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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

SOROPREVALENCIA DE INFECCOES VIRICAS EM CAES DE SANTA MARIA,
RS; SELECAO E CARACTERIZACAO DE LINHAGENS CELULARES
RESISTENTES AO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA
AUTORA: RENATA DEZENGRINI
ORIENTADOR: EDUARDO FURTADO FLORES
Santa Maria, 20 de fevereiro de 2006.

O presente trabalho relata um inquérito soroldgico das principais infeccGes viricas de cdes em
Santa Maria, RS, Brasil e a obtencao de linhagens celulares de origem canina, suina e leporina
resistentes ao virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV). As infeccdes pelo virus da cinomose
(CDV), parvovirus (CPV), adenovirus (CAV) e coronavirus (CCoV) sdo importantes causas
de morbidade e de mortalidade em cédes em todo o mundo. Com 0 objetivo de determinar a
prevaléncia de anticorpos contra esses virus na populacdo canina da cidade de Santa Maria,
coletou-se amostras de sangue de 817 cées ndo-vacinados, em 14 bairros. Estas foram testadas
pela técnica de soroneutralizacdo (CDV, CAV e CCoV) ou inibicdo da hemaglutinacao
(CPV). Anticorpos especificos contra o CDV foram detectados em 27,3% (223/817) das
amostras, contra 0 CPV em 68,7% (561/817), contra o0 CAV em 43% (353/817) e contra o
CCoV em 50,4% (412/817) dos cées. Esses resultados demonstram que esses virus estdo
difundidos na populacdo canina dos bairros da cidade. Por outro lado, demonstram também
que uma parte consideravel da populacdo é soronegativa e, portanto esta desprotegida contra
esses agentes, indicando a necessidade de se ampliar os programas de vacinagdo para essas
infeccdes. Durante a padronizagédo das técnicas sorologicas e expansao dos cultivos celulares
para amplificacdo dos virus, detectou-se a contaminagdo da linhagem de células caninas
MDCK com o BVDV, o principal virus contaminante de cultivos celulares. A contaminagdo
inadvertida de cultivos celulares com o BVDV pode representar um sério problema para o
diagnostico viroldgico, pesquisa e producdo de imunobioldgicos. A segunda parte dessa
dissertacdo descreve a producdo e caracterizacdo de trés linhagens celulares resistentes ao
BVDV, obtidas a partir das células parentais de origem canina (MDCK), suina (PK-15) e
leporina (RK-13) que estavam contaminadas com o BVDV. Essas células foram submetidas a
quatro ciclos de infeccdo com uma cepa citolitica de BVDV. As células que sobreviveram a
infeccdo litica foram clonadas, expandidas e testadas para a sua susceptibilidade ao BVDV e

outros virus de interesse. A resisténcia ao BVDV foi investigada pela pesquisa de antigenos



virais por imunofluorescéncia indireta e por cocultivo com células susceptiveis apos a
inoculacdo do virus em altos titulos. As trés linhagens celulares demonstraram ser resistentes
a trés cepas-padrdo (Singer, NADL e Oregon) e a 10 isolados de campo do BVDV. A
inoculagdo do BVDV nessas células com uma multiplicidade de infec¢éo de 10 DICCso/célula
resultou em freqiiéncias de infeccdo de <10™ para as células MDCK-R e PK-15R; e de
3,3x10™ para as células RK-13R. Comparando-se com as células parentais, verificou-se que
as linhagens resistentes sdo >10.000 (MDCK-R), >20.000 (PK-15R) e 600 (RK-13R) vezes
menos susceptiveis ao BVDV. A inoculagdo do virus nas células resistentes na presenca de
polietilenoglicol (PEG) resultou em um aumento na susceptibilidade dessas células na ordem
de >437 (MDCK-R), >346 (PK-15R) e 87 vezes (RK-13R). Esses resultados indicam que a
resisténcia dessas linhagens ao BVDV reside em um bloqueio na penetracdo do virus, que
pode ser parcialmente revertido pela adi¢cdo do PEG. Por outro lado, cada linhagem resistente
conservou a susceptibilidade a outros trés virus que replicam nas células parentais. Essas
caracteristicas tornam essas linhagens celulares potencialmente Uteis para o diagnostico,
amplificacdo de virus e producdo de vacinas, sem o risco de contaminacdo acidental com o
BVDV.

Palavras-chave: virus da cinomose, parvovirus canino, adenovirus canino, coronavirus

canino, contaminacao celular, células resistentes.



ABSTRACT
Master’s Dissertation
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

SEROPREVALENCE OF VIRAL INFECTIONS IN DOGS OF SANTA MARIA, RS;
SELECTION AND CHARACTERIZATION OF CELL LINES RESISTANT TO
BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS
AUTHOR: RENATA DEZEGRINI
ADVISER: EDUARDO FURTADO FLORES
Santa Maria, February, 20", 2006.

The present study reports a serologic survey of the main viral infections of dogs in Santa
Maria, RS, Brazil, and the production of cell lines of canine, swine and leporine origin
resistant to bovine viral diarrhea virus (BVDV). Canine distemper virus (CDV), parvovirus
(CPV), adenovirus (CAV) and coronavirus (CCoV) infections have been associated with
significant morbidity and mortality among dogs worldwide. The aim of this study was to
determine the prevalence of antibodies against these viruses in the canine population of Santa
Maria. To this purpose, 817 blood samples were collected from non-vaccinated dogs of 14
neighborhoods and tested by virus neutralization (CDV, CAV and CCoV) and by
hemagglutining inhibition (CPV). Specific antibodies to CDV were detected in 27.3%
(223/817) of the samples, to CPV in 68.7% (561/817), to CAV in 43% (353/817) and to
CCoV in 50.4% (412/817) of the dogs. These results indicate that CDV, CPV, CAV and
CCoV infections are spread among dogs in Santa Maria. However, a significant part of the
population is seronegative and therefore unprotected against these viruses. This indicates a
need for extending the vaccination programs against these viruses. During the standardization
of serologic tests and expansion of cell cultures for virus amplification, the canine MDCK cell
line was found to be contaminated with BVDV, the main viral contaminant of cultured cells.
The inadverted contamination of cultured cells with BVDV may represent a serious problem
for diagnostic virology, research and production of biologicals. The second part of this
dissertation reports the production and characterization of three cell lines resistant BVDV,
obtained out of each parental cell line (canine MDCK, porcine PK-15 and leporine RK-13)
that were contaminated with BVDV. Initially, the cells were submitted to four rounds of
infection with a highly cytolytic BVDV strain. The cells surviving infection were then cloned
out, expanded and assayed for their susceptibility to BVDV. The resistance to BVDV was

investigated by search for viral proteins by immunofluorescence and by cocultivation with



susceptible cells following inoculation of BVDV at high titers. All three cell lines were
resistant to three standard BVDV strains (Singer, NADL e Oregon) and 10 field isolates.
Inoculation of these cells with BVDV at a multiplicity of infection of 10 TCIDsy/cell resulted
in frequencies of infection of <10™ for MDCK-R and PK-15R cells and of 3,3x10™ for RK-
13R. Compared to the parental ones, the resistant cells were >10.000 (MDCK-R), >20.000
(PK-15R) and 600 (RK-13R) times less susceptible to BVDV. The inoculation of virus in the
resistant cells in the presence of polyethylene-glicol (PEG) resulted in an increase in
susceptibility in the order of >437 (MDCK-R), >346 (PK-15R) and 87 (RK-13R) times.
These results indicate that the resistance of these cell lines is probably due to a block in viral
entry which can be overcome by addition of PEG. On the other hand, each resistant cell line
retained the susceptibility to other three viruses of interest which replicate in the parental
cells. Thus, these cells may be useful for virology diagnostic, virus propagation and for
vaccine production, without the risk of being inadvertedly contaminated with BVDV.

Keywords: canine distemper virus, canine parvovirus, canine adenovirus, canine coronavirus,

cell contamination, resistant cells.



LISTA DE FIGURAS

2. CAPITULO 1
FIGURA 1. Amostras positivas para anticorpos contra 0s Virus da cinomose,
parvovirus canino, adenovirus canino e coronavirus canino, individuais e para mais
(0L IR USSR 34

FIGURA 2. Freqiiéncia dos titulos de anticorpos contra o virus da cinomose (CDV; A),
parvovirus canino (CPV; B), adenovirus canino (CAV; C) e coronavirus canino
(CCoV; D) em cdes ndo-vacinados de Santa Maria, RS, Brasil. SN -
soroneutralizagdo, HI — inibicdo da hemaglutinagao.............cccoveriiiiiiiiicncccee, 35

3. CAPITULO 2

FIGURA 1. Imunofluorescéncia indireta de células MDBK, CRIB, MDCK, PK-15 e RK-
13, parentais e resistentes, inoculadas com a cepa Singer do virus da diarréia viral
bovina (BVDV) a uma multiplicidade de infec¢do (m.o.i.) de 10 (ampliagdo 320X)... 58

FIGURA 2. Titulo viral (DICCso/mL) nas linhagens parentais e resistentes apds a
inoculagdo com diferentes virus. A) MDCK: adenovirus canino (CAV-2), virus da
cinomose (CDV) e parvovirus canino (CPV); B) PK-15: virus da doenca de
Aujeszky (PRV), parvovirus suino (PPV) e enterovirus suino (PEV-3); C): RK-13
herpesvirus equino (EHV-1), herpesvirus de coelhos (RHV) e virus da arterite viral

eqlina (EVAV). Os valores referem-se a média de trés repeticoes.........c..cevverrenenn. 59



LISTA DE TABELAS

2. CAPITULO 1

TABELA 1. Anticorpos contra o virus da cinomose (CDV), parvovirus canino (CPV),
adenovirus canino (CAV) e coronavirus canino (CCoV) em cdes ndo-vacinados de
Santa Maria, Rio Grande do Sul, BrasiL, de acordo com o bairro ou local de coleta.... 33

TABELA 2. Anticorpos contra o virus da cinomose (CDV), parvovirus canino (CPV),
adenovirus canino (CAV) e coronavirus canino (CCoV) em cdes ndo-vacinados de
Santa Maria, RS, Brasil, por atributo e fator de FiSCO..........cccveveviieiieie e 34

3. CAPITULO 2

TABELA 1. Caracterizacdo das linhagens celulares resistentes ao virus da Diarréia Viral
Bovina (BVDV) obtidas a partir de linhagens celulares de origem canina (MDCK),
suina (PK-15) e 1eporina (RK-13)......c.ccieiiiieiiiie et 56

TABELA 2. Efeito do polietilenoglicol (PEG) na infeccdo das linhagens celulares de
origem canina (MDCK), suina (PK-15) e leporina (RK-13), parentais e resistentes,

0L Lo TN = AV 5 A USSR 57



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ......coieoeeeeeeeeeeeteeeee s eees e se et es s se s san s nannanes 12
2. CAPITULO 1. SOROPREVALENCIA DAS INFECCOES PELO VIRUS DA
CINOMOSE, PARVOVIRUS CANINO, ADENOVIRUS CANINO E

CORONAVIRUS CANINO EM CAES DE SANTA MARIA, RIO GRANDE DO

SUL, BRASIL ...ttt et e et e e et e e et e e s nte e e anbeeesnteeennneeans 15
RESUIMO. ...ttt et e e b bt e e b bt e s bb e e st e e e nnbe e e nnbeeennneeen 16
N 0L - Tod USSR 17
INEFOAUGED. ...ttt bbb bbbttt n e 17
Material € MELOUOS. ........eiveieieiee ettt te e e et e saesaesteaneereeneenes 21
RESUITA0S € TISCUSSAD. ....c.vveueeieieiiieiesiie sttt ettt se e aeeseesreesbeeneesneesaeaneenree e 22
FONTES A8 AOUISIGAD. ...ttt bbbt nb bbbt 29
[ (=] €27 (ol T ST RRPORPRR 29

3. CAPITULO 2. SELECAO E CARACTERIZACAO DE LINHAGENS

CELULARES DE ORIGEM CANINA, SUINA E LEPORINA RESISTENTES AO

VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA.....coiiiirineieieeieeissise st esea 37
RESUIMO. ... et b et b et e s b et e s b e e e aab e e e st e e e anbe e e nnneeea 38
N 4L = Tod PSPPSRI 39
INEFOAUGED. ...ttt bbbt bttt n e 40
Material € MELOTOS. ... .cveveiiciieie ettt et et sbestesbeereeneenes 43
RESUITA0S € TISCUSSED. ......veeueiitieiteeie sttt sbe e beeneenre e 46
FONEES A8 AOUISIGAD. ...ttt b bt 52

RETEIBNCIAS. ...ttt ettt ee e e e e et ee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeereeeeaeees 53



4, CONCLUSOES.

