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RESUMO

O Brasil detém atualmente o maior rebanho bovino comercial do mundo, e a bovinocultura
representa um dos principais segmentos da economia nacional. O virus da diarreia viral bovina
(BVDV) é um importante causador de perdas produtivas, reprodutivas e econdémicas na
bovinocultura do Brasil e do mundo. Seus principais impactos estdo relacionados com abortos,
reducdo no ganho de peso e aumento de tempo para o abate. Os bovinos infectados tendem a
apresentar quadro subclinico, podendo em alguns casos, cursar com sinais respiratorios,
reprodutivos e digestivos. O BVDV pertence ao género Pestivirus e é membro da familia
Flaviviridae. As espécies de maior importancia na bovinocultura mundial sdo o virus da diarreia
viral bovina tipo 1 (BVDV-1), virus da diarreia viral bovina tipo 2 (BVDV-2) e HoBi-like
(BVDV-3). Este trabalho tem como objetivo investigar a diversidade de pestivirus de
ruminantes em bovinos da Regido Norte do Brasil (estados do PA, AM, RR, AP) . Para isto,
realizou-se RT-PCR de 944 amostras de soro bovino, seguido de sequenciamento genético
utilizando o método de Sanger, além da soroneutralizacdo (SN) comparativa de 390 amostras.
Na RT-PCR, os soros foram analisados primeiramente em pools, e 0s pools positivos foram
analisados individualmente. A RT-PCR detectou trés animais positivos (0,31%) e a andlise
filogenética identificou espécies de BVDV-1le (1 amostra) e BVDV-3 (2 amostras). Este
trabalho é parte de um projeto que se encontra em andamento e os resultados de SN
apresentados aqui sdo parciais. Até 0 momento, 75 amostras foram testadas para a presenca de
anticorpos contra uma cepa de BVDV-2, sendo que 42 (56,0%) delas foram positivas,
enquanto 33 (44,0%) ndo tiveram anticorpos detectados para a mesma espécie. As proximas
etapas serdo destinadas para a testagem das demais amostras para BVDV-2, seguido de
BVDV-1 e BVDV-3. Os dados encontrados at¢ o momento contribuem para um melhor
entendimento das espécies circulantes na Regido Norte do Brasil, reforcando a necessidade de

revisao de vacinas considerando as espécies presentes em cada regido do Pais.

Palavras-chave: BVDV; Soroneutralizacdo; Bovino; Pestivirus; Anticorpo



ABSTRACT

Brazil owns the largest commercial cattle herd in the world, and has cattle farming as a sector
of great importance in its economy. The bovine viral diarrhea virus (BVDV) is an important
cause of productive, reproductive and economic losses in cattle farming in Brazil and in the
world. Their main impacts are related to abortions, reduced weight gain and increased time
for slaughter. Infected cattle tend to have a subclinical, and in some cases may be accompanied
by respiratory, reproductive and digestive signs. These viruses belong to the genus Pestivirus
of the Flaviviridae family. The species that cause infections are bovine viral diarrhea virus type
1 (BVDV-1), bovine viral diarrhea virus type 2 (BVDV-2) and HoBi-like (BVDV-3). This work
aimed to investigate the diversity of pestiviruses in bovine serum samples from the North of
Brazil. For this, RT-PCR in the serum of 944 cattle was performed, followed by Sanger
sequencing of the respective amplification products. In addition, the results were compared to
serum neutralization conducted with 340 samples. For RT-PCR, sera were first analyzed in
pools and then individually analyzed. RT-PCR detected 3 positive animals (0.31%), being
identified by Sanger sequencing as belonging to the BVDV-1e (1) and BVDV-3 (2) species. As
this work is still in progress, SN still does not have it’s final results. To date, 75 samples have
been tested for the presence of antibody against the BVDV-2 strain, 42 (56.0%) of which were
positive, while 33 (44.0) were negative. The next steps will be aimed at testing the other
samples against BVDV-2, followed by BVDV-1 and BVDV-3. The data found so far contribute
to a better understanding of the species circulating in the Northern Region of Bratzil,
reinforcing the need for revision of vaccines considering the species present in each region of

the country.

Keywords: BVDV; Soronetralization; Cattle; Pestivirus; Antibody.
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1. INTRODUCAO

O Brasil figura entre os paises de maior importancia no setor
agropecuario. Tem o maior rebanho bovino comercial do mundo, chegando a
aproximadamente 215 milhdes de cabegas (IBGE, 2019). Em 2019 assumiu a posigéo de
maior exportador de carne bovina em termos de volume, com uma producédo de 9,9
milhGes de toneladas, sendo 21% destinados ao mercado externo (USDA, 2019). A
infecgdo por BVDV € uma importante doenga na bovinocultura, sendo responsavel por
perdas produtivas, reprodutivas e prejuizos econémicos (FLORES et al., 2005; HOUE,
1995). Dentre os principais impactos, estdo a reducdo no ganho de peso e o0 aumento do
tempo para abate e producao de leite (HOUE, 2003; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).
Sendo assim, estudos que garantam a sanidade do rebanho brasileiro se fazem essenciais
para a seguranca alimentar e econémica do pais.

