Pesq. Vet. Bras. 25(1):21-24, jan./mar. 2005

Caracterizagao antigénica e molecular de oito amostras do
virus da doenga de Aujeszky isoladas no estado do Rio
Grande do Sul em 2003!
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Pseudorabies or Aujeszky’s disease (AD), caused by pseudorabies virus (PRV) is a major concern
in swine production. In the state of Rio Grande do Sul, Brazil, AD was only detected in 1954, in
cattle. In 2003 two outbreaks of encephalitis occurred on the northern region of the state, close to
the border with the state of Santa Catarina. Pseudorabies virus (PRV) was isolated from distinct
farms within the region and subjected to antigenic and genomic analyses. These isolates were
compared with prototype strains NIA-3 and NP. Antigenic characterization with a panel of monoclonal
antibodies (Mabs) directed to viral glycoproteins (gB, gC, gD and gE;) was performed by an
imunoperoxidase monolayer assay (IPMA) on infected cell monolayers. Genomic characterization
was carried out by restriction enzyme analysis (REA) of the whole DNA viral genome with Bam HL.
The antigenic profile of the eight isolates from Rio Grande do Sul as well as strains NIA-3 and NP
were similar. REA analysis revealed that all isolates from Rio Grande do Sul displayed a genomic
type Il arrangement, a genotype often found in other outbreaks of AD previously reported in other
Brazilian states. The results obtained suggest that the eight isolates examined here were similar.

INDEX TERMS: Aujeszky’s disease, epidemiology.

RESUMO.- A doenca de Aujeszky ou pseudoraiva (DA), causa-
da pelo virus da pseudoraiva (PRV) é a maior preocupacao na
produgao de suinos. No estado do Rio Grande do Sul, Brasil, a
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DA foi somente detectada em 1954, em bovino. Em 2003, ocor-
reram dois surtos de encefalite em granjas na regiao norte do
estado, fronteira com o estado de Santa Catarina. O virus da
doenca de Aujeszky (VDA) foi isolado a partir de animais
coletados em oito granjas distintas da regiao e submetido a
analises antigénicas e moleculares. As amostras de VDA isola-
das foram comparadas com as amostras padrao NIA-3 e NP. A
caracterizacao antigénica dos mesmos foi realizada com testes
de imunoperoxidase frente a um painel de anticorpos mono-
clonais (Mabs) preparado contra epitopos de glicoproteinas
virais (gB, gC, gD e gE). A caracterizacao genomica foi realiza-
da através da analise restricao enzimatica (REA) sobre o genoma
total das amostras, com a enzima de restricao (REA) Bam HI. O
perfil antigénico das oito amostras isoladas no Rio Grande do
Sul, bem como os apresentados pelas amostras padrao NIA-3 e
NP, foram similares. A REA revelou que todos as oito amostras
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do Rio Grande do Sul apresentaram um arranjo genémico do
tipo II, genotipo frequentemente encontrado em surtos prévi-
os de DA em outros estados do Brasil. Os resultados aqui obti-
dos indicam que as oito amostras isoladas no Rio Grande do
Sul sao similares.

TERMOS DE INDEXACAO: Doenca de Aujesky, epidemiologia.

INTRODUCAO

O virus da Doenga de Aujeszky (VDA) pertence a familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género
Varicellovirus (Murphy et al. 1999). O VDA possui um genoma de
DNA de fita dupla com aproximadamente 150 pares de base
(Kpb), que codifica mais de 70 proteinas (Mettenleiter 1991).
Também conhecida como Pseudoraiva, a Doen¢a de Aujeszky é
considerada uma importante causa de perdas econdmicas em
rebanhos de suinos, estando difundida em todo o mundo, inclu-
sive no Brasil (Candido et al. 2000, Piatti et al. 2001).

O VDA compartilha caracteristicas comuns a outros mem-
bros da familia Herpesviridae. Ap6s a infeccao primaria, o virus
migra para ganglios nervosos, via terminagoes nervosas perifé-
ricas, podendo estabelecer infecgao latente ou invadir o Sistema
Nervoso Central (SNC). O estabelecimento de laténcia torna o
animal uma fonte de disseminacao viral durante toda avida. O
virus pode reativar da laténcia e ser excretado quando o animal
sofre algum estresse (Murphy et al. 1999, Sobestiansky et al.
1999).

