Estomatite
Vesicular como fonte de infecgdo, pois sdo capazes de eliminar no meio ambiente
um determinado agente infecioso e utilizando uma ou outra via de transmissdo, este
agente alcangou o hospedeiro susceptivel (Figura 9).

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com os outros que
avaliaram os fatores de risco para o desenvolvimento da Estomatite Vesicular
(BRIDGES et al., 1995; HANSON, 1952; HURD; MCCLUSKEY; MUMFORD, 1999:

MARONEY; FREIER, 1995). A 4gua ¢ apresentada como uma das principais vias de
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transmissdo no ciclo epidemioldgico, tendo os peixes como fonte de infeccéo e
provavel envolvimento de outros elementos aquatico na manutengéo e dispersdo do
virus entre diferentes propriedades (Figuras 6 e 9).

O presente trabalho procurou demonstrar que o peixe pode ser considerado
como uma fonte de infeccdo do VSA e a agua uma das vias de transmissao do virus,
fornecendo novas informagdes, dados para a compreensao da epidemiologia dessa
enfermidade. Deste modo, vimos propor uma visdo mais ampla das
multicasualidades que favorecem a manutengédo do virus no meio ambiente (Figura
9). Esta manutencéo seria o resultado da associagdo de diversos fatores descritos
anteriormente com cada um favorecendo uma determinada via de transmissdo. O
resultado dessa interacdo séo as diversas possibilidades de transmiss&o discutidas.
De acordo com as varidveis ambientais, tais como, caracteristicas fisicas e
bioldégicas, uma via sofreria um maior favorecimento em detrimento da outra.
Improprio seria dizer a ndo existéncia de transmiss&o por determinada via quando

existem dados consistentes da sua manifestacdo (JONKERS, 1969).

Transmissio diveta g
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Figura 9 - Representacdo esquemdtica do ciclo de multicasualidades proposto para Virus da

Estomatite Vesicular apresentando as diversas vias de transmissao propostas por varios
autores.
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Nota: 1 - Transmiss&o por vetor (WALTON et al., 1983); 2 - Agua como via de transmissdo (AZEREDO-LIMA et
al,1998; LEDER et al, 1983); 3 - Transmissao por co-alimentagdo (STALLKNECHT et al 2001); 4 - Transmissao
direta (STALLKNECHT et al, 2001); 5 — Transmissao por fomites (LEDER et al, 1983) - Sdo Paulo - 2003

Durante a década passada, foram obtidos grandes avancgos na tecnologia de
diagnéstico por PCR através de sinais de DNA e a técnica de amplificacdo de
sequéncias alvos resultou em um processo chave no diagndstico molecular. Essas
técnicas sdo conceitualmente simples, com alta especificidade, sensiveis e passiveis
de completa automatizagédo (ELNIFRO et al., 2000).

A técnica da PCR, com uma ou outra variagdo, esta cada vez mais presente
nos laboratérios de diagndsticos e estd sendo implementada na rotina de
diagnostico, bem como no ensino de graduacéo e pos-graduacdo. Nos laboratérios
de diagnéstico as limitagdes do uso da PCR restringem-se principalmente aos custos
de operagéo (ELNIFRO et al., 2000).

O sucesso de uma amplificacdo especifica depende da taxa de hibridizacéo
dos primers com a sua sequéncia alvo e da taxa de alongamento das sequéncias
desejadas na qual os primers se ligaram. Outros fatores tais como, primers
pobremente desenhados, temperatura de hibridizagdo e solugdo tamp&o podem
interferir na eficiéncia da hibridizagdo dos primers com a sua sequéncia alvo. O
alongamento da sequéncia alvo esta principalmente relacionado com a atividade
enzimatica e com a disponibilidade de elementos essenciais como a dNTPs. A
otimizacdo da PCR passa por diversas dificuldades, dentre as quais podem ser
citadas a baixa sensibilidade ou especificidade, determinacéo de alvos preferenciais
especificos para a amplificagéo.

Seguindo as caracteristicas descritas acima, a reagdo da PCR para os

primers desenhados durante os trabalhos de tese conseguiram detectar fragmentos
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do genoma do VSV em tecido de peixes diluidos 1/1000. O gradiente de temperatura
nos proporcionou uma larga margem de atividade (50 a 60 °C).

A escolha do par de primers CARPS/CARPAS teve como alvo um segmento
de 1258 bp, localizado no gene da polimerase (L) Esta regido foi escolhida com base
nas comparagOes realizadas por Bjorklund, Higman e Kurath (1996) quando
estudaram a glicoproteina e as juncdes génicas de Rhabdovirus de peixes, virus
Spring Viremia of Carp e Hirame Rhabdovirus, com outros Rhabdovirus. Observou
que os Rhabdovirus de peixes apresentam uma grande relagdo entre si e distantes
de outros virus de mamiferos. Observou também que as juncdes génicas sdo
altamente preservadas entre SVCV e VSV-Ind. Baseadas nestas observagées, o par
de primers CARPS/CARPAS foi desenhado com o sentido de possuir uma grande
sensibilidade para os VSV (item 5.5.1).

Os primers foram desenhados com a finalidade de deteccdo do Virus da
Estomatite Vesicular sem distinguir os sorotipos, lembrando que no Brasil foram
isolados os sorotipos Alagoas e Cocal. O sorotipo VSV-Ind foi identificado somente
por provas de soroneutralizagdo. Desta maneira, estes primers atuaram de forma
decisiva no diagnéstico molecular da Estomatite Vesicular no Brasil. Estes primers
genéricos s&o capazes de se ligarem ao VSA e VSV-Ind e, amplificar um segmento
do gene da polimerase (L) (item 5.5.1 e 5.5.2). Até o presente momento ndo foi,

ainda, verificada nenhuma publicagdo de um fragmento de sequiéncia génica do

VSA.
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7 CONCLUSOES

a)

b)

d)

Decorridos 13 dias pods-inoculagdo experimental foi possivel obter o
isolamento do VSA oriundo da agua, em que os peixes foram mantidos, em
cultivo de células de linhagem BHK3{, demonstrando que a tilapia nilética é

capaz de eliminar particulas infecciosas deste virus na agua.

Foi desenvolvido um modelo experimental de transmissao do VSA utilizando a
tilapia nilética como fonte de infecgdo, segundo o qual fica demonstrado que
estes peixes eliminaram particulas virais na agua, e que esta ultima se
caracteriza como via de transmissdo possibilitando a infeccdo dos
hospedeiros susceptiveis (cobaios) através de inoculagcées experimentais em

coxim plantar destes animais.

A tilapia nilética pode ser considerada como uma fonte de infecgdo, que por
sua vez, foi capaz de eliminar um agente infeccioso no meio ambiente e,
utiizando uma determinada via de transmissdo, este agente alcancou o

hospedeiro susceptivel.

Baseado no modelo experimental de transmissdo do VSA desenvolvido, os
peixes podem ser inseridos no ciclo epidemiolégico da Estomatite Vesicular
como fonte de infecgéo, sendo capazes de eliminar na agua particulas virais

infectantes, destacando o papel da 4gua como via de transmiss&o.
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e) Fica padronizada uma técnica de RT-PCR dirigida ao gene codificador da
proteina RNA-polimerase RNA—dependente, util para a detecgédo direta do

Virus da Estomatite Vesicular Alagoas e Indiana em amostras de tecidos.
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