A infeccdo causada pelo Pestivirus tem distribuicdo mundial e €
responsavel por importantes perdas econdémicas e, portanto, € um dos principais alvos de
programas de controle (HOUE 2003, RIDPATH 2003). Descrita pela primeira vez no
Brasil no final da década de 1960, tem sido sistematicamente identificada em diversas
apresentacdes clinicas e epidemiolégicas (BOTTON et al. 1998, CANAL et al. 1998,
SILVEIRA et al. 2015, FLORES et al. 2018).

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) caracteriza-se como um virus
esférico de 40-60 nm e envelopado, com aproximadamente 12,5 kb e RNA de cadeia
Unica. E membro do género Pestivirus e pertencente a familia Flaviviridae (TAUTZ et
al., 2003; GUNN et al., 2005; UZAL et al., 2016). Recentemente foi realizada uma nova
classificacdo das suas espécies, sendo conhecidas como: Pestivirus A ou virus da diarreia
viral bovina 1 (BVDV-1), Pestivirus B ou virus da diarreia viral bovina 2 (BVDV-2) e
Pestivirus H ou pestivirus HoBi-like (BVDV-3) (ICTV, 2018). Devido a sua grande
variabilidade genética, os pestivirus também foram classificados em subtipos: O BVDV-
1 apresenta até 21 subtipos (1a ateé 1u), o BVDV-2 até trés (2a até 2c) e o BVDV-3, quatro
(3a até 3d). No Brasil, ja houve relatos de ambas espécies, onde o BVDV-1a aparenta ser
0 mais presente na regido Sul (WEBER et al., 2014), e o BVDV-3 na regido Nordeste
(SILVEIRA et al., 2017). Para fins de padronizacéo, este trabalho ira se referir a espécie
“HoBi-like ” como “BVDV-3".

Em relagéo ao efeito de replicacdo em cultivo celular, os isolados de

BVDV podem ser divididos nos biétipos citopaticos (cp) e ndo citopaticos (ncp)
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(DONIS,1995). Os isolados ncp séo mais frequentes e estdo presentes nas infeccoes
naturais. O BVDV cp se origina de mutacdes ou recombinacdes dos ncp, sendo
responsavel por gerar animais persistentemente infectados (PI) (FLORES, 2007). Os Pls
resultam de uma infec¢do materna no periodo inicial da gestacdo (FULTON et al., 2009b),
que é transmitida para o feto via transplacentaria. Estes individuos caracterizam-se por
um crescimento retardado e como portadores permanentes que excretam o virus em suas
secrecOes e excrecoes, considerado um dos principais responsaveis pela manutencéo do
virus no rebanho (FLORES, 2017).

Além dos bovinos, os pestivirus também podem acometer outras
espécies, como ovinos, caprinos, suinos e ruminantes selvagens (BECHER et al, 1997,
VILCEK and NETTLETON, 2006). Os animais acometidos tendem a ser assintomaticos;
no entanto, as manifestagGes clinicas podem variar desde sinais leves até doenca aguda
fatal. As consequéncias da infec¢do podem cursar com descargas nasal e ocular, doencas
cutaneas, diarreia profusa hemorragica e Ulceras na boca (FLORES et al., 2005;
RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

O diagnostico pode ser realizado através de testes moleculares, como a
RT-PCR, a qual oferece praticidade quanto ao tempo para o resultado e o fornecimento
de informacgBes como a espécie e subtipo viral quando é realizada juntamente com o
sequenciamento (PUHL, 2019, p. 14). Os testes sorologicos sdo mais indicados para
levantamentos epidemioldgicos, sendo o teste de soroneutralizagdo (SN) o mais adotado.
O controle da doenca se da pelo isolamento e eliminacéo de animais PI, podendo ou ndo
ser associada ao uso de vacinas (BOLIN, 1995). A indicacdo de se realizar ou ndo a
vacinacdo dos animais esta relacionada com diversos fatores, como o tamanho do
rebanho, rotatividade de animais na propriedade, além do histérico de doenca clinica ou
reprodutiva e confirmacdo da presenca de BVDV (RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2012). No entanto, cabe destacar que no Brasil existem apenas vacinas
contendo BVDV-1a e BVDV-2b, ndo correspondendo necessariamente com 0s subtipos
presentes em todo o territério nacional.

