ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO VIRUS DA DOENCA DE AUJESZKY
DE SURTOS EM SUINOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA!
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ABSTRACT.-- Rowe C.A. & Romero C.H. 1986. [Isolation and identification of Aujeszky’s
disease virus from outbreaks in swine in the State of Santa Catarina.] Isolamento e identifica-
¢do do virus da doenga de Aujeszky de surtos em suinos no Estado de Santa Catarina. Pesquisa
Veterindria Brasileira 6(3):99-103. Centro Nac. Pesq. Suinos e Aves, Embrapa, Cx. Postal
D-3, Concérdia, SC 89700, Brazil.

From April 1983, through December 1985, 18 isolations of Aujeszky’s disease virus (ADV)
were made in the State of Santa Catarina, Brazil, from the brains of piglets (17 samples) and a
dog, all of which had shown nervous symptoms. All viruses were isolated either in primary
cultures of chicken embryo fibroblasts or in a swine kidney cell line. Identification of the
isolated agents was made both by direct immunofluorescence (IF) on coverslips and by virus
neutralization (VN) in microplates, using reference serum specific for ADV. All 18 isolates
induced a cytopathic effect (CPE) typical of herpesvirus, first noticeable 24 hours after inocula-
tion and characterized by the rounding up and high refractiveness of affected cells. Direct IF
demonstrated intense fluorescence of the entire cell monolayer in cultures inoculated with 10%
and 1% brain suspensions, while 0.1% suspensions allowed the formation and visualization of
bright fluorescent plaques amidst dark areas of uninfected cells. The presence of ADV was also
confirmed in the VN test using the third passage of each of the 18 isolates. Characteristic
herpesvirus CPE was observed in cultures inoculated with mixtures of the isolates and negative
reference serum, while no CPE was seen in cultures inoculated with mixtures of the isolates

‘and positive reference serum. Extracts prepared from the cell fraction and from the fluids of

infected cultures contained two antigens that were demonstrable in the immunodifusion test.

Similar extracts prepared from uninfected cultures did not contain these antigens.

INDEX TERMS: Aujeszky’s disease, virus, isolation, swine, Santa Catarina.

SINOPSE.- De abril de 1983 a dezembro de 1985, 18 amos-
tras do virus da doenga de Aujeszky (VDA) foram isoladas do
cérebro de leitdes (17 amostras) e de um cdo que apresentavam
sintomatologia nervosa. Os virus foram isolados em culturas
primdrias de fibroblastos de embrido de galinha ou em uma li-
nhagem celular continua derivada de rim de sufno. A identifi-
cagdo dos agentes isolados foi realizada utilizando-se os testes
de imunofluorescéncia (IF) direta em laminulas e de virus neu-
tralizagdo (VN) em microplacas com soros de referéncia espe-
cificos para o VDA. As 18 amostras induziram efeito citopéatico
tipico de virusherpes observadoapartir de 24 horas apds ainocu-
lag@o e caracterizado pelo arredondamento e alta refratividade
das células afetadas. O teste de IF direta, mostrou fluorescén-
cia intensa das monocamadas inoculadas com suspensdes cere-
brais de 10% e 1%, enquanto que, as suspensdes a 0,1% permi-
tiram a formagdo e visualizagdo de placas fluorescentes rodea-
das de dreas opacas de células ndo infectadas. A presenga do
VDA foi também confirmada no teste VN realizado com a ter-

1 Aceito para publicagio em 1 de julho de 1986.
2 Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA), Embra-
pa, Caixa Postal D-3, Concordia, Santa Catarina 89700.

ceira passagem das 18 amostras isoladas. Efeito citopdtico ca-
racteristico de virus herpes foi observado nas culturas inocula-
das com mistura das amostras virais e soro de referéncia nega-
tivo, enquanto que, as culturas inoculadas com mistura das
mesmas amostras virais e soro de referéncia positivo nao desen-
volveram efeito citopdtico. Extratos preparados tanto da fra-
¢do celular como dos fluidos das culturas infectadas conti-
nham dois antigenos, os quais foram evidenciados no teste de
imunodifusdo. Extratos preparados de culturas nZo infectadas
no continham esses antigenos.

TERMOS DE INDEXACKO: Doenga de AujeszKy, virus, isolamento,
suinos, Santa Catarina.