5. REFERENCIAS



12

1. INTRODUCAO

As doencas viricas estdo entre as principais enfermidades da espécie canina e sdo
responsaveis por indices considerdveis de morbidade e de mortalidade em cées de todo o
mundo. As infec¢des pelo virus da cinomose (CDV), parvovirus canino (CPV), adenovirus
canino (CAV) e coronavirus canino (CCoV) estdo entre as principais viroses de cdes. O
conhecimento da ocorréncia, niveis de prevaléncia, distribuicdo temporal e espacial das
infeccBes virais dessa espécie possui grande utilidade para indicar a necessidade do uso de
vacinas e outras medidas de controle.

A cinomose € a principal doenca viral dos cdes, sendo descrita desde 1809 e
apresentando distribuicdo mundial (MURPHY et al., 1999). A doenca é causada por um
morbillivirus, pertencente a familia Paramyxoviridae (APPEL & SUMMERS, 1999). Os
sinais clinicos da doenca variam com a cepa viral, imunidade e com a idade dos cées e
incluem febre bifasica, sinais gastrointestinais, respiratorios, neuroldgicos e lesbes
cutaneas (BIRCHARD & SHERDING, 1998).

O CPV pertence a familia Parvoviridae, género parvovirus, e foi descrito pela
primeira vez em 1978. O CPV ¢ semelhante ao virus da panleucopenia felina, sendo
considerado 0 mais importante agente etioldgico de gastroenterite em cées (APPEL &
PARRISH, 1987; TRUYEN, 2000). A parvovirose canina € uma das principais
enfermidades viricas de cées, principalmente pela sua ampla distribuicdo e grande
morbidade e mortalidade (TRUYEN, 2000).

O CAV ¢é um mastadenovirus pertencente a familia Adenoviridae, descrito
inicialmente como agente causal de hepatite canina (GOCKE et al., 1967). A hepatite
infecciosa canina é uma doenca aguda e fatal, caracterizada por sinais respiratérios,
oculares, ictericia, didtese hemorragica, encefalopatia e nefrite intersticial, causada pelo
CAV-1 (BIRCHARD & SHERDING, 1998). O CAV-2 é um dos agentes virais envolvidos
na etiologia da traqueobronquite infecciosa (FORD & VADEN, 1998). O CAV-1 e o
CAV-2 sdo antigenicamente relacionados, apresentando 75% de homologia na seqiiéncia
genbmica e reatividade soroldgica cruzada (HU et al., 2001).

O coronavirus canino (CCoV) pertence a familia Coronaviridae, género
coronavirus e causa gastroenterite leve a moderada, em surtos esporadicos em caes
(PRATELLI, 2005). A primeira descrigéo da infeccdo pelo CCoV foi realizada em 1974,
durante uma epizootia na Alemanha (BINN et al., 1974). Céaes de todas as idades s&o
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susceptiveis a infeccdo, no entanto os filhotes apresentam sinais clinicos mais severos,
como anorexia, depressdo, vomito e diarréia, que persistem por sete a dez dias
(PRATELLI, 2005). Enquanto o CPV causa sinais freqlientemente severos e fatais, o
CCoV causa doenga mais branda ou infec¢bes subclinicas, e na auséncia de infecgdes
secundaérias, os filhotes se recuperam em poucos dias (PRATELLI et al., 1999).

No Brasil, relatos clinicos e patoldgicos, alem de alguns estudos soroldgicos,
indicam que essas viroses caninas ocorrem com freqiiéncia. No entanto sdo escassos 0S
relatos a respeito de infecgdo natural e estudos sistematicos de prevaléncia de anticorpos
contra esses virus na populagdo canina do pais.

O presente trabalho teve como objetivo inicial a determinacdo da prevaléncia de
anticorpos contra esses agentes na populacdo de cdes de Santa Maria, RS. No entanto, por
ocasido da padronizacdo das técnicas soroldgicas e expansdo dos cultivos celulares para
amplificacdo dos virus e realizacdo dos testes de soroneutralizacdo viral, identificou-se a
contaminacéo das células MDCK com o virus da diarréia viral bovina (BVDV).

A contaminacdo de cultivos celulares com virus adventicios se constitui em um
grande problema para laboratérios que utilizam células de cultivo para diagnostico,
pesquisa e producdo de imunobiologicos (FROMMER et al., 1993). Embora
contaminagfes com varios virus ja tenham sido relatadas, o BVDV é considerado o
principal contaminante de cultivos celulares (BOLIN et al., 1994, WESSMAN &
LEVINGS, 1999; AUDET et al., 2000). A origem mais comum da contaminacgdo pelo
BVDV é o soro fetal bovino (SBF) utilizado como promotor de crescimento celular
(LEVINGS & WESSMAN, 1991; AUDET et al., 2000). O BVDV é um virus RNA de fita
simples, polaridade positiva, com envelope, pertencente a familia Flaviviridae, género
pestivirus e esta amplamente distribuido na populacéo bovina (BAKER, 1995).

A contaminacdo inadvertida de cultivos celulares com o BVDV pode interferir em
resultados de diagnostico e pesquisa, aléem de resultar em contaminagdo de estoques de
outros virus amplificados nesses cultivos (BOLIN et al., 1991). Por essas raz@es, o risco de
contaminacgdo de cultivos celulares pelo BVDV e outros pestivirus tem merecido especial
atencdo e monitoramento continuos (BOLIN et al.,, 1991; FROMMER et al., 1993;
AUDET et al., 2000). Ndo obstante, contaminacdes acidentais pelo BVDV continuam a
ocorrer e grande parte das células depositadas nos bancos comerciais de linhagens
celulares encontra-se contaminada (NUTTALL et al., 1977; BOLIN et al., 1994).
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A obtencdo de linhagens celulares resistentes aos pestivirus, porém susceptiveis a
outros virus de interesse, surgiu como uma alternativa para a problematica dessas
contamina¢6es. Uma linhagem de células de rim de bovino resistente ao BVDV (CRIB) foi
obtida a partir da linhagem universal MDBK. Essa linhagem tem sido utilizada por vérios
laboratorios em diagnostico viroldgico e pesquisa para multiplicagdo de outros virus e
inclusive para a producao de vacinas.

Utilizando-se a mesma metodologia descrita por FLORES & DONIS (1995) para a
obtencgéo da linhagem CRIB, procurou-se obter linhagens celulares livres e resistentes ao
BVDV. Essas linhagens foram obtidas a partir das linhagens parentais de origem canina
(MDCK), suina (PK-15) e de coelhos (RK-13) previamente contaminadas com o BVDV.
As células MDCK resistentes ao BVDV demonstraram a sua utilidade ao serem utilizadas
para multiplicacdo de virus caninos e testes de soroneutralizacdo viral, métodos
empregados no estudo soroldgico realizado como parte desse trabalho.

Essa dissertacdo divide-se em dois capitulos: o capitulo 1 relata um inquérito
soroldgico das principais infeccdes viricas de cdes de Santa Maria, RS; o capitulo 2
descreve a producgéo e caracterizagdo de linhagens celulares resistentes ao BVDV, um

importante contaminante de cultivos celulares.



2. CAPITULO 1

Soroprevaléncia das infec¢des pelo virus da cinomose, parvovirus canino, adenovirus

canino e coronavirus canino em cées de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

Seroprevalence of canine distemper virus, canine parvovirus, canine adenovirus and canine

coronavirus infections in dogs of Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil.

Renata Dezengrini', Sara Campos da Silva?, Diego Gustavo Diel*, Erika Toledo da

Fonseca®, Rudi Weiblen®, Eduardo Furtado Flores®”

(Artigo submetido a revista Ciéncia Rural, 2006).

'Programa de Pés-graduacdo em Medicina Veterinria, Universidade Federal de Santa Maria
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2Curso de Medicina Veterinaria, UFSM, Santa Maria, RS, Brasil.

3Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias Rurais

(CCR), UFSM, Santa Maria, RS, Brasil. Foneffax: 55-3220-8034. E-mail:

flores@ccr.ufsm.br. *Autor para correspondéncia.
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RESUMO

As infeccbes pelo virus da cinomose (CDV), parvovirus (CPV), adenovirus (CAV) e
coronavirus (CCoV) sdo importantes causas de morbidade e de mortalidade em cées em todo
o0 mundo. Estudos clinico-patoldgicos e sorologicos tém demonstrado que esses virus estao
presentes na populacdo canina do Brasil, porém pouco se sabe sobre a sua incidéncia e
prevaléncia. O presente trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia de anticorpos
contra esses virus na populacéo canina de Santa Maria, RS, Brasil. Para isso, amostras de
sangue de 817 cées ndo-vacinados foram coletadas em 14 bairros durante a Campanha de
vacinagao anti-rabica de 2004 e 2005 e testadas pela técnica de soroneutralizacdo (CDV,
CAV e CCoV) ou inibicdo da hemaglutinacdo (CPV). Anticorpos contra o CDV foram
detectados em 27,3% (223/817) das amostras, contra 0 CPV em 68,7% (561/817), contra o
CAV em 43% (353/817) e contra o CCoV em 50,4% (412/817) dos cées. Observou-se um
aumento gradativo da prevaléncia de anticorpos de acordo com a idade para o CDV, CAV e
CCoV. Os indices de positividade para o CPV, CAV e CCoV foram um pouco superiores
entre machos, e semelhantes entre os sexos para o CDV. Os animais que convivem com
outros cées em casa Ou ha rua apresentaram prevaléncia maior de anticorpos para o CDV e
CCoV do que cé@es sem contato ou convivio, enquanto para o CPV e CAV nado houve
diferenca. Esses resultados demonstram que esses virus estdo difundidos na populacéo
canina dos bairros da cidade. Por outro lado, demonstram também que uma parte
consideravel da populacdo € soronegativa e, portanto, esta desprotegida frente a esses
agentes, indicando a necessidade de se ampliar os programas de vacinacao.
Palavras-chave: virus da cinomose, parvovirus, adenovirus, coronavirus, caes,

epidemiologia, soroprevaléncia.
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ABSTRACT

