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RESUMO

Disenteria de inverno € uma doenga causada pelo coronavirus bovino que afeta animais
adultos. Descrevem-se dois surtos de disenteria de inverno em rebanhos leiteiros nos
municipios de Viamao e Vespasiano Corréa, Rio Grande do Sul. A doenca foi
reproduzida experimentalmente em dois bovinos adultos. O quadro clinico se
caracterizou por diarréia, inicialmente liquida esverdeada com estrias de sangue e muco,
que em alguns animais, evoluiu para coloracdo marrom escura a sanguinolenta e que
persistiu, em média, cinco dias. Na propriedade de Vespasiano Corréa os animais
apresentaram sinais respiratorios como tosse e corrimento nasal. Diminuicdo na
producédo de leite e no consumo de alimentos, além de graus variados de depressédo
foram também observados. Foi detectada a presenga do coronavirus bovino nas fezes e
secrecdo nasal dos animais pela técnica da nested RT-PCR. Foi realizada necropsia de
um animal naturalmente infectado que morreu devido a doenca. Na necropsia,
observou-se mucosas palidas, conteddo sanguinolento com presenca de grande
guantidade de coagulos, principalmente no célon espiral e petéquias na mucosa do
colon. No colon espiral, foram observados os principais achados histologicos que
incluiram criptas dilatadas sem epitélio de revestimento, ou revestidas por epitélio
pavimentoso e/ou cuboidal, as vezes, com nucleos grandes e nucléolos proeminentes.
Algumas criptas eram preenchidas por debris necroticos e polimorfonucleares. Amostra
de fezes de um animal naturalmente infectado foi usada, através de uma suspensao
administrada via oral e nasal, para tentar induzir infeccdo experimental em 3 bovinos de
20 meses. Foi observada diarréia em dois desses animais, no 5° dia ap6s a inoculagao.
Esses animais foram eutanasiados ao 2° e 3° dias de diarréia. As lesdes histologicas dos
casos experimentais foram semelhantes aquelas do caso natural. Na imuno-histoquimica
anti-coronavirus bovino (8F2) em cortes de tecido incluido em parafina do colon
espiral, houve marcacdo positiva no citoplasma de enterécitos das criptas, nos debris
necroticos dessas criptas e em macrofagos na lamina propria, tanto no caso natural
como nos experimentais. Nos casos experimentais, também foi observada marcacéo
imuno-histoquimica positiva em duodeno, jejuno, ileo, ceco, célon descendente e
epitélio de revestimento dos cornetos nasais.

Palavras-chave: disenteria de inverno, diarréia, coronavirus bovino



ABSTRACT

Winter dysentery is caused by bovine coronavirus that affects adult animals. This report
describes two outbreaks of the disease in dairy herds located in the counties of Viaméo
and Vespasiano Corréa, Rio Grande do Sul. The disease was induced experimentally in
two adult cattle. The most significant clinical sign was profuse and watery diarrhea,
which ranged from greenish to brownish coloration with occasional blood streaks and
mucus to a bloody diarrhea. In one herd, animals showed respiratory signs such as
cough and nasal discharge. Most cases persisted for 5 days and also included
depression, decreased milk production, and diminished food intake. The presence of
bovine coronavirus was detected in feces and nasal secretions of animals by nested RT-
PCR. Necropsy was performed in one animal naturally affected and died due to the
disease and revealed pale mucosa, sanguineous contents, and blood clots particularly
within the spiral colon and pinpoint hemorrhages on the colonic mucosa.
Histopathological lesions were predominant in the spiral colon and consisted of a high
number of dilated crypts without epithelium or with replaced pavement epithelium with
occasional immature cuboidal cells, which sometimes showed enlarged nucleus and
prominent nucleolus. Some crypts were filled with epithelial desquamation and
polymorphonuclear cells. Fecal samples from one naturally infected animal were used
as a suspension and inoculated orally and nasal in three 20-month-old heifers. Diarrhea
was observed in 2 of them and started on the 5" day post infection. These animals were
euthanized at the second and third days of diarrhea. The histological lesions of
experimental cases were similar to the natural case. Anti-bovine coronavirus (8F2)
immunostaining was applied on paraffin embedded sections of the spiral colon and
showed positive reactions in the cytoplasm of the infected crypt epithelium, sloughed
necrotic cells, and within macrophages in the lamina propria of both, natural and
experimental cases. Positive reactions were also seen in duodenum, jejunum, ileum,
cecum, descending colon and the epithelium lining the nasal turbinate from
experimental cases.

Key Words: Winter dysentery, diarrhea, bovine coronavirus
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1. INTRODUCAO

A disenteria de inverno é uma doenca contagiosa causada pelo coronavirus
bovino e afeta frequentemente bovinos adultos durante a estagéo fria. A doenca acarreta
grandes prejuizos a bovinocultura devido a diminuicdo na producdo de leite e na
conversdo alimentar, além dos gastos com tratamentos. A doenca foi relatada em
diversos paises; entretanto, ocorre principalmente em paises de clima temperado do
Hemisfério Norte. (ROBERTS, 1957; CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978; VAN
KRUININGEN et al., 1985; SAIF, 1990, CHO et al., 2000, NATSUAKI et al., 2007).

No Brasil, apesar de escassos registros de surtos de diarréia em bovinos adultos
em diferentes regides, 0s estudos etiolégicos nestes casos sdo inconsistentes. A
associacao de surtos de diarréia com coronavirus bovino foi estabelecida por Branddo et
al. 2002 através da deteccdo do virus em amostras fecais de vacas afetadas no Estado de
Sao Paulo. Desta forma, pesquisas que associem o0s achados clinicos e patolégicos da
doenca com métodos de diagnostico adequados sdo fundamentais para caracterizar a
doenca e sua distribuicdo no pais.

Devido a baixa mortalidade causada pela doenga e a dificuldade em reproduzi-la
experimentalmente, os estudos histoldgicos e imuno-histoquimicos das lesdes séo
escassos (VAN KRUININGEN et al., 1985; VAN KRUININGEN et al., 1987; CHO et
al., 2000; TRAVEN et al., 2001; NATSUAKI et al., 2007), o que, muitas vezes, impede
pesquisas mais aprofundadas acerca da patogenia do coronavirus bovino em animais
adultos. As infeccbes por coronavirus bovino se caracterizam por dois dos sinais
clinicos mais amplamente observados, além de muitas vezes negligenciados na rotina da
clinica de bovinos: diarréia e corrimento nasal (RADOSTITS, 2000). Portanto, enfatiza-
se a importancia deste trabalho que inclui método diagnostico definitivo para tais
condicdes.

Esse trabalho relata surtos de disenteria de inverno em bovinos no Estado do Rio
Grande do Sul e descreve a reproducgédo experimental da doenca em bovinos adultos.
Além disso, salienta as alteracdes clinico-patoldgicas dos animais afetados, a pesquisa
de patdgenos nas fezes desses animais e demonstra a presenca do coronavirus bovino

através da técnica de imuno-histoquimica nos tecidos dos animais infectados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

No passado a disenteria de inverno foi associada com diversos agentes tais como
Campylobacter (Vibrio) jejuni, enterovirus (WD-42), parvovirus bovino, virus da
rinotraqueite infecciosa bovina e da diarréia viral bovina (BVDV) (SAIF, 1990).

Desde a década de 70, varios trabalhos indicam o envolvimento do coronavirus
nos surtos de disenteria de inverno pela detec¢do do virus nas fezes de animais enfermos
e/ou pelo acompanhamento da soroconversdo dos animais durante os surtos (HORNER;
HUNTER; KIRKBRIDE, 1975; TAKAHASHI et al., 1980; ESPINASSE et al., 1982;
VAN KRUININGEN et al., 1987; SAIF et al., 1988a; SAIF et al., 1991).

Reforcando o envolvimento do coronavirus bovino nesta doenca, Van
Kruiningen et al. (1987) demonstraram a presenca do virus nas lesdes intestinais e
Travén et al. (2001) reproduziram uma doenca clinica comparavel a disenteria de
inverno em bovinos adultos a partir de material de casos naturais da doenca.

No inicio desta década, o interesse pelo coronavirus aumentou
consideravelmente devido sua associacdo com o agente etioldégico de um processo
respiratorio agudo que afetou humanos no sudeste asiatico. Esta sindrome respiratoria
ficou conhecida pela sigla em inglés SARS (sindrome respiratéria aguda grave)
(KSIAZEK et al., 2003; REST; MINDELL, 2003).

