http://dx.doi.org/10.4322/rbcv.2015.157 151

Estomatite Vesicular Alagoas (VSA) em tilapia nilética
(Oreochromis niloticus). Possivel implicacdo epidemiolégica’
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Resumo

Foram realizadas inoculagdes experimentais do virus da Estomatite Vesicular Alagoas (VSA) em tilapia nilética
(Oreochromis niloticus), pela via intraperitoneal e por imersao em suspensao viral, com o objetivo de verificar se o
mesmo se replicava neste sistema hospedeiro e se o virus era eliminado na dgua, o que poderia representar um
importante papel no ciclo epidemioldgico da virose. Os peixes foram dispostos em grupos testemunhos e inoculados
com suspenséo de virus VSA, tanto pela via intraperitoneal quanto por imersédo. Foram observadas alteracdes
anatomopatolégicas em 6rgaos da cavidade abdominal e cérebro. Esses 6rgaos e a d4gua do aquério foram inoculados
em células BHK,, e observados a presenca de efeito citopatico caracteristico dos virus pertencentes a este género. A
segunda passagem do virus em peixes confirmou as lesées encontradas anteriormente e o isolamento em novas
inoculagdes em cultivo celular. Os resultados sugerem que a tilépia é sensivel ao VSA nas duas vias de inoculagéo,
elimina formas infectantes do virus na dgua, podendo representar um importante elo na cadeia epidemiolégica da

estomatite vesicular.
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Introdugao

A ecologia do virus da estomatite vesicular (VSV) é pouco
conhecida e apresenta muitos aspectos obscuros a se-
rem preenchidos com relag&do ao ciclo basico da infecgéao
(Acha, Szyfres, 1986).

Nas areas tropicais endémicas encontramos um grande
numero de animais silvestres reagindo positivamente a
pesquisas soroldgicas, ndo tendo sido demonstrado se
estes animais sdo reservatdrios naturais. A alta taxa de
animais silvestres reativos, sem o envolvimento de animais
domeésticos, pode indicar que o virus circula livremente
dentro dessa populagao (Zuluaga, Yuill, 1979).

A literatura registra que os ciclos dessa doenga segue o curso
de &guas e, freqlientemente, acomete o gado bovino e eqliino
gue pasta em areas alagadas onde a presenca de lagos é
mais comum que planicies abertas. Em contrapartida, as are-
as desérticas e planicies sem arvores servem como barreiras
para conter a disseminag¢éo da doenga (Bishop, 1979).

E citado na literatura uma semelhanga do perfil polipeptidico
do Pike Fry Rhabdovirus (PFR) com o VSV-Indiana
(Kinkelin et al., 1974 ; Hill, B. J. 1975) o que poderia indi-

car uma relagdo antigénica entre os dois virus. Com base
nesta relagéo foi realizado o presente trabalho, que visava
investigar o envolvimento dos peixes como reservatério ou
amplificador de virus da estomatite vesicular na natureza.

Material e métodos

Virus - Estomatite Vesicular Alagoas (Andrade, 1974) per-
tencente a colegdo do Centro Pan-americano de Febre
Aftosa, com titulo 1075/0,1ml (Reed, L. J., Muench, H. 1938).
Meio de cultura— MEM-Glasgow adicionado, no momento
do uso, de glutamina (L-glutamina, Gibco Laboratories),
penicilina (Penicilina G Potassica (benzilpenicilina
potassica) Laboratério Wyeth Ltda.), estreptomicina (Sul-
fato de estreptomicina) Laboratério Wyeth Ltda.), fungizona
(Fungizona (Anfotericina B) Gibco Laboratories) e soro
bovino a 10%.

Célula -BHK,, (Baby Hamster Kidney), clone 13, cedida
pelo Centro Pan-americano de Febre Aftosa do Rio de Ja-
neiro.