Canine distemper virus (CDV), parvovirus (CPV), adenovirus (CAV) and coronavirus
(CCoV) infections have been associated with significant morbidity and mortality among dogs
worldwide. Clinico-pathologic and serologic studies have demonstrated the presence of these
infections in the canine population of Brazil, yet incidence and prevalence data are scarce.
The aim of the present study was to determine the prevalence of antibodies against these
viruses in the canine population of Santa Maria, RS, Brazil. To this purpose, 817 blood
samples were collected from non-vaccinated dogs of 14 neighborhoods during the 2004 and
2005 rabies vaccination campaign and tested by virus neutralization (CDV, CAV and CCoV)
and by hemagglutining inhibition (CPV). Antibodies to CDV were detected in 27.3%
(223/817) of the samples, to CPV in 68.7% (561/817), to CAV in 43% (353/817) and to CCoV
in 50.4% (412/817) of the dogs. An increase in seropositivity related to age was observed for
CDV, CAV e CCoV. The seropositivity to CPV, CAV and CCoV was higher in males, while no
differences between genders were observed to CDV. Higher prevalences to CDV and CCoV
were observed among dogs having contact with other house or street dogs, while no
differences in seropositivity were observed for CPV and CAV. These results indicate that
CDV, CPV, CAV and CCoV infections are spread out among dogs in Santa Maria.
Nonetheless, a significant part of the population is still seronegative and therefore
unprotected against these viruses. This indicates a need for extending the vaccination
programs to these viral infections.
Keywords: canine distemper virus, parvovirus, adenovirus, coronavirus, dogs, epidemiology,

prevalence.

INTRODUCAO

O conhecimento da prevaléncia e da distribuicdo das infecgcfes virais de animais de
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companhia possui grande utilidade para indicar a necessidade de vacinacdo e direcionar
medidas de controle (MURPHY et al., 1999). O uso sistemético de vacinas contra o virus da
cinomose (CDV), o parvovirus (CPV), o adenovirus (CAV) e o coronavirus (CCoV) tem
reduzido a incidéncia dessas infec¢Bes e a circulagdo de virus na populacdo canina em todo o
mundo. Entretanto, alguns fatores como a persisténcia dos virus no ambiente e em animais
portadores, 0 aparecimento de novas cepas e o0 desenvolvimento de infec¢do e doengca mesmo
em animais vacinados, tém contribuido para a manutencao do carater enzo6tico dessas viroses
e a ocorréncia ocasional de surtos (BOHM et al., 2004).

O virus da cinomose (CDV) é um virus RNA de fita simples e polaridade negativa,
com envelope, pertencente ao género morbilivirus, familia Paramyxoviridae (MAES et al.,
2003). O CDV ¢ transmitido principalmente por aerosséis e pode ser excretado na urina por
até trés meses apos o final da fase aguda da infeccdo (BLIXENKRONE-MOLLER et al.,
1993). A enfermidade caracteriza-se por febre bifésica, lesdes cutaneas, sinais respiratorios e
neuroldgicos e ocorre com maior freqiiéncia em filhotes com trés a seis meses de idade. Os
sinais clinicos variam de acordo com a viruléncia da cepa, status imunitario e com a idade dos
cdes (MAES et al., 2003). A infeccdo pelo CDV possui distribuicdo mundial e surtos tém sido
relatados na Europa (BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993; EK-KOMMONEN et al.,
1997) e Estados Unidos (PATRONEK et al., 1995; MAES et al., 2003). No Brasil, alguns
relatos clinico-patoldgicos e soroldgicos indicam a presenca da infecgdo na populagdo canina.
Um estudo realizado no Departamento de Patologia Veterinaria da UFSM entre 1985 e 1997
revelou que entre 2136 cédes necropsiados, 250 (11,7%) apresentaram corpusculos de incluséo
compativeis com os produzidos pelo CDV no sistema nervoso central (SNC), bexiga urinéria,
pulm@o, estdbmago, rins e tonsilas (HEADLEY & GRACA, 2000). Em Porto Alegre, RS, um
estudo soroldgico em 142 amostras coletadas de cées de rua detectou 30 (21,1%) positivas

para a cepa Rockborn e sete (5,7%) positivas para a cepa Snyder Hill (SCHMIDT et al.,
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2004). Em S&o Paulo, de 248 amostras de SNC de cées com sinais neurologicos, negativas
para raiva, 47 (18,9%) foram positivas para antigenos do CDV por imunofluorescéncia
(SILVA et al., 2004).

O parvovirus canino (CPV) é um virus DNA de fita simples, sem envelope,
hemaglutinante, pertencente ao género parvovirus da familia Parvoviridae. Dois tipos de CPV
ja foram identificados, o0 CPV-1 e o CPV-2. O CPV-1 causa diarréia leve, enquanto o CPV-2
é responsavel por miocardite e gastroenterite hemorragica em filhotes entre seis semanas e
seis meses de idade. O CPV-2 foi sendo substituido gradativamente na populagdo canina por
novas variantes antigénicas, ou bidtipos, designados CPV2a e CPV2b (PRATELLI et al.,
2001a) e um terceiro biodtipo, o CPV-2c, ja foi identificado (NAKAMURA et al., 2004;
MARTELLA et al., 2004). A distribuicdo mundial da parvovirose canina deve-se em parte ao
grande periodo de excrecdo viral nas fezes e a grande resisténcia do virus no ambiente
(BOHM et al., 2004). Desde os primeiros relatos da ocorréncia da doenga no Brasil
(ANGELO et al., 1980; HAGIWARA et al., 1980), o CPV vem se mantendo endémico na
populacdo canina. Em Santa Maria, 836 amostras de soro canino foram testadas por inibicdo
da hemaglutinacédo (HI), detectando-se 795 (95,1%) positivas (BARCELOS et al., 1988). Um
inquérito soroldgico realizado em Passo Fundo, RS, com 121 amostras revelou 94% positivas
para 0 CPV (FRANDALOSO et al., 2004). No Rio de Janeiro, 148 (46,2%) de 320 amostras
fecais de cées foram positivas para 0 CPV-2 por PCR (MIRANDA et al., 2004).

O adenovirus canino (CAV) é um virus DNA de fita dupla, sem envelope, pertencente
ao género mastadenovirus, familia Adenoviridae. Dois tipos de CAV ja foram identificados, o
CAV-1e o0 CAV-2 (HU et al., 2001). O CAV-1 ¢ o0 agente da hepatite infecciosa canina, uma
doenca de caréater superagudo, agudo ou crénico, caracterizada por febre, vomito, diarréia, dor
abdominal, diatese hemorrdgica, ictericia, sinais oculares e encefalopatia. A infeccdo

geralmente é subclinica, porém o virus pode ser excretado por mais de seis meses na urina
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(CAUDELL et al., 2005). O CAV-2 é um dos agentes virais envolvidos na etiologia da
traqueobronquite infecciosa. O virus é transmitido através de aerossois e ndo causa doenca
sisttmica (HU et al.,, 2001). O CAV-1 e o CAV-2 sdo relacionados antigenicamente e
apresentam reatividade soroldgica cruzada, o que possibilita o uso de cepas do CAV-2 para a
producdo de vacinas, ja que cepas de CAV-1 podem causar lesGes oculares e renais pos-
vacinais (BASS et al., 1980). Acredita-se que a infeccdo pelo CAV possua distribuicdo
mundial, porém séo escassos 0s relatos de ocorréncia e prevaléncia da infeccdo no Brasil e em
outros paises.

O coronavirus canino (CCoV) € um virus RNA de fita simples, polaridade positiva,
com envelope, pertencente ao género coronavirus, familia Coronaviridae. O CCoV tem sido
associado a surtos esporadicos de gastroenterite leve a moderada em cées de todas as idades.
No entanto, os filhotes apresentam quadro clinico mais severo, cursando com anorexia,
depressdo, vomito e diarréia, que persistem por sete a dez dias (PRATELLI, 2002). Quando a
infeccdo ocorre associada com a parvovirose, a gastroenterite é severa e freqlientemente fatal
para os filhotes (PRATELLI et al., 1999). Surtos causados pelo coronavirus, isolado ou em
associacdo com outros agentes, tém sido relatados em véarios paises. Os indices de
soropositividade relatados nas populacdes caninas sdo variaveis, entre 15,8% na Australia
(NAYLOR et al., 2001) e 90,8% na Italia (PRATELLI et al., 2002). No Brasil, estudos
soroldgicos para 0 CCoV sdo escassos, entretanto um estudo por RT-PCR detectou 0 RNA
viral em trés (20%) das 15 amostras de fezes caninas testadas (MOSCA et al., 2002).

A vacinagédo tem sido utilizada com relativo sucesso para o controle das principais
doencas viricas de cdes, incluindo as causadas pelo CDV, CPV, CAV e CCoV. No entanto, a
escassez de estudos epidemioldgicos e conseqiientemente de informacdes sobre a ocorréncia
dessas infecgdes dificulta a adocdo de outras estratégias de controle. Tendo em vista a

importancia dessas infeccdes para a espécie canina, o presente estudo teve como objetivo
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determinar a prevaléncia de anticorpos contra o CDV, CPV, CAV e CCoV, e assim estimar-se

a importancia sanitaria desses virus na populacdo canina de Santa Maria, Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Amostras de sangue de 817 cédes de diferentes idades e ragas, sem historico de
vacinacgdo contra o CDV, CPV, CAV e CCoV foram coletadas em 14 bairros da cidade de
Santa Maria durante a campanha de vacinacdo anti-rabica de 2004 e 2005, promovida pelo
curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Para garantir
que animais vacinados ndo fossem coletados, foi aplicado um questionario aos proprietarios, e
0s cdes ja vacinados para os referidos virus foram descartados. Apds a retragdo do coagulo, as
amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 x g, o soro foi coletado, inativado por 30
minutos a 56°C e armazenado a —20°C até ser testado.
Células e virus

Para amplificacdo dos virus e realizacdo dos testes de soroneutralizagdo (SN),
utilizaram-se células CRFK (Crandell feline kidney; ATCC, CCL-94) para o CPV e CCoV e
células MDCK (Madin Darby canine kidney; ATCC, CCL-34) para 0 CDV e CAV. As
células foram cultivadas em meio essencial minimo (MEM?) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, acrescido de antibioticos (estreptomicina 0,4 mg/mL; penicilina 1,6mg/mL) e
antifugico (fungizona 0,0025 mg/mL). As cepas vacinais do CDV e CAV-2 foram cedidas
pelo Dr. Paulo Roehe (Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor; IPVDF,
Eldorado do Sul, RS); a cepa 1271 do CPV-2 foi obtida no Laboratério de Virologia
Molecular Animal da Universidade Federal de Vigosa, MG (LVMA/BIOAGRO/UFV). A
cepa MAV #795 do CCoV foi cedida pelo Dr. Edward J. Dubovi (Diagnostic Laboratory,
College of Veterinary Medicine, Cornell University, Ithaca, NY, USA).