2.2 Etiologia

A disenteria de inverno é causada pelo coronavirus bovino. Os coronavirus séo
classificados dentro da ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, género Coronavirus.
O género Coronavirus é subdividido em trés grupos (Grupo I, Grupo Il e Grupo I11) de
acordo com os epitopos presentes nas glicoproteinas de envelope, sequéncias de
nucleotideos e hospedeiros naturais. O coronavirus bovino pertence ao Grupo |,
juntamente com o coronavirus humano OC-43, coronavirus entérico humano 4408,
virus hemaglutinante da encefalomielite suina, virus da hepatite murina, coronavirus
equino, coronavirus respiratorio canino e virus da sialodacrioadenite (GONZALEZ et
al., 2003; MASTER, 2006).
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Os coronavirus sdo virus envelopados, com morfologia predominantemente
esférica, diametro de aproximadamente 100-150 nm, entretanto apresentam alto
pleomorfismo devido a presenca de envelope formado por uma dupla camada de
lipideos. O capsideo tem simetria helicoidal com predominio da fosfoproteina N
(nucleocapsideo), envolvendo o genoma viral constituido por uma fita simples de RNA
ndo segmentado e de polaridade positiva com 32 Kb (LAIl; CAVANAGH, 1997;
MASTER, 2006).

O envelope viral possui quatro ou cinco proteinas estruturais (M, Sm, HE, Se |)
que se projetam de uma dupla camada lipidica e ddo a particula viral o aspecto de uma
coroa (do latim corona) (RISCO et al. 1996). As proteinas do envelope estdo
relacionadas como as principais propriedades ligadas a infectividade, viruléncia e
variabilidade viral. (LAl; CAVANAGH, 1997; BRANDAO et al., 2001).

A principal e mais proeminente proteina de envelope dos coronavirus é a
proteina S (“spike™). Esta é responsavel pela aparéncia espiculada da particula viral com
projecdes de cerca de 20nm de comprimento, pela atividade hemoaglutinante, pela
adsorcdo do virus aos receptores da célula do hospedeiro e é o principal alvo para
anticorpos neutralizantes. E considerada também a proteina mais polimorfica dos
coronavirus, organizada como dimeros ou trimeros. (COLLINS et al., 1982; MASTER,
2006).

A proteina ndo-estrutural mais importante dos coronavirus é a RNA-replicase ou
polimerase-RNA-dependente (Rp Rd), que € responsavel pela transcricdo e pela
replicagéo viral. (STEPHENSEN; CASEBOLT; GANGOPADHYAY, 1999; MASTER,
2006).

2.3 Epidemiologia

O coronavirus bovino é responsavel por outras duas sindromes, além da
disenteria de inverno. A doencga mais comumente causada pelo coronavirus em bovinos
é a diarreia neonatal, que afeta animais entre 2 a 30 dias, e normalmente esta associada a
outros agentes como o rotavirus, Escherichia coli enterotoxigénica, Salmonella sp. e
Cryptosporidium parvum. (SNODGRASS et al., 1986). Um processo patoldgico no
trato respiratorio superior causado pelo coronavirus bovino, caracterizado por tosse,

febre, descarga nasal serosa a mucopurulenta e inapeténcia foi observado em bezerros
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ndo neonatos com menos de seis meses de idade e em bovinos em confinamento
(MCNULTY et al., 1984; HECKERT et al., 1990; HECKERT et al., 1991; LATHROP
et al., 2000). O virus tem sido associado também a uma nova apresentacdo clinica de
disenteria em bovinos adultos durante estacdes quentes (PARK et al., 2006; DECARO
et al., 2008). Além dessas apresentacdes, ha um relato de transmissdo acidental do
coronavirus bovino para um humano (STORZ; ROTT, 1981).

Apesar da sua participacdo nas diferentes formas clinicas, apenas pequenas
variagdes entre amostras causadoras de diarréia em bezerros, disenteria de inverno e a
sindrome respiratéria tem sido reportados (CHOULJENKO et al., 1998). Além disso,
apenas um sorotipo de coronavirus bovino foi identificado, embora os dados obtidos em
estudos soroldgicos com anticorpos monoclonais e policlonais sugiram a existéncia de
diferengas soroldgicas entre subtipos do coronavirus bovino (TSUNEMITSU; SAIF,
1995). Animais que se recuperam de infec¢cbes com amostras de coronavirus bovino,
tanto em quadros de diarréia em bezerros, disenteria de inverno, ou sindrome
respiratoria, foram protegidos contra coronavirus apos a exposi¢do a um desafio com
amostras heterologas ou homologas de coronavirus (CHO et al., 2001), o que sugere a
existéncia de apenas um sorotipo de coronavirus bovino. Reforcando essa hipétese,
Travén et al. (2001) reproduziram uma doenca clinica comparavel a disenteria de
inverno em vacas e bezerros soronegativos para o virus com material de casos naturais
da doenca.

O virus é transmitido pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados com
fezes ou secrecdes respiratorias. Apos um periodo de incubacdo 3-7 dias, hé o inicio do
surto de diarréia. Em um rebanho, os reservatorios do agente podem ser bezerros com a
doenca clinica ou vacas e bezerros com a infec¢do subclinica, visto que antigenos do
coronavirus bovino tém sido encontrados em fezes de bovinos adultos normais,
sugerindo que os adultos podem ser o reservatorio e transmissores persistentes do
coronavirus dentro do rebanho (CROUCH; ACRES, 1984b; RADOSTITS et al., 2000).
Coronavirus bovino foi identificado também em amostras de fezes de ruminantes
silvestres em cativeiro e em vida livre, 0 que 0s caracteriza como possiveis reservatorios
do agente (TSUNEMITSU et al., 1995).

A disenteria de inverno afeta principalmente gado leiteiro (ROBERTS, 1957;
CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978; VAN KRUININGEN et al., 1985; SAIF et al.,
1988a; SAIF, 1990; SAIF et al., 1991; TRAVEN et al., 1993; NATSUAKI et al., 2007),
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mas também foi descrita em gado de corte manejado a campo (ESPINASSE et al.,
1982) ou em confinamentos (CHO et al., 2000).

As vacas jovens sdo mais frequentemente afetadas e a doenca tende a ser mais
intensa em vacas prenhes ou recém paridas com altos indices de producdo de leite
(ROBERTS, 1957; CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978; VAN KRUININGEN et al.,
1985; SAIF, 1990).

Usualmente a infeccdo apresenta morbidade alta (50-100%) e mortalidade baixa
(0-2%) e os relatos de afeccdo em bezerros durante os surtos sdo contraditorios
(ROBERTS, 1957; CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978; VAN KRUININGEN et al.,
1985; SAIF, 1990; CHO et al., 2000; NATSUAKI et al., 2007).

Rebanhos com historia anterior de disenteria de inverno sdo mais propensos a
sofrer novos casos da doenca, possivelmente, devido a presenca de animais portadores
(CLARK, 1993, SMITH et al., 1998). Os surtos ocorrem em intervalos médios de 3 a 4
anos, em uma mesma propriedade (TRAVEN et al., 1993).

Varios fatores predisponentes para o aparecimento da disenteria de inverno séo
descritos, mas as quedas bruscas de temperatura sdao os mais comuns. Os coronavirus
sobrevivem melhor a baixas temperaturas e em baixa intensidade de luz ultravioleta.
Portanto, niveis mais elevados de contaminacdo ambiental ocorrem no inverno
(ROBERTS, 1957; CLARK, 1993; CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978). Fatores
estressantes, praticas de manejo, mudancgas bruscas de dieta, confinamento, ingestdo de
agua com baixa temperatura, lactacdo e gestacdo também sdo fatores predisponentes
(CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978; SAIF, 1990; SMITH et al., 1998). O estado
imunologico do animal e as infecgcbes associadas ao coronavirus bovino com outros
microrganismos podem contribuir para o aparecimento e severidade da doenca (SMITH
etal., 1998).

Um estudo soroldgico realizado em rebanhos leiteiros na Suécia, &rea endémica
para o0 coronavirus bovino, mostrou que propriedades com sistemas de producdo
organica apresentam menor soro prevaléncia do coronavirus bovino do que
propriedades convencionais. Com isso, foi sugerido que a gestdo agricola organica pode
ser mais eficaz na reducdo da soro prevaléncia do coronavirus em compara¢do com

métodos convencionais de agricultura (BIDOKHTI et al., 2008).
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2.4 Patogenia

A patogénese da disenteria de inverno ndo estd completamente compreendida.
Dados acerca da patogenia sdo baseados em infeccGes experimentais em bezerros
infectados com amostras de coronavirus bovino de episddios de disenteria de inverno
(PARK. et al., 2007). Em um recente estudo, Park et al. (2007) demonstraram o
tropismo e acdo destrutiva do coronavirus bovino da disenteria de inverno sobre o
intestino delgado, grosso e trato respiratorio em bezerros que ndo ingeriram colostro.
Inicialmente, os animais apresentaram atrofia progressiva das vilosidades do intestino
delgado e, posteriormente, lesdes nas criptas do intestino grosso, além de dano nas
células epiteliais dos cornetos nasais, traquéia, pulméo e pneumonia intersticial (PARK
et al., 2007).