INTRODUGAO

A doenga de Aujeszky (DA) ou Pseudoraiva, ¢ uma enfermida-.
de infecto-contagiosa causada por um virus herpes, o virus da
doenga de Aujeszky (VDA), que afeta a maioria dos animais
domésticos e cujo hospedeiro natural é o suino. Tanto a infec-
¢fo como a doenga tem sido reconhecidos nos cinco continen-
tes, causando perdas econdmicas considerdveis, principalmente
em suinos e bovinos (Gustafson 1981).
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No Brasil, a doenga foi descrita pela primeira vez em 1912
por Carini & Maciel, e, desde entfo, tem causado infec¢des fa-
tais esporddicas em alguns estados da Federa¢io (Carneiro
1950, Silva & Dobereiner 1960 e Hipdlito et al. 1960/61).

A DA, tem sido diagnosticada em alguns plantéis de suinos
no Estado de Santa Catarina, causando 100% de mortalidade
em leitSes afetados com menos de duas semanas de idade.

No presente trabalho, descrevemos o isolamento e a identi-
ficagdo de 18 amostras do VDA, 17 de leitdes ¢ uma de um
cdo que morreu nas proximidades de uma granja onde estava
ocorrendo um surto.

MATERIAL E METODOS

Culturas celulares

Culturas primarias de fibroblastos de embrido de galinha (FEG) fo-
ram preparadas segundo a técnica descrita por Solomon (1975). Os ovos
eram oriundos do plantel de aves livres de patdgenos avidrios (Plantel
SPF) do Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA), Em-
brapa, Concdrdia, SC. A linhagem continua correspondia a células de-
rivadas de rim de suino e denominada de SK-6 (Kasza et al. 1972). O
meio de crescimento para ambas culturas consistiu de uma mistura em

. partes iguais dos meios Ham F10 e 199 contendo 4% de soro bovino,
penicilina G, potdssica cristalina (200 U/ml), sulfato de neomicina (20
Mg/ml), sulfato de gentamicina (20 ug/ml), e micostatina (50 U/ml). O
meio de manutengdo era idéntico mas continha apenas 1% de soro bovi-
no.

Amostras para isolamento viral

Encéfalos de leitdes de até duas semanas de idade e de um cdo, to-
dos com historico de distirbios do sistema nervoso central, foram obti-
dos entre os meses de abril de 1983 e dezembro de 1985, de plantéis
suinos onde estavam ocorrendo surtos de doenga infecciosa aguda. Os
plantéis estavam localizados nos municipios de Faxinal dos Guedes,
Ipumirim, Itapiranga, Sedra, Xanxeré e Xavantina no Estado de Santa
Catarina.

Preparagdo dos inéculos

Porgdes de encéfalo correspondentes ao bulbo olfatdrio, a ponte
cerebelar e a medula oblonga foram esmagadas em triturador de Ten-
Broeck, em nove partes (volume : volume) de salina tamponada com fos-

fatos (PBS) para se obter suspensSes a 10%, e centrifugadas a 2500 rpm-

por 10 minutos. Ao sobrenadante colhido foram adicionadas 1000 U de
penicilina G potassica cristalina, 20 ug de sulfato de neomicina, 20
Mg de sulfato de gentamicina e 50 U de micostatina por mililitro. A par-
tir destas suspensdes, foram preparadas suspensdes a 1 € 0,1% em meio
de cultura Ham F10 -199.

Isolamento viral

Culturas celulares em laminulas dentro de tubos de Leighton ou em
garrafas de vidro ou pldstico foram drenados do meio de crescimento e
inoculadas com as trés concentragdes (10, 1 e 0,1%) das suspensdes ce-
rebrais. Apods periodo de adsor¢do de duas horas, as monocamadas eram
levadas com PBS, alimentadas com meio de manutengdo e observadas
diariamente até um maximo de uma semana para observagio de efeito
citopatico caracteristico de virus herpes. Quando esse efeito era eviden-
te, as laminulas eram retiradas dos tubos de Leighton, lavadas em PBS,
fixadas em acetona fria durante cinco minutos e a seguir submetidas ao
teste de IF direta.