Agua - A 4gua utilizada no experimento é a mesma distri-
buida para toda a regidao do Grande Rio, mantida sob
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aeragao constante, com o objetivo de eliminar, por evapo-
ragéo, o cloro adicionado & mesma, bem como favorecera
oxigenagéo, s6 sendo transferida para os aquarios apds
48 hora de aeragéo.
Peixe — Tilapia nilética ( Oreochromis niloticus), com peso
médio de 5,64, oriundas do Departamento de Piscicultura
do Instituto de Zootecnia da UFRRJ.
Inéculo — Os peixes do 1° experimento (IV1) foram inocu-
lados com suspensao do virus em MEM-Glasgow a 1/10
_(v/v). O iindeulo do Grupo Testemunho de Diluigéo (TD) foi o
préprio MEM-Glasgow.
No 22 experimento o indculo do grupo inoculado com VSA
de 22 passagem (IV2) foi preparado a partir dos 6rgéos dos
peixes do grupo V1 triturado, diluido a 1/10 e centrifugado
a 1000 x g por 5 minutos a 5°C. O sobrenadante foi diluido
em MEM-Glasgow a 1/10, dando origem a solugé@o de
inoculagdo. Na inoculagdo do grupo virus-agua (1VA) foi
utilizada a dgua do aquério do grupo IV diluida na propor-
¢ao de 1/10 em MEM-Glasgow.
Inoculacao em células — Os 6rgaos dos peixes de cada
grupo foram triturados, diluidos em MEM-Glasgow na pro-
porgao de 1/10 (p/v) e centrifugados a 1000 x g por 5 minu-
tos a 5°C. Os sobrenadantes foram novamente diluidos
com MEM-Glasgow de 1/50 e 1/500, com a concentrag¢édo
de antibiético duas vezes superior a utilizada no cultivo
celular. Os tubos com cultivo celular foram inoculados 0,1ml
de solugéo para cada tubo.
Inoculagao intraperitoneal — Os peixes foram inocula-
dos 0,1ml de cada in6culo, no ponto médio entre a regiéo
genital e a linha média entre as nadadeiras peitorais.
Imersao (I) — Os peixes foram infectados por imers&o atra-
vés da adigdo de 5ml da suspenséo viral de referéncia a
agua do aquario com apenas 2 litros. Apés uma hora, o
aquario teve seu nivel d’agua restaurado seguindo-se, pos-
teriormente, a mesma rotina dos outros aquarios.
Cultivo celular — No momento da inoculagdo do material
oriundo dos peixes, 0 meio de crescimento foi desprezado
e adicionado 0,1ml das dilui¢des 1/50 e 1/500 de cada gru-
po e mais a dgua do aquario do grupo inoculado com VSA.
Apds a inoculagdo nas células, aguardou-se 1 horaparaa
adsorséo do virus a célula, agitando-se, suavemente, a cada
15 minutos, completando-se o volume com 0,9ml de meio
de manutengéo (MEM-Glasgow com 2% de soro bovino).
Foram utilizados 5 tubos de células por diluigdo e por dia,
totalizando 50 tubos por grupo e 15 tubos para os controle
de células e do virus. A leitura era realizada a cada 24 horas
a partir do momento da inoculagéo, durante cinco dias.
12 Experimento — Os peixes foram distribuidos em seis
aquarios, sendo dois aquarios para cada grupo. O grupo
testemunho (T) e TD eram constituidos por 30 peixes cada
e o grupo IV1 por 40 peixes.
22 Experimento — O 22 experimento foi a repetigdo do
primeiro, com o acréscimo dos grupos IVA e IV2 com 40
peixes cada grupo e do grupo | com 15 peixes.
Esquema de colheita de material — (12 experimento) -
No primeiro dia (dia zero), foram coletados seis peixes do

grupo T para inoculagdo em cultivo celular. Neste momen-
to foi inoculado com a suspensao do VSA o grupo V1 e
com MEM-Glasgow modificado o grupo TD.

Ap6s 24 horas e até o 52dia foram coletados, diariamente,
trés peixes dos grupos T e TD, seis peixes do grupo IV1 e
5ml de agua de cada aquério, para inoculagéo em cultivo
celular.

A mesma rotina foi seguida no 22 experimento.

Colheita de material — Na necrépsia foram retirados os
6rgaos abdominais e o cérebro. O material coletado forne-
cia, em média, 1,5g de material, por peixe coletando-se
dois peixes de cada grupo.