O coronavirus bovino foi identificado primeiramente no intestino delgado e
posteriormente no trato respiratorio no mesmo dia em que foi detectado transitoriamente
nas amostras de soro, 0 que sugere que 0 coronavirus bovino induza viremia apés prévia
lesdo intestinal (PARK et al 2007). E possivel que o coronavirus bovino penetre a
barreira do intestino apds a destruicdo dos enterdcitos nas vilosidades, exponha a
membrana basal, atinja o sistema circulatério e se espalhe para 0s cornetos nasais,
traquéia e pulmdes com a replicacdo no epitélio (AZEVEDO et al., 2005).

O mecanismo do efeito citopatico causado pelo coronavirus bovino nas células
epiteliais do trato intestinal e respiratério sdao pouco compreendidos (KYUWA et al.,
1994). Algumas cepas de coronavirus da hepatite em ratos apresentam uma rapida
reducdo nos niveis de RNAm de actina, cuja proteina interage com os microtubulos.
Como conseqliéncia, o virus induz uma imparidade dos filamentos de actina com os
microtUbulos, perdendo sua conexdao com a membrana plasmatica, cobrindo as
microvilosidades e cilios, resultando na perda dos mesmos (PARK et al 2007). Além
disso, algumas cepas de coronavirus relacionadas a gastroenterite transmissivel dos
suinos tém a capacidade de induzir apoptose das celulas (AN et al 1999). Portanto, €
possivel que a perda de microvilosidades e cilios induzida pelo coronavirus bovino da
disenteria de inverno no aparelho digestivo e vias respiratorias ocorra atraves de

mecanismos semelhantes (PARK et al 2007).
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2.5 Sinais clinicos e diagndstico diferencial

A sindrome clinica inclui disenteria profusa de surgimento agudo, fezes
esverdeadas com estrias de sangue, sanguinolentas ou marrom-escuras e acentuada
reducdo da producéo de leite. Corrimento nasolacrimal mucoso, por vezes com estrias
de fibrina e tosse, pode acompanhar ou preceder a diarréia. Outros sinais incluem célica
leve, desidratacdo, depressdo, breve periodo de anorexia, diminuicdo da condicdo
corporal e polidipsia compensatoria. A motilidade rumenal estd geralmente reduzida,
mas o0s borborigmos intestinais podem estar aumentados. Frequentemente, a
recuperacgdo espontanea dos animais ocorre em poucos dias €, no rebanho, a duracdo da
doenga é de algumas semanas. Porém, a producéo de leite pode ndo voltar ao normal
durante varios meses. Quando a doenca aparece, 5% a 10% do rebanho estdo doentes e
esses animais apresentardo os sinais clinicos mais graves. No segundo dia, 30% a 50%
do rebanho estdo afetados e, no terceiro dia, a morbidade pode chegar a 100%.
(ROBERTS, 1957; CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978, VAN KRUININGEN et al.,
1985; SAIF, 1990; CHO et al., 2000; NATSUAKI et al., 2007).

Os animais acometidos podem apresentar aumento de temperatura retal (39,5 -
40,5°C) dois dias antes do aparecimento dos sinais clinicos, 0s quais quando aparecem,
cursam com temperatura usualmente normal. (ROBERTS, 1957; VAN KRUININGEN
etal., 1985; TRAVEN et al., 1993).

N&o sdo observadas alteragfes hematoldgicas consistentes, as quais representem
beneficios diagnosticos. Em animais severamente afetados, pode-se observar anemia,
devida a hemorragia massiva no trato intestinal (NATSUAKI et al., 2007; MURRAY;
SMITH, 2002).

Os principais diagndésticos diferenciais dessa enfermidade séo causas de diarréia
de curso abrupto e curto em bovinos adultos e incluem infeccdo aguda pelo BVDV,
salmonelose, coccidiose, diarréia dietética e deficiéncia de cobre (RADOSTITS et al.,
2000; MURRAY; SMITH, 2002).

2.6 Achados de necropsia e histopatoldgicos

Durante a necropsia de animais que morrem de disenteria de inverno se pode

observar avermelhamento na mucosa do abomaso e, no intestino delgado, ha hiperemia
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segmentar, graus variaveis de dilatacdo e flacidez com conteddo liquefeito e
esverdeado. O colon espiral pode estar vazio ou preenchido por grandes coagulos de
sangue. Na mucosa, visualizam-se inUmeras petéquias, por vezes com arranjo linear de
forma irregular sobre as placas linféides do colon, ou em fileiras paralelas ao longo das
pregas da mucosa colnica. As mucosas oral e ocular usualmente estdo palidas e pode
haver retracdo do globo ocular devido a desidratacdo (VAN KRUININGEN et al., 1985;
VAN KRUININGEN et al., 1987; NATSUAKI et al., 2007).

Microscopicamente, as principais lesdes se localizam no célon, principalmente
na alca espiral. As criptas se apresentam dilatadas, com necrose do epitélio de
revestimento e preenchidas por agregados de células degeneradas em picnose,
cariorrexe, degeneracdo hidropica e em gota hialina. Nucleos semelhantes fragmentados
e picndticos também ocorrem na lamina prépria e no epitélio de revestimento de criptas
afetadas (VAN KRUININGEN et al.,, 1985, VAN KRUININGEN et al.,, 1987,
NATSUAKI et al., 2007).

2.7 Diagnostico

Infecgdo pelo coronavirus bovino pode ser diagnosticada por deteccdo do virus
ou antigenos virais em tecidos, excrecGes e secre¢des de animais infectados. Para tal, as
técnicas que tém sido empregadas incluem microscopia eletronica direta (SAIF et al.,
1991; ATHANASSIOUS et al., 1994; DAR; KAPIL; GOYAL, 1998), ensaio imuno-
enzimatico (ELISA) (ATHANASSIOUS et al., 1994; SMITH et al., 1996; CHO et al.,
2000; JEONG et al., 2005), hemaglutinacao/inibicio da hemaglutinacdo, (BRANDAO
et al., 2002), RT-PCR (JEONG et al., 2005; BRANDAO et al., 2007a; BRANDAO et
al., 2007b; NATSUAKI et al, 2007), imuno-microscopia eletrdnica
(ATHANASSIOUS et al., 1994; CHO et al., 2000; JEONG et al., 2005a), isolamento
viral in vitro (SAIF, 1990; JEONG et al., 2005a; NATSUAKI et al., 2007), hibridizacéo
in situ (ZHANG et al., 1997), imunofluorescéncia (DAR; KAPIL; GOYAL, 1998) e
imumo-histoquimica (ZHANG et al., 1997; NATSUAKI et al., 2007).

O diagnostico laboratorial das coronaviroses iniciou com a microscopia
eletronica de coloracdo negativa. Porém, devido ao alto grau de polimorfismo das
particulas virais e a presenca de particulas membranosas pleomorficas no contetdo fecal

que lembram o coronavirus, houve a introducdo da imuno-microscopia eletrdnica, com
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a utilizacdo de anticorpos especificos para agregacdo das particulas virais, aumentando
tanto a sensibilidade, quanto a especificidade do teste (CLARK, 1993; HERCKERT;
SAIF; AGNES, 1989).

ELISA utilizando um pool de anticorpos monoclonais contra coronavirus bovino
se mostrou sensivel e especifico para a deteccdo do coronavirus bovino nas fezes de
animais (CROUCH; RAYBOULD; ACRES, 1984a; SMITH, 1996). Tal teste tem a
vantagem de ser aplicavel em um grande nimero de amostras, porém, em um estudo
(SMITH et al., 1998) foi menos sensivel do que a imuno-microscopia eletronica para a
deteccdo de coronavirus bovino em casos de diarréia de inverno, possivelmente devido
a interferéncia pela presenca generalizada de anticorpos para coronavirus bovino nos
animais adultos utilizados.

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para diagnostico de coronaviroses é
de alta sensibilidade e especificidade. Para tal, ttm sido empregados primers dirigidos
ao gene codificador das proteinas M, S e da RNA-polimerase RNA-dependente. Esta
apresenta alta identidade entre as amostras, evitando diagnosticos falsos negativos
(STEPHENSEN; CASEBOLT; GANGOPADHYAY, 1999; BRANDAO 2007a).

Para o isolamento do coronavirus bovino é necessario cultivo celular. Os
primeiros isolamentos do coronavirus bovino foram realizados em células renais
primarias de bezerro, incluindo linhas de células Vero, Madin-Darby de rim bovino
(MDBK), além de células de adenocarcinoma retal humano (HRT-18G). As células da
linhagem HRT-18G tém sido as mais utilizadas para o isolamento do coronavirus em
casos de disenteria de inverno. Apesar da metodologia laboriosa, o isolamento do
coronavirus bovino € importante, pois proporciona uma caracterizacdo da amostra e a
formacdo de um banco de dados (SAIF et al., 1988b; BENFIELD; SAIF, 1990;
TSUNEMITSU; SAIF, 1995).