Os suinos sao os principais reservatorios do VDA, sendo a
principal fonte de infeccao para os hospedeiros secundarios,
que incluem eqiiinos, bovinos, ovinos, caprinos, caninos e felinos
(Murphy et al. 1999). Em leitoes nao imunes, a enfermidade ca-
racteriza-se por sinais de comprometimento neurolégico e res-
piratdrio. Assim, as perdas relacionadas a DA sao decorrentes
das altas taxas de mortalidade e morbidade de leitoes, queda da
produtividade de reprodutores e reducao do desenvolvimento
dos animais em crescimento e terminac¢ao (Sobestiansky et al.
1999).

Em funcao das infec¢oes latentes, o virus pode periodica-
mente ser re-excretado pelos animais infectados, podendo dis-
seminar a infec¢ao no rebanho. Animais portadores da infec¢ao
latente sao potenciais fontes de infeccao durante toda a vida
(Sobestiansky et al. 1999).

No Estado do Rio Grande do Sul (RS), o VDA foi detectado
pela primeira vez em um bovino no ano de 1954 (Bauer 1954,
1954/1955). Desde entao, a presenca do virus ou evidéncias
sorologicas indicando endemicidade nao foram mais encontra-
das no Estado. Estudos sorologicos realizados posteriormente
nao detectaram a presenca de anticorpos para a enfermidade,
tanto em granjas comerciais de suinos domésticos (Oliveira et al.
1987, Trevisol et al. 1995, Roehe et al. 1996) como de javalis
(Braga et al. 2002). Passado meio século do primeiro (e Ginico)
registro da DA no RS, dois surtos ocorreram em plantéis de sui-
nos domeésticos em granjas localizadas no norte do Estado, no
ano de 2003 (Groff et al. 2005).

Este artigo relata a caracterizacao antigénica e molecular de
oito amostras do VDA isoladas nos dois surtos ocorridos no ano
de 2003 no RS.
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MATERIAL E METODOS

Virus e células

Oito amostras de virus foram isoladas de 6rgaos de suinos que
apresentavam sintomatologia clinica compativel com DA. Os animais
eram provenientes de granjas distintas, com suspeita de ocorréncia da
enfermidade (Quadro 1). O diagnoéstico foi realizado através do
isolamento viral em cultivos celulares e posterior confirmagao da
identidade do virus por imunoperoxidase utilizando anticorpos
especificos. Como controles, foram utilizadas as amostras NP (Bauer
1954/1955) e a amostra NIA-3 (Brittle et al. 2004). As oito amostras
isoladas dos dois surtos foram denominadas “EVI 011/03, EVI 149/03,
EVI 151/03, EVI 174/03, EVI 176/03, EVI 177/03, EVI 192/03 e EVI 193/03”
(Quadro 1). As amostras de virus foram isoladas e multiplicadas em
células de linhagem de rim suino “SK6” e de rim bovino MDBK,
rotineiramente mantidas em Meio Essencial Minimo (MEM) contendo
enrofloxacina (50 mg/L) e 10 % de soro fetal bovino (Nutricell).

Quadro 1. Amostras de virus da doenga de Aujeszky
examinadas no presente estudo e municipios de origem
das mesmas. Todas as amostras foram isoladas dos dois

surtos ocorridos no Rio Grande do Sul em 2003

Amostras Local de origem/
de virus referéncia
EVI 011/03 Pinheirinho do Vale/RS
EVI 149/03 Aratiba/RS
EVI 151/03 Aratiba/RS
EVI 174/03 Aratiba/RS
EVI 176/03 Aratiba/RS
EVI 177/03 Erechim/RS
EVI 192/03 Erechim, Ponte Preta/RS
EVI 193/03 Erechim/RS
NP2 Guaporé (Bauer1954/55)
NIA-32
a Controles.