Testes soroldgicos
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Os testes de SN para a deteccdo de anticorpos contra 0 CDV, CAV e CCoV foram
realizados conforme a metodologia descrita por APPEL & ROBSON (1973), BOLM et al.
(2004) e PRATELLLI et al. (2002), respectivamente. As amostras de soro foram diluidas (1:5
até 1:640) e incubadas com 100 a 200 doses infectantes para 50% dos cultivos celulares
(DICCsp) das cepas do CDV, CAV-2 ou CcoV. Amostras positivas e negativas de soro foram
incluidas em cada teste. Os testes de SN foram interpretados ap6s 96 h de incubacgdo. Para a
deteccdo de anticorpos contra o CPV, utilizou-se a técnica de inibicdo da hemaglutinacdo
(HI), realizada de acordo com CHARMICHAEL et al. (1980). Para isso, incubaram-se
diluicOes seriadas de soro (1:10 até 1:10240) com 8 unidades hemaglutinantes (UHA) da cepa
1271 (CPV-2), com uma suspensdo de eritrocitos de suino a 0,75%. Os titulos de anticorpos
foram considerados a reciproca da maior dilui¢do do soro capaz de prevenir a replicagdo viral

(CDV, CAV, CCoV) ou hemaglutinacdo (CPV).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho representa o inicio de um estudo sistematico designado a obter
informacdes epidemioldgicas sobre as principais viroses de cdes na cidade de Santa Maria,
RS. O conhecimento da prevaléncia e distribuicdo espacial, identificagdo das amostras de
virus circulantes e dos fatores de risco associados as infecgdes podem auxiliar no
planejamento de estratégias de controle, incluindo a vacinacdo. A necessidade ou ndo de
vacinar-se para determinados virus, inclusdo ou exclusdo de determinadas cepas nas
formulacgdes vacinais e adequacao da idade minima e dos intervalos entre vacinac@es, estdo
entre as medidas a serem eventualmente recomendadas a partir dos resultados desses estudos.

A tabela 1 apresenta os resultados dos testes soroldgicos para o CDV, CPV, CAV e
CCoV por bairro ou local de coleta; a tabela 2 apresenta a distribuicdo das amostras positivas

por idade, sexo e fator de risco (contato/convivéncia com outros animais). A Figura 1



23

apresenta o resultado integrado dos testes sorologicos para 0s quatro agentes pesquisados. As
frequéncias dos titulos de anticorpos para cada um dos virus estudados estdo apresentadas na
Figura 2.

A amostragem apresentou uma disparidade em relacdo ao numero de amostras
coletadas por bairro (Tabela 1). Alguns bairros contribuiram com um ndmero maior de
amostras (Nova Santa Marta, n=215 e Santa Marta, n=146), enquanto um numero pequeno de
amostras foi coletado em outros locais. Essa disparidade numérica entre os diferentes bairros
deve ser considerada na avaliacdo/interpretacdo dos resultados sorolégicos. Ou seja, 0
percentual de soropositividade geral pode ter sido influenciado pelos indices detectados nos
bairros que contribuiram com o nimero maior de amostras. Deve-se ressaltar também que as
coletas foram realizadas preferencialmente em bairros de periferia, que possuem condic¢oes
socio-econdmicas baixas. Essa medida foi adotada para se obter um ndmero maior de
amostras de cdes nao-vacinados, o que seria mais dificil em bairros de situagdo sécio-
econdmica melhor. Mesmo assim, o questionario aplicado revelou que uma parcela
consideravel dos cées desses bairros de periferia apresentava histérico de vacinagdo para esses
virus (dados ndo mostrados).

Os indices de soropositividade para 0s quatro agentes variaram amplamente entre o0s
bairros. Anticorpos contra o CDV foram detectados em 27,3% das amostras (variagdo entre
13,6 e 37%); contra 0 CPV em 68,7% (45,8 a 79,2%); contra 0 CAV 43% (4,5 a 71%) e
contra 0 CCoV em 50,4% (21 a 81,8%) (Tabela 1). Essas variacgdes, ressalvadas as causadas
por possiveis distorcGes de amostragem, podem refletir diferencas epidemioldgicas entre as
subpopulagdes estudadas.

A maioria dos cdes coletados apresentou anticorpos para mais de um agente (Figura 1)
e 61 (7,5%) amostras foram negativas para anticorpos contra 0s quatro virus. Portanto, 756

(92,5%) cées apresentaram anticorpos contra um ou mais de um dos agentes pesquisados.
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Dentre 817 amostras, 232 apresentaram anticorpos contra um dos virus, e 527 apresentaram
anticorpos para dois, trés ou contra todos 0s virus pesquisados.

Dentre os virus pesquisados, 0 que apresentou maior soroprevaléncia foi o CPV
(68,7%), sequido pelo CCoV (50,4%), CAV (43%) e CDV (27,3%). Esses resultados
confirmam a grande disseminacdo e prevaléncia do CPV na populacdo canina (GARCIA et
al., 2002). Algumas caracteristicas epidemioldgicas do agente, como a grande quantidade de
particulas viricas excretadas, periodo de excrecdo e, sobretudo, a grande resisténcia do agente
no ambiente podem explicar a maior prevaléncia da infeccéo pelo CPV (BOHM et al., 2004).
Anticorpos contra 0 CPV foram detectados em 561 amostras, dentre as quais 427 (76%)
também apresentaram anticorpos contra um ou mais dos virus para os quais foram testadas
(Figura 1).

O presente estudo detectou niveis mais baixos de soropositividade ao CPV,
comparando-se com estudos anteriores em Santa Maria (BARCELOS et al., 1988) e Passo
Fundo (FRANDALOSO et al., 2004), que relataram aproximadamente 95% de soropositivos.
Essa diferenca pode ser explicada, em parte, pelo diferente status vacinal das populacfes
amostradas. Ao contrario dos estudos anteriores, o presente trabalho testou somente cées sem
historico de vacinagdo contra esse virus. Nos estudos anteriores, essa distingdo ndo foi
realizada no momento da coleta e provavelmente parte das amostras positivas referia-se a
titulos vacinais e ndo resultado de infec¢do natural. Os estudos anteriores incluiram também
coletas nas regides centrais das cidades, onde a percentagem de cdes vacinados também é
provavelmente maior. Reforcando essa hipoOtese, a grande frequéncia de titulos altos
detectados neste estudo (Figura 2B), ao contrario de estudos anteriores, indica que a sorologia
positiva detectada resulta de infec¢do natural e ndo de vacinagdo, que geralmente induz titulos
inferiores (PRATELLI et al., 200l1a). Portanto, o0s resultados do presente estudo

provavelmente sdo mais proximos da real prevaléncia da infeccdo natural pelo CPV na
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populacdo canina da cidade. E possivel também que o uso continuo da vacinagdo em grande
parte da populacdo canina durante décadas tenha contribuido para uma reducédo na circulagao
de virus e consequentemente da incidéncia da infec¢do, conforme descrito anteriormente
(McCAW et al.,1998).

A prevaléncia de anticorpos contra 0 CDV foi semelhante aos 21,1% detectados para a
cepa vacinal Rockborn em Porto Alegre (SCHMIDT et al., 2004). Esses autores relataram
variagOes na prevaléncia quando as amostras foram testadas com diferentes cepas vacinais e
isolados brasileiros do CDV, demonstrando a existéncia de diferencas antigénicas importantes
entre as cepas de referéncia e isolados locais. Essas diferencas podem ter implicagdes para o
diagndstico e também para a eficacia das vacinas. A prevaléncia da infeccdo pelo CDV
confirma a presenca do agente em nosso meio, fato ja documentado pela casuistica de
cinomose relatada por clinicos locais, e também pelos resultados de pesquisa realizada em
caes necropsiados no Departamento de Patologia Veterinaria da UFSM (HEADLEY &
GRACA, 2000).

Embora relatos clinico-patolégicos com ou sem confirmagdo viroldgica e/ou
soroldgica indiquem que a infeccdo pelo CAV esta amplamente distribuida na populacéo
canina, dados soroldgicos sobre prevaléncia e distribuicdo sdo escassos no Brasil. Um estudo
realizado com 4.660 cédes necropsiados entre 1970 e 2000 no Departamento de Patologia
Veterinaria da UFSM relatou 42 casos de hepatite infecciosa canina (ROZZA, 2003). Os
resultados do presente estudo corroboram as observagdes clinico-patoldgicas em cédes da
populacdo estudada e indicam que a infeccdo pelo CAV esta presente e provavelmente tem
afetado uma parcela significativa de animais. No entanto, a auséncia de historico mais
frequente de doenca indica que grande parte das infeccBes é subclinica, situacdo ja bem
documentada (BOHM et al., 2004). A infeccdo pelo CAV-2, que causa traqueobronquite

infecciosa, também € freqtiente. Além de indicar que a infecgdo estd amplamente difundida na
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populacdo canina, os resultados obtidos demonstram que grande parte da populacdo esta
desprotegida (soronegativa), o que favorece a continua circulacdo do virus e a ocorréncia de
doenca. Dentre 353 amostras positivas para anticorpos contra o CAV, 87% (308) também
foram positivas para um ou mais dos outros trés virus pesquisados (Figura 1). A vacinagdo
macica, com vacinas contendo o CAV-2 poderia reduzir a parcela susceptivel da populacédo e
assim desfavorecer a circulagdo do virus (BOHM et al., 2004).

Embora o CCoV seja responsavel por infec¢do assintomatica ou gastroenterite leve a
moderada, esse virus é considerado um importante patégeno canino e causa mortalidade
qguando a infeccdo ocorre associada a outros agentes virais (PRATELLI et al., 1999;
PRATELLI et al., 2001b; DECARO et al., 2004). Embora com menor prevaléncia que o CPV,
foi demonstrado que a infeccdo pelo CCoV é frequente entre os cdes da cidade. Nesse sentido,
observou-se que 35,5% (290) dos cées apresentavam anticorpos contra 0 CPV e o CCoV. Em
areas onde o CCoV ¢é enzodtico e a vacinagdo contra 0 agente ndo é uma pratica freqiente, a
co-infeccdo com outros agentes como o CDV, CPV ou CAV-1, pode levar a altos indices de
mortalidade em canis e abrigos de animais. Dentre as amostras positivas para anticorpos
contra 0 CCoV, 89% (368/412) também apresentaram anticorpos contra pelo menos um dos
virus pesquisados (Figura 1). Dados de prevaléncia do CCoV no Brasil sdo escassos, ndo
existindo também estudos anteriores de prevaléncia de anticorpos para o virus em Santa
Maria.

Na tentativa de se identificar possiveis fatores de risco associados com as infec¢Bes
estudadas, aplicou-se um questionario com as informacdes relativas a idade, sexo e grau de
convivéncia com outros cdes. O indice inferior de soropositividade nos cdes jovens
provavelmente reflete uma menor exposicdo ao agente, comparando-se com animais mais
idosos (Tabela 2). A soropositividade aumentou com a idade para o CDV (entre 14,3 e

38,6%), excluindo-se os cées entre dois e trés anos que apresentaram 21% de prevaléncia
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(Tabela 2). Os indices de positividade para o0 CPV mantiveram-se em niveis pouco variaveis
nas diferentes faixas etérias (entre 63,6 e 72%). Em geral, a soropositividade para 0 CAV
apresentou um aumento gradativo com a idade (30,2% entre cdes com idade inferior a um ano
a 58,7% entre animais com mais de cinco anos), provavelmente refletindo uma exposicéo
maior ao agente (Tabela 2). Com relacdo a idade, cdes com idade inferior a um ano
apresentaram uma soropositividade menor (45%) para o CCoV e pequenas variacfes na
soroprevaléncia também foram observadas de acordo com a idade (Tabela 2).