Anticorpos para coronavirus bovino tém sido quantificados por diversos
métodos a partir de amostras de soro. Provas de soro-neutralizagdo do virus, usando
como referéncia amostras de coronavirus bovino Mebus e amostras de campo podem ser
realizadas utilizando culturas de células MDBK ou HRT-18 (SAIF, et al., 1988b;
BENFIELD; SAIF, 1990; TSUNEMITSU; SAIF, 1995a; TSUNEMITSU, et al. 1995b).
Testes de ELISA também foram desenvolvidos para detectar anticorpos de coronavirus
bovino em amostras de soro de animais e sua sensibilidade e especificidade foram
confirmadas em varios estudos (HECKERT; SAIF; AGNES, 1990; HECKERT, et al.
1991; SMITH, et al. 1998; LATHROP, et al. 2000). Por apresentar uma ampla
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distribuicio em diversos rebanhos, anticorpos contra coronavirus bovino sdo
identificados em varios animais, assim é necessaria a avaliacdo de amostras pareadas de
soro de animais enfermos (coletados durante a fase aguda da doenca e apds duas a
quatro semanas) para realizacdo de diagnostico soroldgico (HECKERT; SAIF; AGNES,
1990; HECKERT, et al. 1991; CLARK, 1993).

Para demonstracdo do coronavirus bovino em tecidos tém sido utilizadas
técnicas como a imunofluorescéncia em cortes de congelamento, imuno-histoquimica,
hibridizag&o in situ e microscopia eletronica em tecidos fixados em formol e embebidos
na parafina (VAN KRUININGEN et al., 1985; VAN KRUININGEN et al., 1987;
ZHANG, et al. 1997; DAR; KAPIL; GOYAL, 1998; NATSUAKI et al., 2007).

2.8 Tratamento e controle

O tratamento da doenca € duvidoso, pois parece recuperar espontaneamente em
até trés dias. A antibioticoterapia pode evitar infecgdes secundarias e a aplicagdo de
fluidoterapia / eletrélitos pode reverter animais severamente desidratados. Devido a
natureza insidiosa e a falta de informag6es quanto aos fatores predisponentes, medidas
de controle sdo pouco conhecidas. Entretanto medidas apropriadas gerais de manejo
nutricional (nutricdo adequado e alteragdes de dietas lentas e gradativas), ambiental
(ambientes limpos e secos, nos quais ndo haja contato entre rebanhos diferentes) e
sanitario (programas basicos de vacinas, vermifugos e parasiticidas) devem ser
estabelecidas. Recomenda-se o cuidado com a disseminacdo da infeccdo através de
botas, utensilios de alimentacdo, ou de manejo das camas de confinamentos. Mesmo 0s
maiores cuidados com tais medidas ndo parecem prevenir a disseminacdo da doenga em
um rebanho (RADOSTITS, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1Surto 1

Dados epidemioldgicos e sinais clinicos da enfermidade foram obtidos com o
proprietario e o veterindrio do rebanho durante visita & propriedade. Amostras de
tecidos foram coletadas durante a necropsia de um animal que morreu pela doenca
(Bovino 1), fixadas em formol a 10% tamponado por 24 a 48 horas, desidratadas em
concentracfes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidas em
parafina. Cortes de 5um foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) (PROPHET et
al., 1992).

Fragmentos de colon ascendente na altura da alga espiral (célon espiral), célon
descendente, ceco, ileo, jejuno, duodeno, linfonodos mesentéricos e pulmédo foram
submetidos ao teste de imuno-histoquimica utilizando anticorpo monoclonal anti-
coronavirus bovino (8F2) na diluicdo de 1:300 em Phosphate Buffered Saline (PBS)
(incubados em camara Gmida em “overnight” a 4°C), empregando-se 0 método
streptavidina-biotina (LSAB). Foram feitos cortes histolégicos de 5 um de espessura e
aplicados sobre laminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath), secadas verticalmente
em temperatura ambiente, antes de aquecé-las em estufa a 60°C por 3 a 4 horas. Apds 0s
cortes foram desparafinados em xilol e reidratados em graduacdes decrescentes de
alcool até a agua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito pela incubacéo
das laminas em solucdo de peréxido de hidrogénio a 3% em &gua destilada por 20
minutos em temperatura ambiente e lavados em &gua destilada trés vezes por dois
minutos. Para recuperacdo antigénica, utilizou-se solucdo de tampdo citrato (2,1 gramas
de &cido citrico em 1 litro de agua destilada, ajustando o pH em 6,0 com NaOH a 0,5%)
por 20 minutos em banho-maria a 100°C. Para a diminui¢do das ligacGes inespecificas
(background), os cortes foram tratados com leite desnatado (Molico®) 5% diluido em
agua destilada durante 15 minutos. O cromodgeno utilizado foi VECTOR®NovaRED
durante 5 minutos. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris por 1
minuto, posteriormente lavadas em agua corrente por 1-2 minutos e desidratados em
graduacdes crescente de alcool, clarificadas em xilol e montadas com Entellan (Merck,
Darmstadt, Germany Sigma Chemical Co., Staint Louis, USA). O anticorpo foi obtido

comercialmente da empresa Rural Technologies Inc., South Dakota, EUA.



22

Simultaneamente, cortes de célon espiral com lesdo foram incubados com PBS e cortes
de colon espiral sem lesdo, com anticorpo para coronavirus bovino (8F2), como
controles. Fragmentos de orelha e de intestino foram submetidos ao teste imuno-
histoquimico com anticorpo monoclonal anti-BVDV (15CS Syracuse) na dilui¢do de
1:500 pelo método streptavidina-biotina. Para recuperacdo antigénica, foi utilizado
Protease XIV de Streptomyces griseus (Sigma, Chemical Co., St Louis, Mo) a 0,005%
em PBS por 15 minutos em camara umida. VECTOR®NovaRED foi o cromdgeno
utilizado (NAAJ et al., 2000; SCHMITZ, 2006). Controles positivos foram inseridos
simultaneamente (SCHMITZ, 2006). Amostras de fezes foram colhidas do reto de dois
animais afetados (Bovinos 1 e 2) para exame bacterioldgico aerdbico, para Salmonella
sp. em meio especifico (KONEMAN et al., 2001) e exame parasitoldgico incluindo
contagem de ovos (opg) e oocistos por grama de fezes (oopg) (UENO; GONCALVES,
1998). VariacOes da temperatura nos dias da ocorréncia do surto foram obtidas no
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET 2007). Sangue de uma vaca afetada
(Bovino 2) foi coletado 3 dias ap0s o inicio do quadro clinico para hemograma.

Para a pesquisa de coronavirus bovino, amostras fecais dos bovinos 1 e 2 foram
inicialmente preparadas como suspensdes a 20% (v/v) em agua ultra-pura tratada com
0,1% de dietil-pirocarbonato (d&gua DEPC) e clarificadas por centrifugacdo a 12.000 x
9/30min a 4°C. A seguir, aplicou-se uma reacdo de transcricdo reversa seguida de
reacdo em cadeia pela polimerase nested (nested RT-PCR) para a amplificacdo de um
segmento de 136 pares de bases (pb) do gene codificador da RNA-polimerase RNA-
dependente (RdRp) conforme descrito por Brand&o et al., 2007a, utilizando-se como
controle positivo a amostra Kakegawa de coronavirus bovino (AKASHI et al., 1980) e,
como negativo, agua DEPC. Essas andlises foram realizadas no Laboratério de
Virologia do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saude Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

3.2 Surto 2

Dados epidemioldgicos e sinais clinicos da enfermidade foram obtidos durante
visita a propriedade atraves de observacdo do rebanho e com o proprietério e o
veterinario responsavel. Fezes do reto e secre¢do nasal foram colhidas de 13 animais

afetados, destes 8 animais do lote de alta producao (bovinos 3 a 10) e 5 animais do lote
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de baixa producdo (bovinos 11 a 15). A temperatura retal dos 13 animais foi aferida.
Amostras de fezes foram encaminhadas para realizacdo de exame bacterioldgico
aerobico, para Salmonella sp. em meio especifico (KONEMAN et al., 2001), exame
parasitoldgico incluindo contagem de ovos (opg) e oocistos por grama de fezes (oopg)
(UENO; GONCALVES, 1998). Secrecdo nasal e fezes foram submetidas a pesquisa de
coronavirus bovino pela técnica de nested RT-PCR, utilizando o protocolo
anteriormente descrito. Amostras de sangue foram coletadas dos 13 animais durante o
surto, para realizagdo de hemograma e para obtengédo de soro. Vinte e cinco dias apds a
primeira visita foram coletadas novas amostras de sangue dos 13 animais para
realizacdo de sorologia pareada para diarreia viral bovina (BVD). As amostras pareadas
de soro foram encaminhadas para o Laboratorio de Virologia da Universidade Federal
de Santa Maria para diagnostico soroldgico de BVD pela prova de soro-neutralizagao
(RIDPATH; FLORES, 2007). Variagdes da temperatura nos dias da ocorréncia do surto
foram obtidas no Instituto Nacional de Meteorologia (INMET 2007).