O material era triturado e suspenso em MEM-Glasgow na
proporgéo de 1/10 (p/v), sendo considerado como material
nao diluido e estocado a -20°C, até o momento do uso.
A 4gua de cada aquario era coletada no momento da cap-
tura dos peixes, retirando-se 5ml de cada aquério. As
amostras de dgua coletadas de aquérios do mesmo grupo
eram homogeneizadas em um frasco estéril, estocando-
se apenas 5ml desta mistura em congelador a -20°C.

Resultados
Comportamento — NZo foi observada nenhuma alteragdo
comportamental dos peixes, durante os dois experimentos.

Alteracoes anatomopatoldgicas — As observagdes das
alteragbes anatomopatoldgicas foram realizadas com o
auxilio de lupa, logo apés o sacrificio dos peixes.

Grupos T e TD — Estes grupos nao apresentaram altera-
¢Oes anatomo-patoldgicas que pudessem ter sido ocasio-
nadas pela inoculagao ou pelo diluente (Figura 1).

Figura 1: Tilapia normal

Figura 2: Hiperemia da 12 porgdo do tubo diestivo
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Demais grupos — As alteragdes anatomopatolégicas ocor-
reram a partir do primeiro dia, aumentando de intensidade a
cada dia, observando-se hiperemia da primeira por¢ao do tubo
digestivo (Figura 2) com congestao de vasos, evoluindo para
areas de petéquias e presencga de edema ao longo do tubo
digestivo; vasos mesentéricos congestos; figado congesto
com areas de formagéo de petéquias; vesicula biliar repleta,
de coloragao verde-escura intensa a hemorragica (Figura 2).

Isolamento em célula — As células mostraram efeito
citopatogénico compativel com o que correu no controle do virus.

Os Grupos T e TD, nos dois experimentos, nao apresenta-
ram ECP, o mesmo ocorrendo com o controle de célula.

12 experimento — As células inoculadas com suspenséo
dos 6rgaos dos peixes do Grupo IV1 apresentaram 18 tu-
bos positivos no primeiro dia, 5 no segundo dia, 24 no
terceiro dia, 20 no quarto dia e 25 no quinto dia. O totalde
tubos positivos para a diluigdo 1/500 foi de 37 e para a
diluigao de 1/50 foi de 55.

As células inoculadas com diluigao da &gua do Grupo 1V1
apresentam 14 tubos positivos no primeiro dia, 17 no se-
gundo dia, 12 no terceiro dia, 20 no quarto dia e 21 no
quinto dia. O total de tubos positivos para a diluigéo 1/500
foi de 43 e para a diluicdo de 1/50, foi de 41.

2¢ experimento — As células inoculadas com suspenséo
dos 6rgaos dos peixes do grupo IV1 apresentaram 15 tu-
bos positivos no primeiro dia, 31 no segundo dia, 23 no
terceiro dia, 30 no quarto dia e 24 no quinto dia. O total de
tubos positivos para a diluigao 1/500 foi de 66 e, para a
diluicao de 1/50 foi de 57.

As células inoculadas com suspensao dos ¢rgdos dos
peixes do grupo 1V2 apresentaram 36 tubos positivos no
primeiro dia, 34 no segundo dia, 39 no terceiro dia, 39 no
quarto dia e 30 no quinto dia. O total de tubos positivos
para as duas diluigbes foi de 89.

As células inoculadas com suspensao dos érgaos dos pei-
xes do grupo 1 apresentaram 7 tubos positivos no primeiro
dia, 18 no segundo dia, 17 no terceiro dia, 20 no quarto dia
e 17 no quinto dia. O total de tubos positivos para a diluigao
1/500 foi de 41 e, para a diluigdo de 1/50, foi de 38.

Tabela 1: Resultado do isolamento em célula dos grupos inoculados com sus-

penséo de virus (V) e de érgaos (IV2)
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As células inoculadas com suspensdo dos 6rgaos dos
peixes do grupo IVA apresentaram 34 tubos positivos no
primeiro dia e 17 no segundo dia; no terceiro dia a amostra
foi perdida, 39 no quarto dia e 27 no quinto dia. O total de
tubos positivos para a diluigao 1/50 foi de 62 tubos e, para
a diluicdo de 1/500, foi de 55 tubos.