Soros de referéncia

Os soros de referéncia positivos e negativos utilizados na identifica-
¢do dos virus nos testes de imunofluorescéncia (IF) direta e virus neu-
tralizagdo (VN) e de antigenos no teste de imunodifusio (ID) corres-
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pondiam a soros suinos e foram obtidos do National Animal Disease

"Center, Ames, lowa, USA.

Imunofluorescéncia

Foi utilizado o teste de IF direta (Stewart et al. 1967) empregando-
se FEG ou SK-6 como células indicadoras e uma dilui¢io adequada de
soro de referéncia positivo (1:30) marcado com isotiocianato de fluo-
resceina.

Virus neutralizacdo

Fluidos de culturas de FEG ou SK-6, infectados com VDA foram
propagados mais duas vezes quando as monocamadas apresentavam
mais do que 50% de efeito citopatico. Os fluidos da terceira passagem
foram colhidos, clarificados por centrifugacao e testados em triplicata,
sem diluir e nas dilui¢des de 10-1e10-2em presencga de soro positivo
e negativo para anticorpos neutralizantes no teste de VN em micropla-
cas (Hillet al. 1977).

Extragdo de antigenos de culturas infectadas

A terceira passagem de cada virus isolado foi propagada em FEG
cultivados em frascos de Roux e, apds 24 horas, o meio de crescimento
era substituido por meio de manuteng¢do. Quando o efeito citopatico
era confluente, o que acontecia geralmente entre 72 e 96 horas apds a
infecgdo, as monocamadas eram suspensas por agita¢do no proprio meio
de cultura, o qual era clarificado por centrifugacdo a 2500 rpm durante
10 minutos e, a seguir, concentrado, em tubos de dialise, por imersdo
em polietileno glicol PM 8000. O material solido resultante do processo
de concentragdo era suspenso em agua destilada para atingir uma con-
centragdo final de 80 vezes o volume original. O sedimento celular era
suspenso em volume igual de PBS e depois de trés ciclos de congelamen-
to e descongelamento era testado paralelamente com o material prepa-
rado dos meios de cultura no teste de imunodifusio (ID). Antigenos fo-
ram também preparados dos fluidos sobrenadantes e dos sedimentos ce-
lulares de culturas de FEG ndo infectadas.

Teste de imunodifusdo

O microteste de ID dupla em agarose previamente descrito por
Gutekunst et al. (1978) foi modificado e adaptado a placas de Petri de
60 x 15 mm. O tampdo utilizado correspondia a Tris (Hydroxymethyl)
— aminomethan 0,05 M em pH 7,2 — 7 4, contendo 0,05% de azida s6-
dica (NaN3) e 0,75% de agar Difco purificado. Seis ml da suspensio de
agar foram colocados em placas de Petri e armazenados na geladeira por
um periodo de 24 a 48 horas antes de serem utilizados. O padrio de
teste era hexagonal e consistia de um orificio central e seis periféricos,
cada um medindo 7 mm de didmetro, eqiiidistantes entre si 3 mm, en-
tre dois consecutivos. O soro de referéncia positivo era colocado no ori-
ficio central e os antigenos a serem testados nos oriffcios periféricos.
'As placas eram incubadas a temperatura ambiente e a leitura final rea-
lizada ap6s 72 horas.

RESULTADOS

Dezessete agentes citopatogénicos foram isolados em culti-
vos celulares inoculados com suspensdes de encéfalo de leitdes
que apresentaram sintomas nervosos compativeis com a DA
(Quadro 1). Um outro agente citopatogénico foi isolado do en-
céfalo de um cdo morto com sintomas nervosos.

Em isolamento primdrio, o efeito citopdtico iniciou-se a
partir das 24 horas ap6s a inoculagdo e caracterizou-se pelo ar-
redondamento e alta refratividade das células afetadas. Essa ca-
racteristica era tipica nas culturas inoculadas com suspensdes
de encéfalo a 10% e 1%, geralmente apresentando entre as 48 e
72 horas, efeito citopdtico confluente que se estendia por toda
a monocamada, enquanto que, as culturas inoculadas com as
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Quadro 1. Amostras do virus da doenga de Aujeszky isoladas de suinos
no Estado de Santa Catarina de 1983 a 1985