3.3 Reproducédo Experimental

Amostras de fezes colhidas do reto de um animal que apresentava diarreia
sanguinolenta durante o surto 1 (Bovino 2) foram misturadas, em proporgfes de 1:1,
com dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% em PBS, entdo conservadas a temperatura de -
20°C. Para reproducao experimental, inoculou-se 100 ml dessa solucdo no ramen (por
sonda gastrica) e 3ml em cada narina de trés bovinos fémeas, da raca Hereford de 20
meses (Bovino 16, 17 e 18) conforme metodologia descrita por Travén et al., 2001.

Os animais foram mantidos em baias de alvenaria, com agua, feno e racédo a
vontade e inspecionados diariamente. Coletaram-se amostras de fezes diariamente do
reto, antes da infeccdo experimental e até a eutanadsia dos animais (realizada com
barbitaricos). Acondicionaram-se as fezes em recipientes plasticos fechados,
identificados e submetidos a exame bacteriolégico aerdbico, para Salmonella sp.
(KONEMAN et al., 2001) parasitologico incluindo contagem de ovos (opg) e oocistos
por grama de fezes (oopg) (UENO; GONCALVES, 1998) e para pesquisa de
coronavirus através da técnica de RT-PCR (BRANDAO et al., 2007a) descrita acima.
Amostras de sangue foram coletadas diariamente para realizacdo de hemograma e

adicionalmente foi aferida a temperatura retal dos animais. Coletaram-se amostras de
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tecidos durante a necropsia dos trés animais (bovino 16, 17 e 18), fixadas em formol a
10% tamponado, desidratadas em concentracGes crescentes de alcool etilico,
diafanizados em xilol e incluidas em parafina. Cortes de 5um foram corados pela
hematoxilina e eosina (HE) (PROPHET et al., 1992).

Fragmentos de cdlon ascendente na altura da alca espiral (colon espiral), célon
descendente, ceco, ileo, jejuno, duodeno, linfonodos mesentéricos, corneto nasal e
pulmdo foram submetidos ao teste de imuno-histoquimico para coronavirus bovino
utilizando o protocolo descrito acima. Realizou-se teste imuno-histoquimico em
fragmentos de orelha e de intestino com anticorpo monoclonal anti-BVDV (15CS

Syracuse) utilizando o protocolo citado acima.
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4. RESULTADOS

4.1 Surto 1

Em uma propriedade rural localizada no municipio de Viaméo, Rio Grande do
Sul, durante o més de abril de 2006, dez de um total de 24 vacas leiteiras adultas
apresentaram diarréia profusa sanguinolenta. Destes, uma vaca de 7 anos morreu
(Bovino 1). Todas as dez vacas que apresentaram diarréia eram mantidas separadas do
resto do rebanho em um piquete com pastagem de milheto (Pennisetum glaucum) de
melhor qualidade, por apresentarem melhores indices de producdo leiteira. As demais
ficavam em outro piquete de campo nativo, mas todo rebanho era suplementado
(silagem de milho, bagago de malte e racdo comercial) no mesmo cocho, durante a
ordenha. A ordenha dos dois grupos de animais era feita separadamente. Os animais
foram imunizados previamente contra febre aftosa, brucelose, leptospirose, carbinculo
hematico e BVD.

A diarréia, de surgimento agudo, foi inicialmente acompanhada por graus
varidveis de depressdo e se apresentou esverdeada com muco e, as vezes, foi
acompanhada de estrias de sangue e se tornou sanguinolenta ou marrom-escura (Figura
1). Os sinais persistiram por aproximadamente cinco dias e foram mais evidentes do
segundo ao quarto dias. Verificou-se, nesse periodo, diminuicdo de cerca de 50% na
producéo de leite e na ingestdo de alimentos. Durante o surto, ndo foi observada diarréia
nos bezerros.

Na necropsia da vaca que morreu pela diarreia (Bovino 1), observou-se palidez
das mucosas oral, oculares e vaginal. Havia desidratacdo acentuada caracterizada por
olhos no fundo das orbitas e perda da elasticidade da pele. Contetido sanguinolento e
grande quantidade de codgulos foram encontrados no intestino grosso, principalmente

no colon espiral e com petéquias na mucosa (Figura 2).
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Figura 1 — Disenteria de inverno. Surto 1.
Bovino 2 apresentando diarréia
sanguinolenta.

Figura 2 — Disenteria de inverno. Surto 1. Bovinol. Cdlon
distendido por coagulos de sangue presente no limen.
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Os principais achados histoldgicos foram vistos no colon espiral e consistiram de
grande numero de criptas dilatadas, desnudas ou revestidas por um epitélio pavimentoso
e/ou cuboidal, por vezes, com nucleos grandes e nucléolos proeminentes. Algumas
criptas estavam preenchidas por debris necroticos e polimorfonucleares (Figura 3). Na
lamina propria havia infiltrado inflamatdério moderado, constituido predominantemente
por linfécitos e, em menor namero, por macrofagos, plasmocitos e eosinéfilos. Na
submucosa foi observado infiltrado semelhante, porém de menor intensidade. N&o
houve crescimento bacteriol6gico significativo e 0os exames parasitolégicos de opg e
oopg né@o foram expressivos.

Na imuno-histoquimica anti-coronavirus bovino (8F2), somente em cortes do
colon espiral houve marcacbes, as quais foram mais evidentes no citoplasma de
enterdcitos das criptas, nos debris necrdticos e em macréfagos na lamina propria (Figura
4). Ndo houve marcagdo nos fragmentos de orelha e intestinos submetidos a imuno-
histoquimica anti-BVDV. A temperatura do ambiente durante a semana do surto variou
de 24°C a 16°C e ndo houve chuvas (INMET-2007). O hemograma de uma vaca afetada
(Bovino 2) revelou anemia (hematdcrito 19%) normocitica, normocrémica e leucocitose
(leucdcitos totais 20700/mms3) com neutrofilia (7245/mm3 de segmentados) e linfocitose
(linfécitos 12627/mm3). Os neutrofilos apresentavam evidéncias de toxicidade.

As duas amostras fecais (Bovinos 1 e 2) foram positivas para a nested RT-PCR
para a deteccdo de coronavirus bovino, tendo resultado na producéo da banda esperada
de 136pb, bem como a amostra padrdo Kakegawa, sendo que nos controles negativos

n&o se evidenciou qualquer banda.



Figura 3 - Disenteria de inverno. Surto 1. Bovino 1.
Colon espiral. Criptas dilatadas, revestidas por epitélio
pavimentoso ou cuboidal e preenchidas por debris
necréticas e infiltrado mononuclear com eosinéfilos na
lamina prépria. Coloracdo de hematoxilina e eosina, Obj.
40.

Figura 4 - Disenteria de inverno. Surto 1. Bovino 1.
Imuno-histoquimica com anticorpo monoclonal anti-
coronavirus bovino demonstrando no co6lon espiral
antigenos virais em enterdcitos, macrofagos e debris
necroticos no lumen das criptas. Método streptavidina-
biotina, cromogeno Vector Nova Red. Obj. 40.
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4.2 Surto 2

No final de outubro de 2007, em uma propriedade rural localizada no municipio
de Vespasiano Corréa, Rio Grande do Sul, 90% dos animais de um rebanho composto
por 130 bovinos leiteiros apresentaram graus variaveis de diarréia e secre¢do nasal. Dos
130 animais, 72 estavam em lactacdo e eram divididos em dois lotes de 36 animais
cada, de alta e baixa producdo. Os demais animais do rebanho, 11 vacas em periodo
seco, 32 novilhas e bezerras até sete meses, permaneciam, cada lote, em outros piquetes
de campo nativo, ndo mantinham contato com o lote em producdo. Animais em lactacéo
eram suplementados com silagem de sorgo, bagaco de laranja, feno de azevém e
concentrado comercial (LACTOBOV - Tortuga) (3,5kg / animal do lote de baixa
producdo e 9,5kg / animal do de alta). A silagem de sorgo e o0 bagaco da laranja foram
incluidos na dieta dos animais 12 dias antes do inicio da enfermidade. Os animais
receberam vacinas contra febre aftosa, brucelose, leptospirose, carblinculo hematico e
BVD.

Os animais do lote de alta producdo foram os primeiros a manifestar sinais
clinicos, caracterizados por amolecimento das fezes no primeiro dia e diarréia aquosa
esverdeada (Figura 5) e com muco até o terceiro dia, quando entdo, também passaram a
apresentar estrias de sangue nas fezes. No quinto dia, os animais estavam com diarréia
marrom-escura (Figura 6) ou sanguinolenta (Figura 7) que durava em média 2 dias.
Todos os animais se recuperaram espontaneamente. Secre¢do nasal mucosa, por vezes
com estrias de fibrina (Figura 8) e acompanhada de tosse foram vistas nesses animais.