Tabela 2: Resultado do isolamento em célula da agua do
aquario do grupo Inoculado com suspensao de virus (IV) e
da inoculagéao nos peixes de com a mesma

1¢ Experimento 2° Experimento
Agua do grupo Inoculados com a agua
Di inoculado com do grupo IV
1a suspensio de virus
Diluigao 1/ Diluigao 1/
500 | 50 | TOTAL 509 50 | TOTAL
1° 6 8 14 18 16 34
22 9 8 17 9 8 17
34 9 3 12 - - -
4° 10 10 20 14 25 39
5° 9 12 21 21 6 27
TOTAL | 43 41 84 62 55 117

Tabela 3: Total de tubos positivos do grupo 1, do segundo
experimento, por diluicdo, em cada dia do experimento

Dia\ Diluicao
1/500 1/50 Total

12 3 4 7

22 9 9 18

32 ] 9 8 17

42 11 9 20

5¢ 9 8 17
TOTAL 41 38 79

Discussao

Os Rhabdovirus de peixes pro-

12 Experimento 29 Experimento duzem, de um modo geral, do-

encas hemorragicas que podem

Inoculado com suspensao de Inoculado com suspenséo de érgao viracompanhadas de edema ge-

Dia virus (IV) (va) neralizado, determinando o apa-
Diluigao Diluigao 1/ recimento de ascite, exoftalmia

/500 1/50 TOTAL 1/500 1/50 TOTAL e, em alguns casos, hidrocefalia,

1; 10 8 18 17 19 36 necrose hematopoiética e
:2;& 2 138 254 ;g 1; gg petéquias, distribuidas no
yE: 19 3 50 17 55 39 . parénquima dos érgejlc?s internos,
59 8 17 o5 18 12 30 mgsculatura esquelética e nada-
TOTAL 37 55 92 89 89 178 ?ggg)s (Wolf, 1988, Moeller Jr.,
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Em animais, principalmente eqtinos, os Rhabdovirus do
género Vesiculovirus produzem uma enfermidade com pa-
tologia bastante distinta, desenvolvendo enfermidade do
tipo vesicular (Bishop, 1980).

O virus da estomatite vesicular Alagoas produziu lesdes
do tipo hemorragico, no aparelho digestivo e presenga de
contetido hemorragico na vesicula biliar, ndo sendo obser-
vada mortalidade, o que poderia ocorrer devido a fatores
diversos como a espécie do peixe, adaptac¢ao do virus e
duragao do experimento, entre outros, muito embora, na
necropsia, tenhamos notado alteragdes hemorragicas.

As lesbes anatomopatoldgicas produzidas pelo VSA, no gru-
po daimersao do peixe em suspensao viral ou naqueles ino-
culados por via intraperitoneal, ndo apresentaram diferengas.

Em cultivo celular o aparecimento de ECP, com material
oriundo dos grupos inoculados por via intraperitoneal, nas
primeiras 24 horas foi considerado de pouco valor por acre-
ditarmos que o mesmo ocorria, provavelmente, devido a
um residuo da inoculagéao.

No segundo dia este valor sofreria um decréscimo, o que
pareceu indicar que os valores obtidos no dia anterior fo-
ram resultantes dos vestigios da inoculagéo e que as par-
ticulas virais neste dia ainda ndo se encontravam em sua
plena forma infectante.

Os valores maximos de produgao de ECP foram encontra-
dos nos terceiro e quarto dias pds inoculagdo, decrescen-
do no quinto dia, sendo este fato encarado como um fator
confirmatdrio da replicagao do virus no organismo dos pei-
xes. O decréscimo na produgdo de ECP pode ter sido
ocasionado pela intervengao das defesas imunoldgicas do
peixe e/ou que a replicagdo viral estaria se adequando para
uma faixa de replicagao ideal.

O grupo que sofreu imersdo em suspenséo viral apresen-
tou uma produgéo de ECP de forma gradativa, no primeiro
dia apresentando valores abaixo da média do grupo. No
segundo e terceiro dia os valores foram relativamente se-
melhantes e acima da média, indicando que ocorreu
replicagao no peixe de uma forma mais efetiva, o que ocor-
reria por contato na forma natural. O valor méaximo foi obti-
do no quarto dia indicando o pico da replicagédo viral,
retornando no dia seguinte ao nivel do terceiro dia.