Os machos apresentaram prevaléncia de anticorpos superior a das fémeas contra o
CPV, CAV e CCoV. O sexo é considerado um fator de risco devido ao comportamento
diferente observado entre machos e fémeas. As fémeas geralmente tém menor contato com
outros cdes, contato esse que é restrito aos cdes de convivio na residéncia e filhotes, enquanto
que 0s machos tendem a ter maior contato com outros caes fora da residéncia. Para o CDV, 0s
indices de soropositividade foram semelhantes entre os sexos, corroborando outros estudos
que observaram que ndo héa alteragdes significativas na prevaléncia do CDV entre machos e
fémeas (PATRONEK et al., 1995; HEADLEY & GRACA, 2000) (Tabela 2).

Para 0 CPV e CAV, ndo se observou diferencas entre os cdes que tém contato ou
convivio com outros caes em relacdo aos animais que ndo tém contato. Para o CDV e CCoV,
0s cdes que tém contato ou convivio com outros cdes apresentaram uma soroprevaléncia
relativamente maior (Tabela 2). Esses dados devem ser interpretados com cautela, pois é
possivel que parte das informacGes fornecidas em relagdo a esse fator de risco nao reflita
fielmente a realidade, ndo permitindo uma interpretagéo correta e extrapolacao dos resultados.
No caso dessa diferenca ser real, algumas caracteristicas epidemioldgicas de cada infec¢do
podem explica-la parcialmente. Os altos titulos virais excretados, o longo periodo de
eliminacdo e a grande resisténcia dos agentes no ambiente fazem com que o contato direto

ndo seja o Unico meio de transmissao e disseminacdo do CPV e CAV. Por isso, a infeccdo se
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disseminaria independentemente de convivio mais estreito entre animais, 0 que explicaria 0s
valores semelhantes de soropositividade entre os dois grupos de cdes (com e sem convivio).
Por outro lado, a excregdo viral em titulos mais baixos, a necessidade de contato direto para
transmissdo, assim como a menor resisténcia dos agentes no ambiente, explicariam a
diferenca de soroprevaléncia para o CDV e CCoV entre 0s grupos, sendo que o0s
expostos/com convivio apresentaram indices maiores.

A freqliéncia dos titulos de anticorpos também apresentou padrdes de distribuicdo
diferentes entre os virus. No caso do CPV, pode-se observar uma concentracdo consideravel
de animais com titulos altos, o que é caracteristico de exposicdo natural ao agente
(PRATELLI et al., 2001a). Titulos moderados e baixos foram observados com menor
frequéncia. A distribuicdo dos titulos para o CDV e CAV foi irregular, ndo apresentando uma
tendéncia clara de aumento ou reducdo da freqiiéncia de acordo com a magnitude da resposta
soroldgica. A distribuicdo irregular dos titulos de anticorpos entre os cdes para 0 CAV deve-
se, em parte, a reatividade soroldgica cruzada existente entre CAV-1 e CAV-2 e, portanto a
deteccdo de anticorpos produzidos contra os dois agentes utilizando-se uma cepa de CAV-2
nos testes soroldgicos (Figura 2C). No caso do CDV, a variabilidade individual da resposta
imunolégica a infeccdo e também a existéncia de diferentes sorotipos circulando na populacdo
podem explicar a distribuicdo irregular dos titulos (Figura 2A). A grande concentracdo de
amostras com titulos baixos (5, 10) contra 0 CCoV provavelmente deve-se as caracteristicas
da resposta imunoldgica contra o agente. A infeccdo pelo CCoV geralmente induz titulos
baixos e de pouca duracdo, pois raramente ocorre disseminagdo sistémica do agente
(EUGSTER, 1992). Titulos moderados a altos foram detectados em frequéncias
progressivamente menores (Figura 2D).

Em resumo, os resultados apresentados nesse estudo demonstram que o CDV, CPV,

CAV e CCoV estdo circulando ativamente na populacdo canina dos bairros de Santa Maria.
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Os indices de prevaléncia indicam, no entanto, que grande parte da populacdo ainda é
soronegativa e, portanto susceptivel a esses virus. Esse alto percentual de animais
susceptiveis, associado a alta frequéncia das infeccdes, ao periodo em que cdes permanecem
excretando o virus, com a persisténcia ambiental desses agentes, fornecem condicdes ideais
para a continua circulacdo dos virus e para a perpetuacdo enzodtica dessas viroses na
populacdo (BOHM et al., 2004). Nesse sentido, somente um programa continuo de vacinagao
macica de cées jovens poderia produzir um aumento da imunidade da populacdo, resultando
na reducdo da circulacdo de virus e conseqlientemente na reducdo da ocorréncia da

enfermidade.
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Tabela 1. Anticorpos contra o virus da cinomose (CDV), parvovirus canino (CPV),

adenovirus canino (CAV) e coronavirus canino (CCoV) em cdes nao-vacinados de Santa

Maria, Rio Grande do Sul, BrasiL, de acordo com o bairro ou local de coleta.

Local de coleta/bairro  Numero de Positivas
amostras n(%)

CbhV CPV CAV CCoV
Camobi 88 18 (20,4) 60 (68,2) 45 (51,1) 31(35,2)
Trevo da Uglione 22 6 (27,3) 11 (50) 1(4,5) 9 (41)
Cohab Tancredo Neves 50 16 (32) 34 (68) 26 (52) 18 (36)
Boi Morto 37 10 (27) 21 (56,8) 16 (43) 12 (32,4)
Regimento Mallet 48 11(22,9)  35(72,9)  16(33,3) 20 (41,6)
Hipédromo 24 8 (33,3) 11 (45,8) 9 (37,5) 9 (37,5)
Cohab Santa Marta 146 54 (37) 88(60,3)  71(486) 90 (61,6)
Nova Santa Marta 215 56 (26) 171 (79,5) 78 (36,3) 122 (56,7)
Nonoai 19 7 (36,8) 13 (68,4) 7 (36,8) 4 (21)
Itararé 30 9 (30) 18 (60) 10 (33,3) 14 (46,7)
Cerro Azul 22 3 (13,6) 17 (77,3) 8 (36,4) 18 (81,8)
Vila Carolina 42 13 (30,9) 25 (59,5) 30 (71) 25 (59,5)
Vila Kennedy 21 3(14,3) 15 (71,4) 13 (61,9) 5(23,8)
Menino Deus 53 9(17) 42 (79,2) 23 (43,4) 35 (66)
TOTAL 817 223(27,3) 561 (68,7) 353 (43)  412(50,4)




34

Tabela 2. Anticorpos contra o virus da cinomose (CDV), parvovirus canino (CPV),
adenovirus canino (CAV) e coronavirus canino (CCoV) em cdes nao-vacinados de Santa

Maria, RS, Brasil, por atributo e fator de risco®.

Virus Idade (anos)” Sexo Convivio com
outros cées’
<1 1-2 2-3 3-5 >5 NI Macho Fémea Sim Nao

n=182 n=150 n=110 n=129 n=184 n=63 n=493 n=324 n=670 n=147

Cbv 143 273 21 28 386 413 27,6 26,8 28,4 21,8
CPV 69,2 72 709 674 636 714 70,4 64,8 68,9 67,3
CAV 30,2 34 382 52,7 58,7 39,7 48,3 34,3 43 41,5
CCoVv 45 41,3 50 55,8 57 57 52,7 46,9 51,3 449

#Percentagem de animais positivos.
PFaixas etarias: menos de 1 ano, 1 a2 anos, 2 a 3 anos, 3 a5 anos, mais de 5 anos. NI: ndo informado

“Convivio com outros cdes na residéncia, na rua ou ambos (sim ou n&o).
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Figura 1. Amostras positivas para anticorpos contra os virus da cinomose, parvovirus canino,

adenovirus canino e coronavirus canino, individuais e para mais de um virus.
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Figura 2. Frequéncia dos titulos de anticorpos contra o virus da cinomose (CDV; A), parvovirus canino
(CPV; B), adenovirus canino (CAV; C) e coronavirus canino (CCoV; D) em cdes ndo-vacinados de

Santa Maria, RS, Brasil. SN — soroneutralizagéo, HI — inibi¢do da hemaglutinacéo.
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RESUMO

A contaminacdo inadvertida de cultivos celulares com virus adventicios pode
representar um sério problema para o diagndstico virologico, pesquisa e producdo de
imunobioldgicos. O presente artigo relata a producdo e caracterizacdo de trés linhagens
celulares resistentes ao virus da Diarreéia Viral Bovina (BVDV), o principal virus
contaminante de cultivos celulares. As linhagens resistentes foram obtidas a partir das
células parentais (MDCK, Madin Darby canine kidney; PK-15, porcine kidney e RK-13,
rabbit kidney) que estavam contaminadas com o BVDV. Essas células foram submetidas a
quatro ciclos de infeccdo com uma cepa citolitica de BVDV. As células que sobreviveram a
infeccdo litica foram clonadas, expandidas e testadas para a sua susceptibilidade ao BVDV e
a outros virus de interesse. A resisténcia ao BVDV foi investigada pela pesquisa de antigenos
virais por imunofluorescéncia indireta e por co-cultivo com células susceptiveis apos a
inoculacéo do virus em altos titulos. As trés linhagens celulares demonstraram ser resistentes
a trés cepas-padréo (Singer, NADL e Oregon) e a 10 isolados de campo do BVDV. A
inoculacdo do BVDV com uma multiplicidade de infeccdo de 10 DICCsp/célula resultou em
frequiéncias de infeccdo de <10~ para as células MDCK-R e PK-15R; e de 3,3x10™ para as
células RK-13R. Comparando-se com as células parentais, verificou-se que as linhagens
resistentes séo >10.000 (MDCK-R), >20.000 (PK-15R) e 600 (RK-13R) vezes menos
susceptiveis ao BVDV. A inoculacdo do virus nas ceélulas resistentes na presenca de
polietilenoglicol (PEG) resultou em um aumento na susceptibilidade das células na ordem de
>437 (MDCK-R), >346 (PK-15R) e 87 vezes (RK-13R). Esses resultados indicam que a
resisténcia dessas linhagens ao BVDV reside em um bloqueio na penetracdo do virus, que
pode ser parcialmente revertido pela adicdo do PEG. Por outro lado, cada linhagem
resistente conservou a susceptibilidade a outros trés virus que replicam nas células parentais.

Essas caracteristicas tornam essas linhagens celulares Uteis para o diagnostico,



39

multiplicacdo de virus e producdo de vacinas, sem o risco de contaminagdo acidental com o
BVDV.
Palavras-chave: virus da Diarréia Viral Bovina, BVDV, contaminacdo celular, pestivirus,

células resistentes.