Os animais do lote de baixa producdo manifestaram os mesmo sinais clinicos,
apos 3 dias do inicio da doenca no lote de alta producdo; porém sangue vivo nas fezes
ndo foi observado. O restante do rebanho (vacas secas, novilhas e bezerras) apresentou
amolecimento das fezes e secre¢do nasal mucosa. Amostras de sangue, fezes e secrecédo
nasal foram colhidas e a temperatura retal aferida no quarto dia de doenca no lote de alta
producdo e, no segundo dia, no lote de baixa produgdo. Os valores de hemograma,
leucograma e temperatura retal dos animais do surto 2 estdo apresentados nas tabelas 1,
2, 3 e 4 respectivamente. Durante esse surto, houve queda de cerca de 25% na produgéo
de leite. Apos 45 dias do inicio do surto, a producdo de leite ainda estava defasada em
10%.
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Figura 5 - Disenteria de inverno. Surto 2. Bovino
apresentando diarréia liquida e esverdeada.

Figura 6 - Disenteria de inverno. Surto 2. Bovino apresentando
diarréia de coloracdo marrom escura.
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Figura 7 - Disenteria de inverno. Surto
2. Bovino apresentando  diarréia
sanguinolenta.

Figura 8 - Disenteria de inverno. Surto 2. Bovino com corrimento
nasal seroso com estrias de fibrina (detalhe).
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Tabela 1-Achados hematologicos dos bovinos com disenteria de inverno do surto?2.

Ht Hb Ppt Eritrécitos VCM  CHCM
Amostras % % g/L X 10%/uL fL %

24246 8als 5al0  40a60 30A36
3 28 8,7 80 6,13 45,68 31,07
4 32 9,8 82 6,87 46,58 30,63
5 29 9,5 82 5,69 50,97 32,76
6 29 8,8 80 5,34 5431 30,34
7 29 8,6 82 7,21 40,22 29,66
8 29 9,8 82 7,11 40,79 33,79
9 24 8,0 80 5,40 44,44 3333
10 32 9,8 82 5,39 59,37 30,63
11 31 10,2 86 6,49 4777 32,90
12 28 8,9 82 5,89 4754 31,79
13 33 8,8 84 7,48 4412 26,67
14 30 9,2 84 6,15 48,78 30,67
15 30 8,6 78 5,70 52,63 28,67

Ht (hematdcrito), Ppt (proteina plasmatica total), Et (eritrdcitos totais), Hb
(hemoglobina), VCM (volume corpuscular médio), CHCM (concentracdo de
hemoglobina corpuscular média).



Tabela 2 - Leucograma dos bovinos com disenteria de inverno no surto2.

LT NS NB EO BASO LINF MONO

Bovinos /uL % luL % /uL % luL % luL % luL % /uL
4000 a 12000 600 a 4000 O a 120 O a 2400 0 a 200 2500a7500 O a 840

3 5500 18 990 O 0 3 165 0 0 63 3465 16 880
4 4400 19 836 0 0 8 352 0 0 69 3036 4 176
5 5900 42 2478 0 0 1 59 0 0 53 3127 4 236
6 5000 36 1800 O 0 1 50 0 0 59 2950 4 200
7 2200 33 726 O 0 5 110 O 0 52 1144 10 220
8 4700 39 1833 0 0 5 235 0 0 46 2162 10 470
9 8700 15 1305 O 00 00 0 77 6699 8 696
10 4400 25 1100 O 0 0 0 O 0 65 2860 10 440
11 2300 33 759 0 0 1 23 0 0 50 1150 16 368
12 3700 26 962 0 0 18 666 0 0 49 1813 7 259
13 4800 41 1968 O 0 5 240 0 0 43 2064 11 528
14 3200 37 1184 0 0 8 256 0 0 45 1440 10 320
15 5900 24 1416 0 0 8 472 0 0 56 3304 12 708

LT (leucdcitos totais), NS (neutréfilos segmentados), NB (neutréfilos em bastdo), EO (eosindfilos), BASO (basofilos), LINF (linfécitos),
MONO (mondcitos)
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Tabela 3 — Temperatura retal* dos bovinos afetados por disenteria de inverno no surto 2.

Lote de alta producéo Lote de baixa producao
Bovinos Temperatura (°C) Bovinos Temperatura (°C)

3 39,0 11 38,2
4 38,3 12 40,8
5 38,6 13 39,0
6 38,5 14 38,3
7 38,8 15 40,5
8 39,1

9 38,7

10 38,3

* Temperatura registrada no turno da tarde, apds 15h00min.

Nenhum dos 13 animais (bovinos 3 a 15) apresentou soroconversao para BVD.
Adicionalmente, ndo houve crescimento bacterioldgico significativo nas amostras de
fezes e 0s exames parasitologicos de opg e oopg ndo foram expressivos, variando de
indices ndo detectaveis a 300.

As treze amostras fecais e de secrecdo nasal (Bovinos 3 a 15) foram positivas
para a nested RT-PCR para a deteccdo de coronavirus bovino, tendo resultado na
producdo da banda esperada de 136pb, bem como a amostra padrdo Kakegawa, sendo

gue nenhuma banda foi evidenciada nas reagdes referentes aos controles negativos.

4.3 Reproducéo experimental

Os bovinos 16 e 17 infectados experimentalmente manifestaram diarréia liquida
e esverdeada (Figura 9) 5 dias apds a inoculacdo. Leve aumento na temperatura foi
constatado apenas nos bovinos 16 e 17 (Tabelas 5, 6 e 7). O bovino 18 foi eutanasiado 5
dia ap6s a inoculacdo sem manifestar sinais clinicos; também ndo foram visualizadas
alteracdes macroscopicas, microscopicas, nem marcacdo na imuno-histoquimica anti-
coronavirus bovino (8F2). O bovino 16 foi eutanasiado um dia apds iniciar a diarréia e o
bovino 17, dois dias apds, quando ndo apresentava mais as fezes liquidas. As principais
alteragdes macroscopicas nos bovinos 16 e 17 foram hiperemia em partes do colon
espiral, duodeno, jejuno e ileo; contetdo esverdeado liquido em todo o intestino grosso,
acrescido de muco no final do cdlon. Na andlise histologica (bovino 16 e 17), o célon
espiral tinha moderado nimero de criptas dilatadas, desnudas ou revestidas por um
epitélio pavimentoso, algumas eram preenchidas por debris necréticos e

polimorfonucleares (Figura 10). Havia também moderada e multifocal proliferacao de
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enterdcitos das criptas (aumento na celularidade e freqientes mitoses) e infiltrado
inflamatorio moderado constituido predominantemente por linfécitos e, em menor
numero, por macréfagos e eosinofilos na lamina prépria do colon espiral. Lesdes
semelhantes, porém mais discretas foram observadas no ileo, ceco e colon descendente,
neste Gltimo, de forma mais intensa que nos anteriores. No epitélio dos cornetos nasais,
observou-se multifocais areas de necrose leve, caracterizada por vacuolizacdo e picnose
nuclear. As amostras fecais dos bovinos 16, 17 e 18 foram negativas para a nested RT-
PCR para a deteccdo de coronavirus bovino no dia O (antes da inoculagdo), mas
positivas no dia 1 e até a eutandsia dos animais. Tanto os exames bacterioldgicos,
quanto os parasitolégicos ndo tiveram resultados significativos. Os hemogramas

realizados diariamente nos bovinos 16, 17 e 18, ndo revelaram alterages significativas.

Figura 9 - Infeccdo experimental com coronavirus bovino. Bovino
apresentando diarréia esverdeada.
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Tabela 4 — Temperatura retal* dos bovinos 16, 17 e 18 ap0s a infeccdo experimental com
coronavirus bovino.

Dias

Bovinos ——4 1 2 3 4 5 6 7

16 37,9°C 39,9°C 39,8°C 393°C 393°C 39,2°C 393°C -
17 38,5°C 38,8°C 39,7°C 39,0°C 389°C 389°C 388°C 38,7°C
18 385°C 384°C 38,3°C 385°C 38,7°C 38,6°C - -

* Temperatura registrada no turno da tarde, apds 15h00min.