A adaptag@o do virus ao novo sistema foi observada na
comparagao do grupo IV1 com o grupo IV2, inoculado com
suspensio oriunda de passagem anterior em peixes.

A agua do aquario do grupo IV1 do primeiro experimento
foi coletada diariamente para verificar se os peixes elimi-
navam virus na 4gua e em quantidade suficiente para pro-
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duzir uma reinfecgao, ja que 50% da dgua do mesmo era
trocada a cada dia. Os resultados positivos deste grupo
apareceram logo no primeiro dia atingindo um total de 14,
que pode ser atribuido a eliminagéo do virus pelo peixe.
Nos quatros dia subsequentes foram observados, respec-
tivamente, um total de 17, 12, 20 e 21 positivos.

Comparando-se esses valores com o resultado obtido no
grupo V1, do primeiro experimento, observa-se que a quan-
tidade de positivos para a agua do aquario do grupo V1
correspondia a quantidade de positivos do grupo V1, sig-
nificando que havia uma correlagé@o entre o aumento da
positividade e negatividade entre os grupos.

O grupo IVA era constituido pelos peixes inoculados com
a dgua do grupo V1, do primeiro experimento. A quantida-
de de positivos encontrada foi semelhante aquela encon-
trada no grupo V2.

Conclusoes

A tilapia se mostrou sensivel ao VSA, tanto por inoculagdo
via intraperitoneal quanto por imersao em solugéo com vi-
rus. :

Nas duas vias utilizadas para infec¢do dos peixes,
intraperitoneal e imersao, os indculos preparados a partir
de visceras mostraram-se positivos quando inoculados em
cultivos celulares.

O indculo preparado a partir da agua do grupo IV1 do 1°
experimento e inoculado em cultivos celulares, revelou a
presenca de ECP positivo, 0 que demonstra que 0s peixes
infectados eliminam virus para o meio ambiente.

Durante o periodo do experimento, 5 dias, néo foi observa-
do nenhuma mudanga de comportamento apesar das alte-
ragbes anatomopatolégico. Este periodo pode ser conside-
rado uma fase bastante aproximada ao periodo total de in-
cubagao, visto que, o virus se adaptou, replicou e manteve-
se relativamente estével nos Gltimos dias do experimento.

As alteragbes anatomopatolégicas dos ¢rgéos internos

. encontradas sdo semelhantes as patologias produzidas,

de um modo geral, pelos Rhabdovirus de peixes (Pike Fry
Rhabdovirus, Spring Viremia of Carp, Infectious
hematopoietic Necrosis virus e Infectious hematopoietic
Necrosis virus).

Os resultados encontrados quer na infec¢é@o dos peixes
quer nos cultivos celulares, associados as lesGes
anatomopatoldgicas, efeito citopatico e a sorologia do vi-
rus empregado no presente trabalho, sugerem que os pei-
xes desempenham um importante papel na cadeia
epidemioldgica da Estomatite Vesicular.

Experimental infections were reproduced with the virus of Vesicular Stomatitis Alagoas (VSA) in Nile Tilapia (Oreochromis
niloticus), through intraperitoneal inoculations and bath in infective homogenate, with the purpose to determinate if this
virus was able to replicate in this host and if able to eliminate the virus into the water which could represent an important
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fedture in the epidemiology of the viruse. During the experiments, fishes were distributed in witness groups and inoculated
group with homogenate viral suspension of VSA. From these groups were observed anatomypathology alterations and
collected abdominal organs, brain and water form the aquariums to prepare suspension for passages and inoculation in
cell culture of BHK,,,. The collected abdominal organs were standard histopathological method too (not available yet). The
cell culture showed the characteristic citophatic effect produced by this virus genus. The virus passage in the host
system was demonstrated, by anatomyphatology finds and repetition of same alterations seen before. It could means
that the virus had an adaptation to the fish. The results indicated that Nile Tilapia is sensible to VSA virus through both
inoculations, it eliminate infective particles of virus into the water and for all these reasons, it could take a important place
in the epidemiology sequence of Vesicular Stomatitis.

Keywords: Epidemiology; stomatitis; vesicular; Alagoas; tilapia.
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