Andlise com endonuclease de restrigao

O DNA viral das amostras foi extraido como descrito previamente
(Franco et al. (2002). A analise com endonuclease de restri¢ao (REA)
foi realizada como descrito por Sambrook et al. (2001) com a enzima
Bam HI. Os fragmentos foram separados em gel de agarose a 0,5% a
10V, corados com brometo de etidio e visualizados em um
transiluminador com luz ultravioleta (UV) seguindo métodos usuais
(Sambrook et al. 2001). As amostras foram classificadas de acordo
com os perfis de arranjo genomico conforme Herrmann et al. (1984).

Determinagao do perfil antigénico por imunoperoxidase

Os sobrenadantes dos cultivos infectados foram inoculados em
monocamadas pré-formadas em placas de cultivo celular de 96 orificios.
Quando o efeito citopatico (ECP) foi evidenciado em cerca de 10-20%
das células infectadas, as culturas foram fixadas com paraformaldeido
a 4% em PBS (pH 7.2). O teste de imunoperoxidase em monocamada
(IPMA) foi realizado como descrito por Kramps et al. (1996). Como
anticorpo primario foram utilizados anticorpos monoclonais (Acms)
dirigidos contra as glicoproteinas virais gB, gC, gD e gE. Como anticorpo
secundario foi utilizado um conjugado anti-IgG de camundongo/
peroxidase (Dakoa).

RESULTADOS

Andlise com endonuclease de restricao (REA)
Uma foto representativa dos resultados obtidos a REA é mos-
trado na Figura 1. A determinagao do arranjo genémico € base-



Caracterizagao antigénica e molecular de oito amostras do virus da doenga de Aujeszky isoladas no Rio Grande do Sul 23

>
2313

Fig.1. Foto representativa do resultado das analises de restricao
enzimatica (REA) com a enzima Bam HI sobre amostras do virus
da doenca de Aujeszky: a) M: marcador de tamanho de DNA (é
Hind IlI); linha 1: amostra controle NIA-3 (tipo 1); linha 2: amostra
controle NP (tipo 2); linhas 3 e 4: isolados do Rio Grande do Sul EVI
192/03 (linha 3) e EVI 193/03 (linha 4). b) M: marcador; linha 1: EVI
149/03; linha 2: EVI 151/03; linha 3: EVI 011/03; linha 4: EVI 174/
03; linha 5: EVI 176/03; linha 6: EVI 177/03. Setas pretas: tama-
nhos dos fragmentos de DNA de referéncia. Setas brancas: seg-
mentos considerados para a tipagem. Niimeros entre as figuras
referem-se ao tamanho (em kilopares de bases; kbp) dos seg-
mentos do marcador de DNA.

ada no posicionamento dos trés segmentos maiores obtidos apds
arestricao enzimatica com Bam HI (Herrmann et al. 1984), nao
sendo consideradas as variacoes nos segmentos menores, em
funcao de sua grande variabilidade. Segundo esse critério, as
oito amostras isoladas no RS apresentaram um arranjo genémico
denominado tipo II, sem apresentar diferencas consideradas sig-
nificativas no tamanho dos mesmos.

Andlise antigénica

As oito amostras isoladas dos dois surtos da doenga no RS
apresentaram o mesmo perfil de reatividade antigénica frente
aos Acms utilizados (Quadro 2). Igualmente, nao houve diferen-
cas entre os perfis apresentados pelas amostras isoladas e aque-

Quadro 2. Perfil de reatividade de anticorpos
monoclonais anti-glicoproteinas do virus da doenca de
Aujeszky (VDA) em testes de imunoperoxidase sobre

monocamadas de células MDBK

Amostras Anticorpos monoclonais

anti-gC anti-gD

de virus anti-gB anti-gE

EVI 011/03
EVI 149/03
EVI 151/03
EVI 174/03
EVI 176/03
EVI 177/03
EVI 192/03
EVI 193/03
NP2 +

NIA-32

++ A+t
++ A+t
+++++F++ A+

++++++++

+

dAmostras utilizadas como controles.

les apresentados pelas amostras tomadas como padroes (NIA-3
eNP).