Na imuno-histoquimica anti-coronavirus bovino (8F2), obteve-se marcacdo em
todo o intestino e no epitélio dos cornetos nasais. No intestino delgado, as marcac6es
foram observadas de forma moderada nos enterdcitos que recobrem as vilosidades, em
raros enterdcitos das criptas do duodeno e jejuno (Figura 11). No ileo, além de
marcacao nas vilosidades (Figura 12), os enterdcitos das criptas apresentavam moderada
marcacdo incluindo debris necréticos no limen e em ocasionais macrofagos na lamina
propria (Figura 13). No intestino grosso, a marcacgédo foi mais intensa no célon espiral,
sendo observadas no citoplasma de enterécitos das criptas, no epitélio de revestimento e
glandular das pregas intestinais, nos debris necréticos no limen destas e em macréfagos
na lamina propria (Figura 14). Observaram-se as mesmas marca¢Ges no coélon
descendente (Figura 15). No ceco, a marcacdo foi visualizada no epitélio de
revestimento e glandular das pregas intestinais (Figura 16) e em ocasionais enterdcitos
de criptas. Nos cornetos nasais, houve marcacdo multifocal no epitélio e em células
necroticas (Figura 17). Nao houve marcacdo na imuno-histoquimica anti-BVDV em

cortes de intestino e fragmentos de orelha.



Figura 10 - Infecgdo experimental com coronavirus
bovino. Célon espiral. Criptas dilatadas, revestidas por
epitélio pavimentoso ou cuboidal e preenchidas por
debris necrdticas e infiltrado mononuclear com
eosindfilos na lamina prépria. Coloragdo de hematoxilina
e eosina, Obj. 20.

Figura 11 - Infeccdo experimental com coronavirus
bovino. Jejuno. Imuno-histoquimica com anticorpo
monoclonal anti-coronavirus bovino demonstrando
antigenos virais em enterécitos que recobrem as
vilosidades. Método streptavidina-biotina, cromoégeno
Vector Nova Red. Obj. 20
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Figura 12 - Infeccdo experimental com
coronavirus bovino. Tleo. Imuno-histoquimica
com anticorpo monoclonal anti-coronavirus
bovino demonstrando antigenos virais em
enterocitos que recobrem as vilosidades. Método
streptavidina-biotina, cromégeno Vector Nova
Red. Obj. 20.
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Figura 13 - Infeccdo experimental com coronavirus
bovino. 1leo. Imuno-histoquimica com anticorpo
monoclonal anti-coronavirus bovino demonstrando
antigenos virais em enterocitos das criptas e
macrofagos. Método streptavidina-biotina, cromdgeno
Vector Nova Red. Obj. 40.
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Figura 14 - Infecgdo experimental com coronavirus
bovino. Célon espiral. Imuno-histoquimica para
coronavirus bovino demonstrando antigenos virais em
enterdcitos, macrdfagos e debris necréticos no limen
das criptas. Método streptavidina-biotina, cromdgeno
Vector Nova Red. Obj. 20.
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Figura 15 - Infeccdo experimental com coronavirus bovino.
Colon descendente. Imuno-histoquimica com anticorpo
monoclonal anti-coronavirus bovino demonstrando antigenos
virais em enterocitos, macrofagos e debris necroticos no
limen das criptas. Método streptavidina-biotina, cromdgeno
Vector Nova Red. Obj. 20.
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Flgura 16 - Infecgao experlmental com coronavirus
bovino. Ceco. Imuno-histoquimica com anticorpo
monoclonal  anti-coronavirus  bovino  demonstrando
antigenos virais no epitélio de revestimento das pregas
intestinais. Método streptavidina-biotina, cromdégeno
Vector Nova Red. Obj. 20.
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Figura 17 - Infeccdo experimental com coronavirus
bovino. Corneto Nasal. Imuno-histoquimica com anticorpo
monoclonal  anti-coronavirus  bovino  demonstrando
antigenos virais em células epiteliais necrdticas. Método
streptavidina-biotina, cromdgeno Vector Nova Red. Obj.
40.
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5. DISCUSSAO

Os achados epidemiologicos, clinicos e patologicos apresentados pelos animais
dos dois surtos sdo indistinguiveis dos descritos na doenca denominada disenteria de
inverno  (ROBERTS, 1957; CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978; VAN
KRUININGEN et al., 1985; SAIF, 1990; CHO et al., 2000; NATSUAKI et al., 2007).
A presenca de antigenos do coronavirus bovino nas lesdes colonicas do bovino 1 e a
deteccdo por nested-PCR para coronavirus nos bovinos 1, 2 e nos 13 bovinos do surto 2
sdo fortes evidéncias do envolvimento do virus nessa doenca, que € ainda reforgado
pelos resultados negativos observados nas pesquisas bacterioldgica, parasitologica e do
virus BVD.

Entre os varios fatores predisponentes para a disenteria de inverno, as quedas
bruscas de temperatura sdo os mais comumente descritos (ROBERTS, 1957;
CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978). Entretanto, a pequena variacdo da temperatura
ambiente observada nesses surtos (16-24°C no surto 1 e 14-25 °C, no 2) (INMET 2007)
pode ndo ter influenciado o surgimento da doenca, conforme também verificado por
Travén et al (2001). Entretanto, a mudanca na dieta dos animais do surto 2, doze dias
antes do inicio da doenca pode ter contribuido como fator estressante e, portanto,
predisponente.

As vacas jovens sdo mais frequentemente afetadas e a doenca tende a ser mais
intensa em vacas prenhes, recém paridas e em lactacio (ROBERTS, 1957
CAMPBELL; COOKINGHAM, 1978; VAN KRUININGEN et al., 1985; SAIF, 1990).
As vacas afetadas no surto 1, em concordancia com a literatura, estavam em inicio de
lactacdo, periodo de ascendéncia da curva de producdo. No surto 2, praticamente todos
os animais foram afetadas, porém a doenca foi mais intensa nos animais que
apresentavam maiores indices produtivos.

Diarréia profusa, esverdeada, com estrias de sangue, sanguinolenta ou marrom-
escura, alta morbidade, baixa mortalidade, curso de 5 dias, diminui¢do na producédo de
leite, depressdo e diminuicdo no consumo de alimento sdo todos sinais compativeis com
casos de disenteria de inverno (ROBERTS, 1957; CAMPBELL; COOKINGHAM,
1978; VAN KRUININGEN et al., 1985; SAIF, 1990; CHO et al,. 2000; NATSUAKI et
al., 2007). A perda de sangue através das lesdes intestinais foi provavelmente a causa da

morte do bovino 1 e anemia foi constatada no bovino 2 através do hemograma. As
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alteragBes observadas no leucograma, neutrofilia associada a presenca de neutrofilos
toxicos e linfocitose, indicam toxicidade medular e estimulacdo antigénica,
respectivamente.

Leucopenia (6 animais) e linfopenia (4 animais) observadas no leucograma dos
bovinos do surto 2 sdo achados tipicos de gastroenterites virais em bovinos (MORRRIS,
2002).

Sinais respiratorios como descarga nasal serosa a mucopurulenta e tosse,
observados no surto 2 também sdo relatados em casos de disenteria de inverno
(RADOSTITS et al., 2000; TRAVEN et al., 2001). Em um estudo realizado na Suécia,
73 de 256 rebanhos leiteiros tiveram surtos de disenteria de inverno e 59,9% destes
apresentaram sinais respiratorios durante a doenca (TRAVEN, et al., 1993). Este achado
estd de acordo com as recentes observacfes de que as cepas atuais circulantes de
coronavirus bovino possuem tropismo entérico e respiratorio (JEONG, et al., 2005b;
DECARO et al., 2008).

As lesdes histoldgicas observadas nas criptas do célon espiral do bovino 1 séo
idénticas as descritas em casos de disenteria de inverno em bovinos (VAN
KRUININGEN et al., 1985; VAN KRUININGEN et al., 1987; CHO et al., 2000;
NATSUAKI et al., 2007). A marcacdo positiva na imuno-histoquimica anti-coronavirus
bovino associada com lesdes no caso fatal sustentam a hipdtese da atuacdo do virus
nesse surto (VAN KRUININGEN et al., 1987; ZHANG et al., 1997; DAR et al., 1998;
CHO et al., 2000; NATSUAKI et al., 2007).

Devido a baixa mortalidade ocasionada pela doenga, sua correlacdo com o
coronavirus bovino tem sido feita pela deteccdo deste nas fezes e pela soroconversdo
dos animais de rebanhos afetados (SAIF, 1990). No entanto, hd controvérsias sobre a
associacao da deteccdo do coronavirus nas fezes de animais com a doenca clinica, visto
que ha relatos da presenca do virus nas fezes de animais clinicamente normais, com
picos de eliminagdo nos meses de inverno e proximo ao parto (COLLINS et al., 1987;
CLARK, 1993; RADOSTITS et al., 2000). Assim, a deteccdo do virus nas lesbes de
vacas enfermas, conforme observada no bovino 1, auxilia no estabelecimento do
diagndstico (SAIF 1990).