ABSTRACT

The inadverted contamination of cultured cells with adventitious viruses may
represent a serious problem for diagnostic virology, research and production of biologicals.
This article reports the production and characterization of three cell lines resistant to bovine
viral diarrhea virus (BVDV), the main viral contaminant of cultured cells. The resistant cells
were obtained out of each parental cell line (MDCK, Madin Darby canine kidney; PK-15,
porcine kidney and RK-13, rabbit kidney) that were already contaminated with BVDV.
Initially, the cells were submitted to four rounds of infection with a highly cytolytic BVDV
strain. The cells surviving the infection were then cloned out, expanded, and assayed for their
susceptibility to BVDV. The resistance was investigated by searching for viral antigens by
immunofluorescence and by cocultivation with susceptible cells following inoculation of
BVDV at high titers. All three cell lines were resistant to three standard BVDV strains
(Singer, NADL e Oregon) and to 10 field isolates. Inoculation of BVDV at a multiplicity of
infection of 10 TCIDso/cell resulted in frequencies of infection of <10™ for MDCK-R and PK-
15R cells and of 3,3x10™ for RK-13R cells. Compared to the parental ones, the resistant cells
were >10.000 (MDCK-R), >20.000 (PK-15R) and 600 (RK-13R) times less susceptible to
BVDV. Inoculation of BVDV in the resistant cells in the presence of polyethylene-glycol
(PEG) resulted in an increase in susceptibility in the order of >437 (MDCK-R), >346 (PK-
15R) e 87 (RK-13R) times. These results indicate that resistance of these cell lines is probably

due to a block in viral entry which can be partially overcome by addition of PEG. On the
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other hand, each resistant cell line retained the susceptibility to three other viruses which
replicate in the parental cells. Thus, these cells may be useful for virology diagnostic, virus
propagation and for vaccine production, without the risk of being inadvertedly contaminated
with BVDV.

Keywords: bovine viral diarrhea virus, BVDV, cell contamination, pestivirus, resistant cells.

INTRODUCAO

A contaminagdo de cultivos celulares com virus adventicios se constitui em um grande
problema para laboratérios que utilizam células de cultivo para diagndstico, pesquisa e
producgdo de imunobioldgicos (FROMMER et al., 1993). Embora contaminagdes com VArios
virus ja tenham sido relatadas, o virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) € considerado o
principal contaminante de cultivos celulares (NUTTALL et al, 1977; LEVINGS &
WESSMAN, 1991; BOLIN et al., 1994). A origem mais comum da contaminagdo pelo
BVDV é o soro fetal bovino (SFB), utilizado como promotor de crescimento celular
(LEVINGS & WESSMAN, 1991).

O BVDV é um virus RNA de fita simples, polaridade positiva, com envelope,
pertencente a familia Flaviviridae, género pestivirus e estd amplamente distribuido na
populacdo bovina (BAKER, 1995). Fetos bovinos infectados pelo BVDV entre os dias 40 e
120 de gestacdo freqiientemente tornam-se persistentemente infectados e contém altos titulos
do virus no sangue (BAKER, 1995). Como conseqiéncia, o soro coletado desses fetos contém
0 BVDV e se este soro for utilizado em cultivos resultard na sua contaminagdo (NUTTALL et
al., 1977; LEVINGS & WESSMAN, 1991). A problemaética de contaminacdo de cultivos
celulares pelo BVDV reveste-se de especial relevancia pelos seguintes aspectos: i. O SFB é o
principal promotor de crescimento de células de cultivo, e até o presente ndo existem

substitutivos a altura (WESSMAN & LEVINGS, 1999); ii. O BVDV é capaz de replicar em
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células de varias espécies in vitro, incluindo células de origem humana (NUTTALL et al.,
1977; BOLIN et al.,, 1994); e iii. Os isolados de BVDV que produzem infeccdo fetal
persistente e mais freqientemente estdo presentes no SFB ndo produzem citopatologia
detectavel nos cultivos (BOLIN et al., 1994). Por isso, as contaminagfes celulares pelo
BVDV e outros pestivirus sdo de dificil deteccdo, podendo passar indefinidamente
despercebidas (NUTTALL etal., 1977; LEVINGS & WESSMANN, 1991).

A contaminagdo inadvertida de cultivos celulares com o BVDV pode interferir em
resultados de diagndstico e pesquisa, além de resultar em contaminacao de estoques de outros
virus amplificados nesses cultivos (BOLIN et al., 1991). De especial interesse tem sido a
contaminacdo acidental de vacinas de uso humano e animal. Conseqiiéncias sérias & salde
animal decorrentes dessa contaminacdo ja foram relatadas (VANNIER et al., 1988;
WENSVOORT & TERPSTRA, 1988; KREEFT et al.,, 1990; LEVINGS & WESSMAN,
1991; AUDET et al., 2000; FALCONE et al., 2000; BARKEMA et al., 2001). Na Italia foi
relatado um surto que acometeu 70% dos bovinos que receberam uma vacina diferencial de
herpesvirus bovino (BHV-1) contaminada com o BVDV. Esses bovinos apresentaram sinais
respiratérios, gastrointestinais, diminuicdo na producdo de leite e emagrecimento
(BARKEMA et al., 2001). Suinos imunizados com uma vacina para o virus da Peste Suina
Classica (CSFV) contaminada com o BVDV apresentaram sinais clinicos indistinguiveis de
Peste Suina Classica (WENSVOORT & TERPSTRA, 1988). Por essas razfes, 0 risco de
contaminacdo de cultivos celulares pelo BVDV e outros pestivirus tem merecido especial
atencdo, exigindo cuidados e monitoramento continuos (BOLIN et al., 1991; FROMMER et
al., 1993; HARASAWA & MIZUSAWA, 1995; AUDET et al., 2000).

Controle da origem do soro, inativacdo de possiveis contaminantes por métodos
fisicos, pesquisa de virus e/ou produtos virais no SFB, tratamento do soro e celulas com

drogas antivirais, além de monitoramento dos cultivos por técnicas moleculares e
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imunologicas tém sido utilizadas para minimizar o risco dessas contaminacdes (BOLIN et al.,
1991; GIVENS et al., 2004). O processo de filtragdo utilizado na preparacdo comercial do
SFB remove a maioria dos agentes infecciosos presentes, no entanto o BVDV parece
ultrapassar esses filtros, gracas ao pleomorfismo e o pequeno tamanho das particulas viricas
(ZABAL et al., 2000). A irradiacdo gama é um método efetivo para eliminar a contaminacéo
pelo BVDV no SFB (STUDER et al., 2002). N&o obstante esses métodos, contaminacdes
acidentais pelo BVDV continuam a ocorrer e grande parte das células depositadas nos bancos
comerciais de linhagens celulares encontra-se contaminada (NUTTALL et al., 1977; BOLIN
etal., 1994; HARASAWA & MIZUSAWA, 1995).

A selecdo de linhagens celulares resistentes aos pestivirus, porém susceptiveis a outros
virus de interesse, surgiu como uma alternativa para a problematica dessas contaminacdes.
Uma linhagem celular resistente ao CSFV foi obtida a partir de clonagem de células da
linhagem IB-RS-2 (Instituto Biol6gico — rim suino — clone 2), inicialmente contaminadas com
esse virus. Essas células sdo tradicionalmente utilizadas para multiplicar o virus da Febre
Aftosa e alguns virus de suinos (HOUSE et al., 1988). Posteriormente, foi relatada a sele¢édo
de uma linhagem de células de rim bovino resistentes ao BVDV, denominada de CRIB (cells
resistant to infection with BVDV). As celulas CRIB foram obtidas a partir da linhagem
MDBK (Madin Darby bovine kidney); sdo resistentes ao BVDV e a outros pestivirus e
conservam a susceptibilidade a outros virus de ruminantes (FLORES & DONIS, 1995). A
linhagem CRIB foi disponibilizada e tem sido utilizada por vérios laboratorios no Brasil e no
exterior, no diagnostico viroldgico, na pesquisa, para multiplicacdo de outros virus e inclusive
para a producéo de vacinas (FLORES, E.F. comunicacao pessoal).

O presente trabalho relata a selecdo e caracterizacdo de linhagens de células MDCK
(Madin Darby canine kidney), PK-15 (porcine kidney) e RK-13 (rabbit kidney) resistentes ao

BVDV. As linhagens parentais tém sido amplamente utilizadas em virologia animal e a sua
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contaminacdo com o BVDV tem sido relatada reiteradas vezes (NUTTALL et al., 1977;

BOLIN et al., 1994; FLORES, E.F. comunicag&o pessoal).

MATERIAL E METODOS

A estratégia utilizada para a selecdo das linhagens resistentes ao BVDV a partir das
células MDCK, PK-15 e RK-13 foi semelhante a descrita para a linhagem CRIB, obtida a
partir das células MDBK (FLORES & DONIS, 1995). Células da linhagem CRFK (Crandel
feline kidney) também foram submetidas a este procedimento. Em resumo, as linhagens
resistentes foram obtidas pela expansdo e clonagem de células que resistiram a quatro ciclos
de infeccdo com uma cepa citolitica de BVDV. As populacbes resultantes foram entdo
testadas em relacdo a: i. presenca de virus e produtos virais residuais; ii. resisténcia a trés
cepas padrdo e a 10 isolados de campo do BVDV iii. mecanismo de resisténcia e iv.
susceptibilidade a outros virus de interesse.
Células e virus

Foram utilizadas as linhagens celulares MDCK (ATCC, CCL-34), PK-15 (ATCC,
CCL-33), RK-13 (ATCC, CCL-37) e CRFK (ATCC, CCL-94). Células MDBK (ATCC,
CCL-22) e CRIB (FLORES & DONIS, 1995) foram utilizadas como controle nos diversos
procedimentos. As células foram cultivadas em meio essencial minimo (MEM; Cultilab®)
suplementado com soro equino (10%), estreptomicina (0,4mg/mL), penicilina (1,6mg/mL),
nistatina (0,002mg/mL) e fungizona (0,0025mg/mL). As cepas padrdo de BVDV utilizadas
foram: Singer, NADL e Oregon, cedidas pelo Dr. Ruben Donis (Department of Veterinary
and Biomedical Sciences, University of Nebraska, Lincoln, NE, EUA). Os isolados de BVDV
utilizados nos testes de susceptibilidade foram: UFSM-2, SV-11, SV-357 e SV-323 (isolados
brasileiros de BVDV; FLORES et al., 2005); 35, 50, 54, 73, VS 78 e BVDV ovino (isolados

norte-americanos de BVDV; Dr. Fernando Osorio, Veterinary Diagnostic Center, University
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of Nebraska, Lincoln, NE, USA).

Para os testes de susceptibilidade das células MDCK utilizaram-se o adenovirus
canino tipo 2 (CAV-2), o virus da cinomose (CDV; cedidos pelo Dr. Paulo Roehe, Instituto de
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, IPVDF, Eldorado do Sul, RS) e o parvovirus
canino tipo 2 (CPV-2; cedido pelo Dr. Mauro Pires Moraes, Laboratério de Virologia
Molecular Animal da Universidade Federal de Vicosa, LVMA/BIOAGRO/UFV, Vicosa,
MG); para as células PK-15 utilizaram-se o virus da doenca de Aujeszky (PRV), o enterovirus
suino tipo 3 (PEV-3; Setor de Virologia, SV/UFSM, Santa Maria, RS) e o parvovirus suino
(PPV; fornecido pelo Dr. Luizinho Caron, Instituto Riograndense de Febre Aftosa, IRFA,
Porto Alegre, RS). A susceptibilidade das células RK-13 foi testada para o herpesvirus equino
tipo 1 (EHV-1; cedido pela Dra. Clarice Arns, Departamento de Genética, Unicamp,
Campinas, SP), um isolado de herpesvirus de coelhos (RHV; SV/UFSM) e o virus da arterite
viral eqiiina (EVAV; National Veterinary Laboratory Service, NVSL/USDA/USA).