Amostra Localidade Granja produtora de
227/83 Ipumirim Reprodutores
261/83 Ipumirim Reprodutores
268/83 Ipumirim Reprodutores
314/83 Xanxeré Reprodutores
407/83 Xavantina Terminados
447/83(@) Seara Terminados
467/83 Xanxeré Terminados
585/83 Xanxeré Reprodutores
607/83 Faxinal dos Guedes Terminados
659/83 Faxinal dos Guedes Terminados
715/83 Xavantina Terminados
843/83 Faxinal dos Guedes Terminados
100/84 Xanxeré Terminados
706/84 Itapiranga Terminados
879/84 Ipumirim Terminados
1043/84 Itapiranga Terminados
1044/84 Xanxeré Terminados
81/85 Xanxeré Terminados

(@) Amostra isolada do encéfalo de cio nas imediagGes de granjas de ter-
minagao.

Fig. 1. Fibroblastos de embrido de galinha inoculados com a amostra
467/83 do virus da doenga de Aujeszky, mostrando placa carac-
teristica de virus herpes. Obj. 20.

Fig.3. Fibroblastos de embrido de galinha inoculados com a amostra
227/83 do virus da doenga de Aujeszky, mostrando ao teste de
fluorescéncia direta uma placa fortemente corada. Obj. 20.
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suspensdes a 0,1% apresentaram efeito citopdtico caracteristi-
co de virus herpes, isto ¢, aparecimento de focos ou placas iso-
ladas (Fig. 1). As culturas ndo inoculadas ndo apresentaram
efeito citopdtico (Fig. 2).

O teste de IF direta permitiu a identificag@o dos 18 agentes
citopatogénicos isolados como VDA. As culturas celulares ino-
culadas com as suspensdes de encéfalo a 10 e 1% apresentaram
fluorescéncia generalizada, enquanto que, aquelas inoculadas
com as suspensdes a 0,1%, apresentaram fluorescéncia intensa,
apenas nas dreas correspondentes a presenga de placas (Fig. 3),
permanecendo as células ndo infectadas ao redor das placss, to-
talmente opacas. As células que compunham estas placas pos-
suiam uma fluorescéncia intensa a niv¢l de membrana celular,
observando-se ocasionalmente, granulos fluorescentes de loca-
lizagdo 1ntra citoplasmadtica. As culturas celulares ndo infecta-
das ndo apresentaram fluorescéncia especifica e eram unifor-
memente opacas.

Os resultados observados com o teste de IF foram confirma-
dos com o teste de VN. As trés dilui¢es dos 18 virus isolados
foram neutralizados em presenga de soro de referéncia positi-
vo, enquanto que, as trés dilui¢gdes dos mesmos ndo o foram
em presenga de soros de referéncia negativo, observando-se

4
Fig.2. Fibroblastos de embrido de galinha nao infectados. Obj. 20.

Fig.4 Teste de imunodifusdo em gel de dgar para detectar antigenos do
virus da doenga de Aujeszky. Soro de referéncia positivo (pogo
central). Antigenos de culturas celulares nao infectadas (pogos
lateral esquerdo superior e lateral direito inferior). Antigenos de
culturas celulares infectadas (pogos centrais superior e inferior,
pogo lateral superior direito e lateral inferior esquerdo).
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neste iultimo caso, efeito citopdtico caracteristico de virus
herpes.

O teste de ID em gel de dgar permitiu a demonstragdo de
dois antigenos virais, os quais foram extraidos tanto dos flui-
dos como das monocamadas das culturas infectadas. Estes an-
tigenos reagiram com o soro de referéncia positivo formando
duas linhas de precipitagdo (Fig. 4). Preparages similares obti-
das de culturas ndo infectadas foram negativas.

DISCUSSAO

Foram isoladas 17 amostras do VDA do encéfalo de leitSes
com histérico de sintomas nervosos e uma amostra do encéfalo
de um cdo com a mesma sintomatologia. A metodologia utili-
zada para o isolamento e a identificagdo das 18 amostras per-
mitiu um diagnéstico seguro, definitivo e relativamente rdpido
da ocorréncia da DA nas propriedades atingidas.