Os principais diagndsticos diferenciais dessa enfermidade s@o infec¢des agudas
por BVDV, salmonelose e coccidiose (RADOSTITS et al., 2000). No presente caso, 0s
resultados da imunoistoquimica anti-BVDV (surto 1 e animais experimentais),
sorologia pareada para BVD (surto 2), exames bacteriologicos e parasitoldgicos
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excluiram tais possibilidades. Entretanto, apesar de muitas vezes negligenciados,
diarréia e corrimento nasal sdo dois sinais extremamente comuns em bovinos leiteiros
que inclusive podem ser associados com diversas condi¢fes outras que ndo infeccdes
(RADOSTITS, 2000). Portanto, a confirmacdo do envolvimento do coronavirus com
estes sinais assume importancia especial no diagnostico diferencial dessas condices.

Os achados histopatologicos encontrados em dois dos trés animais inoculados
com suspensdo de fezes de um bovino afetado do surto 1 foram caracterizados
principalmente por lesdes nas criptas do intestino grosso, especialmente célon espiral e
séo similares aos observados em casos naturais da doenca em bovinos adultos (VAN
KRUININGEN et al., 1985; VAN KRUININGEN et al., 1987; NATSUAKI et al.,
2007).

Novamente, devido a baixa mortalidade associada com a doenca, ha escassez de
dados sobre exames histologicos das lesdes (VAN KRUININGEN et al., 1985; VAN
KRUININGEN et al., 1987; CHO et al., 2000; NATSUAKI et al., 2007). Isto, muitas
vezes, impede pesquisas mais aprofundadas acerca da patogenia do coronavirus bovino.
Neste sentido, os dados de histopatologia, incluindo a imuno-histoquimica aqui
apresentados, contribuem para demonstrar os sitios preferenciais de replicacdo do
coronavirus bovino no trato digestivo e respiratorio superior. Estes resultados sao
essenciais para o entendimento dos sinais clinicos, visto que a replicacdo intensa do
virus nas células das criptas foi provavelmente a causa da diarréia, da intensa
eliminag&o de sangue nas fezes, e, de forma semelhante, no epitélio dos cornetos nasais,
pelos sinais respiratorios observados.

A reproducdo experimental da disenteria de inverno em bovinos adultos
apresentou grande dificuldade no passado (TRAVEN et al., 2001). A disenteria de
inverno foi reproduzida em vacas soropositivas para coronavirus bovino, porém,
diarréia somente foi produzida por inoculagdo duodenal através de um cateter, ap6s
imunossupressao por injecdes de dexametasona diarias, aléem da administracdo oral de
grandes quantidades de adgua gelada (TSUNEMITSU et al., 1999). Traven et al. 2001,
reproduziram a doenca em bovinos adultos soronegativos para coronavirus bovino
mantendo estes em contato com um bezerro de 3 meses de idade inoculado
anteriormente com 100ml (ramen) e 3ml (cada narina) de uma solucdo de fezes de
animais com disenteria de inverno misturadas em proporcdes de 1:1, com DMSO a 10%

em PBS. A reproducdo experimental neste estudo foi estabelecida por inoculacéo intra-
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rumenal e intra-nasal de solucdo de fezes de animais enfermos diluidas na proporcao de
1:1, com DMSO a 10% em PBS diretamente em bovinos de 20 meses.

A marcacdo de antigenos do coronavirus bovino no exame imuno-histoquimico
no intestino delgado, grosso e epitélio dos cornetos nasais nos animais inoculados
comprovam o tropismo entérico e respiratério do coronavirus bovino em animais
adultos. Marcacbes similares foram observadas em bezerros privados de colostro
inoculados com amostras de coronavirus bovino da disenteria de inverno (PARK et al.,
2007), casos em que também foram observadas marcagdes no epitélio de bronquiolos e
tecido pulmonar, 0 que ndo ocorreu nos animais experimentais deste estudo.
Adicionalmente, ndo foi observada pneumonia intersticial e lesdes severas no jejuno nos
bovinos 16 e 17, como observado nos animais do estudo de Park et al. 2007. Os
principais focos de lesdo no estudo experimental foram visualizados no intestino grosso,
especialmente no célon espiral, achados estes, 0s mais comumente encontrados em
casos naturais da doenca (VAN KRUININGEN et al., 1985; NATSUAKI et al., 2007).

A auséncia de marcacdo na imuno-histoquimica no intestino delgado no caso
natural foi provavelmente associada com o maior tempo de evolugcdo da doenca. O
epitélio coldnico possui taxa de renovagdo celular mais lenta do que o intestino delgado;
portanto, é possivel que o cdlon continue a abrigar provas da doenca, enquanto que 0
intestino delgado pode ter recuperado (VAN KRUININGEN et al., 1985).

O fato do bovino 18 ndo ter adoecido pode estar relacionado a fatores
individuais como estado imunolégico (SMITH et al., 1998) ou alteracGes referentes ao
indculo utilizado. A deteccdo pela técnica de RT-PCR nas amostras de fezes do bovino

18 apds a inoculacéo, provavelmente € devido a presenca do virus no indculo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram a importancia do coronavirus bovino
como causa de doenca entérica e respiratéria em bovinos adultos no Estado do Rio
Grande do Sul, fato que deve ser considerado no planejamento sanitario de rebanhos
leiteiros.

Inoculacdo de 100 ml no rimen e de 3 ml em cada narina de uma solucdo de
fezes de animais com disenteria de inverno misturadas em proporgdes de 1:1, com
dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% em PBS foi eficiente para reproduzir a doengca em
bovinos adultos.

O coronavirus bovino apresenta tropismo pelos enterdcitos intestinais e epitélio do
trato respiratdrio superior em animais adultos.

O intestino grosso, em especial o célon espiral, € o principal foco de lesdo em

bovinos adultos infectados pelo coronavirus bovino.
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Achados clinico patologicos durante um surto de disenteria

de inverno em bovinos no Rio Grande do Sul*

Saulo Petinatti Pavarini?, Pedro Soares Bezerra Junior®, Adriana da Silva Santos?,
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ABSTRACT.- Pavarini S.P., Bezerra Junior P.S., Santos A.S., Pescador C.A.,
Sonne L., Pedroso P.M.O. & Driemeier D. 2008. [Clinic pathological features during
a winter dysentery outbreak in cattle in Rio Grande do Sul.] Achados clinico
patolégicos durante um surto de disenteria de inverno em bovinos no Rio Grande do
Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira 28(12): 611-616.. Departamento de Patologia
Clinica Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves
9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

This report describes a winter dysentery outbreak that affected 10 dairy cows from a

ranch located in the county of Viamao, Rio Grande do Sul. The most significant clinical
sign was profuse and watery diarrhea, which ranged from a greenish to a brownish
coloration and from occasional blood streaks with mucus to a bloody diarrhea. Most
cases persisted for 5 days and also included depression, drastic decrease in milk
production and in food consumption. Only one of the affected animals died. The
necropsy revealed pale mucosa and sanguineous content with high quantity of blood
clots, particularly within the spiral colon, and petecheae on the colonic mucosa.
Histopathological lesions were predominant in the spiral colon, and consisted of a high
number of dilated crypts without epithelium or with the replacement of a pavement
epithelium with occasional immature cuboidal cells, which sometimes showed enlarged
nucleus and proeminent nucleolus. Some crypts were filled with epithelial
desquamation and polymorphnuclear cells. Bovine coronavirus (8F2) monoclonal
antibody was used for immunohistochemistry on sections of the spiral colon that
showed positive reactions in the cytoplasm of the infected crypt epithelium, sloughed

necrotic cells, and within macrophages in the lamina propria of both.

INDEX TERMS: Winter dysentery, diarrhea, spiral colon, bovine coronavirus.
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RESUMO.- Descreve-se um surto de disenteria de inverno que afetou 10 vacas leiteiras
de uma propriedade localizada em Viamao, Rio Grande do Sul. O quadro clinico
caracterizou-se por uma diarreia inicialmente liquida esverdeada com estrias de sangue
e muco, evoluindo, em alguns animais, para uma diarreia de coloragdo marrom escura a
sanguinolenta, que persistiu, em média, cinco dias. Drastica diminuigdo na produgdo de
leite e no consumo de alimentos, além de graus variados de depressdo também foram
observados. Apenas um dos 10 animais afetados morreu. Durante a necropsia,
observaram-se mucosas palidas, conteddo sanguinolento com presenca de grande
guantidade de coagulos, principalmente no célon espiral e petéquias na mucosa do
célon. Os principais achados histolégicos foram encontradas no célon espiral, onde
havia criptas dilatadas, sem epitélio de revestimento ou revestidas por epitélio
pavimentoso e/ou cuboidal, por vezes com nucleos grandes e nucléolos proeminentes.
Algumas criptas eram preenchidas por debris necréticos e polimorfonucleares. Na
imuno-histoquimica com anticorpo monoclonal para coronavirus bovino (8F2) em
cortes do célon espiral, havia marcacdes positivas no citoplasma de enterdcitos das

criptas, nos debris necrdticos destas e em macrofagos na lamina propria.

TERMOS DE INDEXACAO: Disenteria de inverno, diarreia, colon espiral, coranavirus

bovino.