Selecgéo das linhagens resistentes

As células de cada linhagem foram inicialmente infectadas com a cepa Singer a uma
multiplicidade de infeccdo (m.o.i.) de 10 (10 doses infectantes para 50% dos cultivos
[DICCsq] por célula). Os cultivos infectados foram mantidos por aproximadamente 72 horas
para permitir a infeccdo e a destruicdo do maior nimero possivel de células. As células
sobreviventes foram entdo cultivadas até atingirem a confluéncia. Esse procedimento foi
repetido trés outras vezes, num total de quatro ciclos de infec¢cdo litica. As células que
restaram apds a quarta inoculacao foram expandidas e clonadas por dilui¢do limitante. Clones
derivados de uma unica célula foram identificados e expandidos. Para a caracterizacao
descrita a seguir, utilizou-se um clone de cada linhagem. Os respectivos clones foram
designados MDCK-R e PK-15 R e RK-13R, para diferencia-los das linhagens parentais.

Pesquisa de virus e produtos virais
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As células resultantes da clonagem e expansao foram submetidas a pesquisa de virus
residual e produtos virais. Para isso, células fixadas em acetona foram submetidas a
imunofluorescéncia indireta (IFI) para antigenos do BVDV, utilizando-se uma mistura de
anticorpos monoclonais (AcMs) como anticorpo priméario (KREUTZ et al., 2000) e um
anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com FITC (Sigma®) como anticorpo secundario
(FLORES & DONIS, 1995). Posteriormente, essas células foram co-cultivadas (1:1) com
células MDBK durante quatro dias, seguido de IFI, conforme descrito acima.

Investigacéo da susceptibilidade ao BVDV

Os clones obtidos de cada linhagem foram inicialmente testados em relagdo a sua
susceptibilidade a cepa padrdo de BVDV Singer. Para isso, células cultivadas em placas de
seis cavidades foram inoculadas com uma m.o.i. de 10 e submetidas a IFI 24 horas apos.
Células MDBK, CRIB e as linhagens parentais foram utilizadas como controles. Apds a
demonstracdo que as linhagens eram resistentes a cepa Singer, o procedimento foi repetido
com as cepas padrdo NADL e Oregon e com 10 isolados de campo do BVDV, citopaticos e
ndo citopéticos e de ambos os gendtipos (BVDV-1 e BVDV-2).

Um método adicional foi utilizado para verificar se as linhagens resistentes eram
capazes de manter niveis baixos de replicacdo do BVDV. Apds inoculagdo com a cepa Singer
(m.o.i. de 10), adsorc¢do por 2 horas, remocao do indculo e adicdao de soro hiperimune contra a
cepa Singer (produzido em bovino, com titulo neutralizante de 1028) diluido 1:20 em MEM
por 24 horas, as células foram tripsinizadas e co-cultivadas (1:1) com células MDBK por
quatro dias. Ao final, os co-cultivos foram submetidos a IFI. Células MDBK, CRIB e as
linhagens parentais foram utilizadas como controles.

Quantificacao da susceptibilidade ao BVDV
A susceptibilidade das células parentais e resistentes ao BVDV foi estimada da

seguinte forma: os cultivos foram inoculados com a cepa Singer (m.o.i. de 10) e apds 24h
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foram submetidos a IFI. As laminas foram examinadas em microscépio de luz ultravioleta e
as células positivas para antigenos virais foram quantificadas. Para cada linhagem (parental e
resistente) foram examinados seis orificios da lamina, abrangendo aproximadamente 10°
células. O percentual de células positivas foi estimado relacionando-se 0 nimero de células
positivas com o total de células examinadas.
Infeccdo mediada por polietilenoglicol (PEG)

Células parentais e resistentes de cada linhagem foram inoculadas com a cepa Singer
(m.o.i. de 1) na auséncia ou presenca de PEG a 10% em MEM (polietilenoglicol, peso
molecular 6000°). Apds duas horas de adsorcéo, as células foram tripsinizadas e transferidas
para laminas de microscopia de teflon (multispot). Ap6s 24 horas, os cultivos foram
submetidos & IFI e as células positivas para antigenos virais presentes em seis orificios (10°
células) foram quantificadas.
Susceptibilidade a outros virus de interesse

A susceptibilidade das linhagens celulares parentais e resistentes a outros virus de
interesse foi comparada. Para tal, as trés linhagens celulares (parentais e resistentes) foram
inoculadas com cada um dos trés virus com uma m.o.i. aproximada de 1. Ap6s duas horas de
adsorcdo, o indculo foi removido, os tapetes celulares foram lavados com MEM seguido de
reposicdo de meio de cultivo. O sobrenadante dos cultivos foi coletado 24 horas apoés e a
infectividade foi quantificada pelo método de diluicdo limitante. Os titulos virais foram

calculados de acordo com REED & MUENCH (1938) e expressos como log DICCse/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Selecdo das células resistentes
Durante o monitoramento de rotina das células de cultivo utilizadas no Setor de

Virologia (SV/UFSM), a realizagao de IFI revelou que as linhagens MDCK, PK-15 e RK-13
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estavam contaminadas com amostras ndo-citopaticas (ncp) do BVDV. O percentual de células
inicialmente contaminadas era de aproximadamente 15% para as células MDCK e PK-15, e
5% para as células RK-13. Tentou-se, sem sucesso, obter clones livres de contaminagdo pela
clonagem das células por dilui¢do limitante.

Optou-se entdo por tentar o mesmo procedimento utilizado para a sele¢do das células
CRIB a partir das células MDBK (FLORES & DONIS, 1995). As células de cada linhagem
foram submetidas a quatro ciclos de infeccdo litica com a cepa citopatica Singer. Apos a
primeira inoculacdo, a percentagem de células positivas para antigenos virais era de
aproximadamente 13% (MDCK), 20% (PK-15) e 5% (RK-13) (Tabela 1). O numero de
células infectadas a cada ciclo, monitorado por IFI, foi variavel entre as linhagens e reduzia-se
a cada nova infeccdo (dados ndo apresentados). Ao final do quarto ciclo, as células que
sobreviveram foram entdo expandidas e posteriormente clonadas por dilui¢do limitante. Apds
aproximadamente 30 a 40 dias de expansdo e clonagem, foram selecionados 21 clones de
celulas MDCK, 21 das células PK-15 e 13 das células RK-13. Como esses clones eram
derivados de cultivos que haviam sido inoculados com o BVDV, as células foram submetidas
a IFI para pesquisa de antigenos virais e apds o co-cultivo com células MDBK para pesquisa
de virus residual. Todos os clones testados foram negativos para o BVDV.

No presente estudo realizou-se quatro ciclos de infeccéo litica com a cepa Singer, pois
as células utilizadas sdo menos susceptiveis a0 BVDV do que as células bovinas (Tabela 1). A
expansao e clonagem das células sobreviventes resultaram em populagdes puras de células
resistentes, derivadas de células com o mesmo fendtipo que ja estavam presentes - em uma
freqiiéncia baixa - na populacéo parental. Um procedimento semelhante (clonagem a partir de
células IB-RS-2 contaminadas), porém sem a realizacdo das infecces liticas para destruir as
células susceptiveis, foi utilizado para selecionar uma linhagem de células livres e resistentes

ao virus da Peste Suina Classica (HOUSE et al., 1988). Nos experimentos de selecdo e
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caracterizacdo da linhagem CRIB, observou-se que a inoculacdo de células MDBK com a
cepa Singer em altos titulos resultou na sobrevivéncia de um numero pequeno de células
(estimado entre 10 e 10™). Foi a partir da expansdo de células sobreviventes & infeccdo com
0 BVDV Singer que se obteve a linhagem CRIB (FLORES & DONIS, 1995).

A seguir testou-se a susceptibilidade dessas células ao BVDV, pela inoculacdo da cepa
Singer seguida de IFI 24 horas ap6s. Alguns clones foram infectados e por serem susceptiveis
ao virus foram descartados. Dentre os clones negativos para antigenos virais selecionou-se 11
clones das células MDCK, 11 das células PK-15, e 8 das células RK-13 para expansdo. Esses
clones apresentaram morfologia e padrdo de multiplicacdo indistinguivel aos das células
parentais. Para os experimentos seguintes selecionou-se um clone de cada linhagem. Células
da linhagem CRFK também foram submetidas a esse procedimento. No entanto, todos 0s
clones obtidos demonstraram ser susceptiveis ao BVDV e foram descartados (dados nao
mostrados).
Demonstracgdo da resisténcia ao BVDV

A demonstragéo inicial de que as linhagens obtidas eram resistentes ao BVDV foi
realizada pela pesquisa de antigenos virais por IFI 24h ap6s a inoculagdo da cepa Singer com
uma m.o.i. de 10. As células parentais foram utilizadas como controles. Durante a leitura das
laminas, foram contadas as células positivas para antigenos virais presentes em seis orificios
de l1aminas multispot (aproximadamente 10° células) (Figura 1). Dentre as células MDCK-R e
PK-15R ndo foram detectadas células positivas nos seis orificios examinados, enquanto que
nas células RK-13R foram observadas trés células positivas. Esse ensaio permitiu concluir
que a freqiiéncia de infeccdo das células MDCK-R e PK-15R, quando inoculadas com o
BVDV com uma m.o.i. de 10 é inferior a 10, e para as células RK-13R é de 3,3x10™ (Tabela
1). Esse procedimento foi repetido vérias vezes e a frequéncia de infecgdo dessas linhagens

foi sempre semelhante.
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Comparando-se as freqiiéncias de infeccdo das células parentais e resistentes, pode-se
estimar que as linhagens resistentes sejam aproximadamente >10.000 (MDCK-R), >20.000
(PK-15R) e 600 (RK-13R) vezes menos susceptiveis ao BVDV do que as células parentais
(Tabela 1). A susceptibilidade das células MDCK-R e PK-15R - se estimada pela frequéncia
de células infectadas — foi semelhante a descrita para as células CRIB, enquanto que a
susceptibilidade das células RK-13 foi um pouco maior.

A resisténcia das linhagens selecionadas ao BVDV foi também investigada pela
realizacdo de co-cultivos entre células previamente inoculadas com o virus e células MDBK,
seguido da realizacdo de IFI para antigenos virais. Em nenhum dos co-cultivos (MDCK-
R+MDBK, PK-15R+MDBK, RK-13R+MDBK) foram detectadas células positivas ap6s
quatro dias de co-cultivo, enquanto que os co-cultivos das linhagens parentais foram todos
positivos (dados ndo apresentados). Esses resultados demonstraram que as linhagens testadas
ndo sdo capazes de suportar mesmo niveis baixos de replicacdo do BVDV, a exemplo das
células CRIB (FLORES & DONIS, 1995; FLORES et al., 1996).

As linhagens celulares selecionadas demonstraram também resisténcia a outras duas
cepas padrdo (NADL e Oregon) e a 10 isolados de campo do BVDV. Esse espectro de
resisténcia também foi observado nas células CRIB, que demonstraram resisténcia aos mais
de 50 isolados de BVDV testados até o presente (FLORES & DONIS, 1995; FLORES, E.F.,
comunicacdo pessoal). Esse amplo espectro de resisténcia é importante, pois pode impedir a
contaminacéo acidental com quaisquer amostras de BVDV ocasionalmente presentes no SFB
utilizado nos cultivos (FLORES et al., 1996). No entanto, a susceptibilidade dessas células a
outros pestivirus (CSFV e virus da Doenga da Fronteira) ndo foi investigada.