A técnica de IF direta realizada em laminulas permitiu a
identificagdo das amostras isoladas como sendo o VDA. A uti-
lizagdo de diluigBes decimais das suspensdes de encéfalo facili-
tou a melhor interpreta¢do dos resultados. As laminulas inocu-
ladas com a suspen&:‘io a 0,1% apresentaram dreas localizadas
de fluorescéncia intensa as quais correspondiam a presenca de
placas; que adquiriram maior nitidez pelo fato de estarem ro-
deadas de células ndo infectadas de aparéncia normal e sem
fluorescéncia.

Os testes de VN em microplacas, como realizados no pre-
sente estudo, evidenciaram o isolamento e a identificagdo das
18 amostras do VDA em presenga de soro de referéncia sem
anticorpos para o VDA, demonstrado pelo aparecimento de
efeito citopdtico caracteristico de virus herpes:Por outro lado,
em presenga de soro de referéncia com anticorpos especificos,
o efeito citopatico foi completamente inibido nas diluigdes tes-
tadas. Apesar de nao termos determinadc o nimero de doses
infectantes médias presentes em cada dilui¢do testada, parece-
ria aconselhdvel a utiliza¢do de soro de referéncia com titulo
neutralizante relativamente elevado. Estudos recentes realiza-
dos pelos autores no Laboratério de Virologia do CNPSA (re-
sultados ndo publicados) indicaram que o teste de VN pode ser
realizado diretamente com suspensdes de encéfalo em virias
dilui¢des, podendo-se obter titulos superiores a 104 doses in-
fectantes médias/g, das dreas do sistema nervoso central des-
critas em material e métodos. Este procedimento permite o
isolamento e a identificagdo do VDA e fornece um diagnostico
inequivoco e defininitivo em um méximo de trés dias. Recen-
temente, foi descrito um teste de IF em impressdes de faringe
e cérebro para o diagndstico rdpido da DA (Allan et al. 1984),
de 6tima correlagdo com o isolamento viral. Segundo esses au-
tores, em presen¢a de anticorpos neutralizantes, o isolamento
do VDA de faringe pode ser negativo, enquanto que em im-
pressdes da mesma, a IF pode ser positiva. No presente traba-
lho, as amostras do VDA isoladas originaram-se do encéfalo de
animais com sintomatologia nervosa. Ndo se tentou, em nenhu-
ma oportunidade, o isolamento da faringe.

Os resultados dos testes de ID com extratos de sobrenadan-
tes ¢ de monocamadas de culturas infectadas com as amostras
isoladas demonstraram a presenga de dois antigenos virais, os
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quais apresentaram linhas de precipitagdo com identidade
quando confrontados com soro de referéncia positivo. A nega-
tividade dos extratos obtidos tanto dos sobrenadantes como
das monocamadas de culturas similares ndo infectadas com;o
VDA, evidenciou a especificidade dos resultados.

A literatura cientifica publicada sobre surtos da DA no Bra
sil, indica que o VDA foi isolado pela dltima vez em 1966 do
sangue periférico de um bovino com sintomas clinicos da
doenga (Silva & Gidvine 1966). Isolamentos prévios também
realizados em coelhos e cobaias evidenciaram a presen¢a do
VDA tanto em suinos (Camneiro & Cardin 1947, Hipdlito et
al. 1960/61) como em bovinos (Silva & Giovine 1961). Porém,

" somente em um caso foi o isolamento confirmado sorologica-

mente (Hipélito et al. 1960/61), através do teste de VN em co-
baias.

O isolamento e a identificagdo das 18 amostras do VDA nos
seis municipios do Estado de Santa Catarina ndo indica neces-
sariamente que a infec¢do € de natureza endémica uma vez que
a vigilancia sorologica dos plantéis de reprodutores e de termi-
nadores suinos tem demonstrado que a freqiiéncia de ocorrén-
cia de anticorpos para o VDA no rebanho suino do Estado ¢
muito baixa (Romero et al. 1984, Romero et al. 1986). Como
os testes de IF e VN nfo permitem a diferenciagdo de amostras
do VDA, nido ¢ possivel, por enquanto, afirmar se os virus iso-
lados correspondem a surtos epizootiologicamente relaciona-
dos ou ndo. Com o desenvolvimento de técnicas para a anilise
do DNA do VDA utilizando-se endonucleases de restri¢do, se
tornard possivel rastrear epizootiologicamente a ocorréncia de
surtos da DA (Pritchett et al. 1984).
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