DISCUSSAO

Até a ocorréncia do surto objeto do presente estudo, a doen¢a
de Aujeszky era tida como uma enfermidade exdtica ao Estado
do RS. O Ginico caso anteriormente registrado da enfermidade
no Estado ocorreu em 1954, no municipio de Guaporé, onde
somente um animal da espécie bovina foi afetado (Bauer 1954,
1954/1955). Esta situagao epidemiolodgica justifica a necessida-
de de um aprofundamento no estudo das carateristicas das amos-
tras isoladas no episodio de 2003. Ap6s a confirmacao do diag-
nostico, o primeiro aspecto a ser analisado foi a verificacao de
possiveis variacoes entre as diferentes amostras isoladas do sur-
to. Tanto a REA como a analise com Acms indicaram nao haver
diferencas entre as amostras isoladas do surto. Quanto ao perfil
genotipico, os isolados apresentaram um arranjo genomico do
tipo I, segundo classificagao previamente proposta (Herrmann
et al. 1984) e adotada por diversos outros autores (Yamada et al.
1992, Banks 1993, Capua et al. 1997, Piatti et al. 2001). Segundo
a classificacao proposta por aqueles autores, os arranjos
genomicos sao diferenciados pelo padrao obtido a clivagem dos
trés fragmentos maiores originarios da REA. O genotipo | tem
sido encontrado nos Estados Unidos da América e Europa Cen-
tral; o genotipo Il tem sido descrito na Europa Central e no
Japao; ja o tipo Il tem sido detectado apenas no norte da Euro-
pa (Herrmann et al. 1984). O genotipo II, que caracterizou as
amostras isoladas no presente trabalho, é o genotipo mais fre-
quentemente detectado no Brasil. Em estudo prévio, este foi o
tnico genotipo detectado em 19/19 amostras examinadas pro-
venientes do Estado de Santa Catarina. Em estudo prévio, 28 de
30 amostras isoladas nos estados de Santa Catarina, Parana e
Sao Paulo apresentavam genotipo Il (Piatti et al. 2001).

A DA no Brasil tem sido registrada nos Estados de Santa
Catarina, Parand, Minas Gerais e Sao Paulo. Nestes, o controle
da doenca é realizado através de inquéritos sorologicos e eli-
minacao de animais soropositivos, sendo autorizada a vacina-
¢ao em certas circunstancias (Mores & Zanella 2003). Entretan-
to, a ocorréncia de DA em Santa Catarina e a inexisténcia da
mesma no RS, estados cuja fronteira é delimitada pelo rio Uru-
guai em sua maior parte, tém preocupado a todos os envolvi-
dos navigilancia sanitaria da regiao. A proximidade entre os
estados aumenta a possibilidade da circulagcao do virus. Contu-
do, ao longo de quarenta e nove anos nao foi detectada a
presenca deste virus no estado do RS, provavelmente em fun-
¢ao do fluxo do comércio desses animais, que tende a levar
animais do RS em direcao ao norte, e nao no sentido inverso
(Oliveira et al. 1987, Trevisol et al. 1995, Roehe et al. 1996,
Braga et al. 2002). Muito provavelmente, questoes economi-
cas, tal como a queda de preco de leitoes em determinado
momento no Estado de Santa Catarina, parecem ter influencia-
do a mudanga deste fluxo, o que provavelmente foi o fator
determinante do surto objeto desse estudo.

Uma vez detectado o surto, tornou-se imperativo caracteri-
zar as amostras circulantes, com o objetivo de determinar pro-
vaveis fontes de infeccao. A proximidade da regiao de ocorrén-
cia dos focos com a fronteira com o Estado de Santa Catarina,
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associada ao perfil gendmico e antigénico identificado nas amos-
tras permitem concluir que a provavel origem do surto foi o
Estado vizinho.

As analises aqui realizadas foram importantes para o
rastreamento epidemioldgico da origem do surto. Além disso,
os resultados obtidos foram importantes para que a vigilancia
epidemioldgica na regiao fosse refor¢ada. Desde o episodio aqui
descrito, nao foram mais detectados surtos da enfermidade no
Estado do Rio Grande do Sul.
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