Infeccdo mediada por polietilenoglicol (PEG)
A base biologica da resisténcia dessas linhagens foi investigada através da infeccédo

mediada por PEG. Em varios sistemas virais, demonstrou-se que a adi¢do de PEG aumenta a
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eficiéncia da infeccdo de celulas de cultivo, favorecendo a ligacdo das particulas viricas a
membrana celular (HOEKSTRA et al., 1989; SARMANTI et al., 1994) ou induzindo a fuséo
entre o envelope viral e a membrana (HOEKSTRA et al., 1989; ASANAKA & LAI, 1993).
Esse procedimento foi utilizado para demonstrar que as células CRIB sdo resistentes ao
BVDV devido a um bloqueio na penetracdo do virus. Esse bloqueio pode ser parcialmente
ultrapassado pelo uso de polietilenoglicol (PEG) ou pela transfeccdo de RNA viral (FLORES
& DONIS, 1995). No presente estudo, a inoculacdo do BVDV nas células resistentes na
presenca de PEG a 10% resultou em infeccdo de 0,437% (437/100.000) das células MDCK-R,
0,346% (346/100.000) das células PK-15R e 0,262% (262/100.000) das células RK-13R.
Comparando-se com a freqiiéncia de infeccdo das células resistentes inoculadas na sua
auséncia, a adicdo de PEG resultou em aumentos de >437 (MDCK-R); >346 (PK-15R) e 87
(RK-13R) vezes no numero de células infectadas (Tabela 2). Para as células CRIB inoculadas
na presenca de PEG o aumento da freqiéncia de infeccdo foi de aproximadamente 1.000
vezes (FLORES & DONIS, 1995). Esses resultados indicam que, a exemplo das células
CRIB, a principal base bioldgica da resisténcia dessas células parece residir em um blogueio a
penetracdo do virus. Ou seja, as linhagens resistentes possuem as condi¢fes intracelulares
para a replicacdo viral e sdo permissivas desde que esse bloqueio seja ultrapassado ou
revertido.

Considerando-se a susceptibilidade inicial das células resistentes, a adi¢do de PEG
resultou na reverséo da susceptibilidade ao BVDV na ordem de 4,4% (MDCK-R), 1,7% (PK-
15R) e 14,5% (RK-13R). A reversdo de susceptibilidade ao BVDV pela adi¢cdo do PEG,
embora de grande magnitude, foi apenas parcial, indicando que o bloqueio a penetracdo do
virus pode ser apenas parcialmente revertido/ultrapassado pela adi¢cdo de PEG. Por outro lado,
a adicdo de PEG durante a inoculacdo do BVDV nas células parentais aumentou

moderadamente a frequéncia de infeccdo (2,2 vezes para as células MDCK, 1,1 para as PK-15
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e 1,7 para as RK-13). Esses resultados sugerem que a deficiéncia na penetracdo do virus ndo é
o principal responsavel pela susceptibilidade relativamente baixa das linhagens parentais em
comparagao com as células MDBK.

Susceptibilidade a outros virus de interesse

Os resultados até entdo haviam demonstrado que as linhagens obtidas eram resistentes
a trés cepas padrdo (Singer, NADL e Oregon) e a 10 isolados de campo de BVDV. Esse é um
aspecto altamente desejavel para evitar possiveis contaminacGes por esse agente. No entanto,
a utilidade potencial dessas células para diversos procedimentos virolégicos dependia da sua
susceptibilidade a outros virus de interesse, que rotineiramente sdo multiplicados nas
linhagens parentais. Para se investigar isso, cada linhagem parental e resistente foi inoculada
com trés virus diferentes, utilizando-se densidade celular e titulos virais equivalentes. A
quantificacdo da progénie viral presente no sobrenadante dos cultivos 24h ap6s a inoculagao
demonstrou que as linhagens resistentes apresentam susceptibilidade aos virus testados
semelhante as linhagens parentais (Figura 2). A resisténcia, portanto, € provavelmente
BVDV-especifica (ou talvez pestivirus-especifica), e ndo uma conseqiiéncia da expressao de
um mecanismo antiviral inespecifico ou de um defeito estrutural ou metabdlico que néo
permita a replicacdo viral.

Foi demonstrado que a frequéncia de infeccdo das linhagens MDCK-R, PK-15R e
RK-13R é de magnitude semelhante a das células CRIB, que quando inoculadas com o
BVDV a uma alta multiplicidade, em torno de 10° a 10° das células CRIB tornam-se
infectadas. Essa freqliéncia baixa de infec¢do, no entanto, ndo é suficiente para que o virus
persista no cultivo (FLORES & DONIS, 1995). Aliando-se isso aos titulos geralmente baixos
de contaminacdo do SFB por pestivirus (NUTTALL et al., 1977; BOLIN et al., 1991; BOLIN
et al., 1994), é muito provavel que pestivirus que eventualmente estejam contaminando o SFB

ndo encontrem condigdes para sua amplificacdo e manutengdo nesses cultivos.
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Vaérias linhagens celulares de origem animal sdo susceptiveis a infec¢ao pelo BVDV e
conseqiientemente podem ser contaminadas “in vitro” (BOLIN et al., 1994; HARASAWA &
MIZUSAWA, 1995). Amostras ndo-citopaticas do BVDV dificilmente sdo detectadas e, a
propagacédo de virus nessas células pode interferir no resultado de pesquisas, no diagnostico
de infeccdes viricas e pode ocasionalmente contaminar estoques de virus vacinais. O uso de
vacinas contaminadas pode produzir doenga nos animais vacinados ou induzir soroconversao
(VANNIER et al., 1988; WENSVOORT & TERPSTRA, 1988; KREEFT et al., 1990;
FALCONE et al., 2000; BARKEMA et al., 2001). Nesse sentido, as linhagens resistentes
obtidas nesse experimento podem somar-se aos procedimentos ja utilizados para prevenir ou
evitar a contaminacdo de células de cultivo com amostras de BVDV presentes no SFB
utilizado em cultivos.

Outra importante aplicacdo, j& demonstrada com as células CRIB (FLORES, E.F.
comunicacdo pessoal), é a possibilidade de descontaminacdo de estoques de outros virus
(eventualmente ja contaminados com o BVDV) através da multiplicacdo destes nessas
linhagens. Ou seja, as células resistentes funcionariam como uma espécie de “filtro”,
permitindo a replicac&o de outros virus, sem amplificar possiveis pestivirus contaminantes.

Em resumo, foram obtidas linhagens celulares de trés espécies animais que apresentam
como caracteristica principal a resisténcia ao BVDV. Essas células podem ter varias
aplicacdes em virologia, sem apresentar o risco de contaminagdes acidentais por esse agente.
Técnicas como o isolamento e multiplicacdo de virus, soroneutralizagdo e mesmo a producao

de vacinas podem se beneficiar do uso dessas linhagens.
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Tabela 1. Caracterizacao das linhagens celulares resistentes ao virus da Diarréia Viral Bovina
(BVDV) obtidas a partir de linhagens celulares de origem canina (MDCK), suina (PK-15) e

leporina (RK-13).

Linhagem  Espécie  Célula Susceptibilidade a0 Susceptibilidade relativa ao
BVDV? BVDV (vezes) "

MDCK Canina  Parental 13%

MDCK-R <10° <10.000
PK-15 Suina Parental 20%

PK-15R <10° <20.000
RK-13 Coelhos  Parental 5%

RK-13R 3,3x10™ 600
MDBK Bovina  Parental 95%

CRIB <10° <10.000

*Estimada pela contagem de células positivas na IFI (de um total de aproximadamente 10° células) 24 horas ap6s
a inoculacdo com a cepa Singer.
®A susceptibilidade foi estimada relacionando o nimero aproximado de células positivas das linhagens

resistentes com o ndmero de células positivas nas linhagens parentais.
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Tabela 2. Efeito do polietilenoglicol (PEG) na infec¢do das linhagens celulares de origem

canina (MDCK), suina (PK-15) e leporina (RK-13), parentais e resistentes, pelo BVDV.

Linhagem Células positivas® Aumento da susceptibilidade pelo
Controle PEG uso de PEG (vezes)®

MDCK 10% 21% 2,2

MDCK-R <10° 437 >437

PK-15 25% 28% 11

PK-15R <10° 346 >346

RK-13 3,5% 6% 1,7

RK-13R 3,3x10™ 262 87

®As células foram inoculadas com 1 m.o.i. da cepa Singer de BVDV, na presenca ou na auséncia de PEG. A
porcentagem de células infectadas pelo BVDV foi estimada pela contagem de células positivas por
imunofluorescéncia indireta 24 horas pos-infeccao.

®Susceptibilidade estimada relacionando-se o niimero de células positivas por imunofluorescéncia (COM PEG/
SEM PEG) .
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Figura 1. Imunofluorescéncia Indireta de células MDBK, CRIB, MDCK, PK-15 e RK-13,
parentais e resistentes, inoculadas com a cepa Singer a uma multiplicidade de infeccdo

(m.o.i.) de 10 (ampliacdo 320x).
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A) MDCK

Titulo (log 10%)
OFRPNWRAOOIOON OO

CbV CAV-2 CPV-2
Virus

B) PK-15

Titulo (log 10x)
OFRPNWRAOUOIOON0WWOWO

PRV PEV-3 PPV
Virus

C) RK-13

Titulo (log 10%)
OFRPNWRAROOIONO0WWWOO

EHV-1 RHV EVAV
Virus

E Parental [ Resistente

Figura 2. Titulo viral (DICCso/mL) nas linhagens parentais e resistentes apos a inoculacéo
com diferentes virus. A) MDCK: adenovirus canino (CAV-2), virus da cinomose (CDV) e
parvovirus canino (CPV); B) PK-15: virus da doenca de Aujeszky (PRV), parvovirus suino
(PPV) e enterovirus suino (PEV-3); C): RK-13 herpesvirus equino (EHV-1), herpesvirus de
coelhos (RHV) e virus da arterite viral eqliina (EVAV). Os valores referem-se a média de trés

repeticoes.
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4. CONCLUSOES
- As infeccdes pelo virus da cinomose (CDV), parvovirus canino (CPV), adenovirus canino

(CAV) e coronavirus canino (CCoV) estdo disseminadas na populagdo canina de Santa Maria,
RS.

- Os indices de prevaléncia dessas infeccdes variam amplamente entre os bairros.

- Uma parcela significativa da populacdo canina estudada é soronegativa e portanto

susceptivel a infeccdo por esses agentes.

- As linhagens celulares MDCK, PK-15 e RK-13 possuem uma parcela de células que sdo

naturalmente resistentes ao BVDV.

- A infeccdo dessas linhagens com cepas citopaticas, selecdo e clonagem das células
sobreviventes constitui-se em um método eficiente para a obtencdo de células resistentes ao
BVDV.

- O uso de polietilenoglicol resulta em reversdo de grande magnitude, porém parcial, da

susceptibilidade das linhagens resistentes ao BVDV.

- As linhagens resistentes possuem aplicacdo potencial para varios procedimentos em

virologia.
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