A infeccdo por BVDV é uma importante doenca na bovinocultura, sendo
responsavel por perdas produtivas, reprodutivas e prejuizos econdmicos (FLORES et al.,
2005; HOUE, 1995). Dentre os principais impactos, estdo a redu¢do no ganho de peso e
0 aumento do tempo para abate e producdo de leite (HOUE, 2003; MACLACHLAN;
DUBOVI, 2011). Levando em consideracdo o papel do Brasil no mercado internacional

da bovinocultura, é fundamental que se atente para questfes relacionadas com a sanidade
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e manejo dos rebanhos comerciais. Para isso, deve-se ter estudos voltados principalmente
para a epidemiologia da doencga, com foco ndo apenas para a prevencdo e controle do

agente, mas também para as variantes virais especificas de cada regido do pais.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Classificacdo e caracterizagdo

A familia Flaviviridae compreende diversos virus de importancia na
salde humana e animal, sendo eles divididos em quatro diferentes géneros: Flavivirus,
Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus. Os componentes destes grupos possuem algumas
caracteristicas semelhantes e que indicam a sua derivacdo de um mesmo ancestral
comum. Estes fatores indicativos estdo relacionados com a estrutura e morfologia dos
virions, o tipo, a estrutura e organizacdo do genoma e 0s aspectos basicos da expressdo
génica e replicacdo viral.

Os pestivirus sdo caracterizados por um virion esférico de 40-60 nm,
possuindo um nucleocapsideo icosaédrico revestido externamente por um envelope
proveniente da célula hospedeira (SIMMONDS et al., 2011). Tem seu genoma composto
por uma fita simples de RNA de polaridade positiva, de 12,3 a 12,5 kb. Sua molécula de
RNA possui duas regides nao traduzidas que estdo localizadas nas extremidades 5’ e 3°,
além de uma Unica fase aberta para leitura (ORF). A ORF ¢é traduzida na forma de uma
poliproteina, a qual é clivada em 12 proteinas individuais: a autoprotease N terminal ou
proteina N (Npro), proteina do capsideo (C), glicoproteinas do envelope (Erns, E1 e E2),
proteina 7 (p7) e as proteinas nao-estruturais (NS) NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e
NS5B (Figura 1) (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; SIMMONDS et al., 2011; NEILL,
2012).
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Figura 1: Caracteristicas basicas dos pestivirus. A figura mostra um diagrama de
uma particula de pestivirus com imagens de microscopia eletrénica ao
seu lado. Abaixo, o genoma viral € mostrado em uma representacéo
esquematica com a ORF codificando uma poliproteina indicada
abaixo. A clivagem desta poliproteina gera novas proteinas virais
mostradas. P, dominio de protease; H, helicases.
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Fonte: Microscopia eletrénica: Harald Granzow e Frank Weiland, Instituto Friedrich-
Loeffler; design grafico: Mandy Jorn, Friedrich-Loeffler-Institut, extraido de TAUTZ,
Norbert; TEWS, Birke Andrea; MEYERS, Gregor. The Molecular Biology of
Pestiviruses. Advances In Virus Research, [s.l.], p.47-160, 2015. Elsevier.

Os pestivirus podem se apresentar com dois bid6tipos distintos: os virus
citopaticos (cp) e os ndo citopaticos (ncp). O bidtipo ncp é o mais comumente encontrados
a campo, e caracteriza-se pelas capacidades de replicagdo em células de cultivo celular
sem causar destruicdo celular. Enquanto isso, 0s virus cp tem origem por mutaces,
deleces e rearranjos genéticos a partir do biétipo ncp. Na prética, a principal diferenca é
que os virus ncp podem produzir fetos Persistentemente Infectados (Pl1) caso sejam
acometidos entre os dias 40 e 120 da gestacdo. No caso deste animal entrar em contato
com uma amostra cp antigenicamente semelhante, pode vir a desenvolver a forma
altamente fatal da infeccéo, conhecida como Doenga das Mucosas (DM) (POCOCK et
al., 1987).



O género Pestivirus era compreendido por quatro espécies oficialmente
reconhecidas até 2017, conhecidas como: Virus da Diarreia Viral Bovina 1 (BVDV-1),
Virus da Diarreia Viral Bovina 2 (BVDV-2), Virus da Doenca da Fronteira (BDV) e o
Virus da Peste Suina Classica (CSFV). No entanto, em 2018, o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) propds uma nova nomenclatura, onde modifica a
denominacdo de algumas espécies e adiciona oficialmente novas espécies ja descritas ao
género. Sendo assim, BVDV -1, BVDV2, CSFV e BDV passaram a ser Pestivirus A, B,

C e D, respectivamente.

Figura 2: Andlise filogenética e classificacdo de pestivirus com base na proteina N
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Fonte: (SCHWEIZER, 2010)

Embora nédo seja reconhecido pela ICTV, as espécies podem ser dividas
em diversos subgrupos. Com base em diversos estudos de filogenia, o Pestivirus A
(BVDV-1), por exemplo, atualmente pode ser dividido em pelo menos 21 subtipos
nomeados por ordem alfabética (“a” a ”u”) (DENG et al., 2012). O Pestivirus B (BVDV-
2) ¢ dividido em trés subtipos (“a” a ’c”’) (FLORES et al., 2002). Algumas das novas
espécies incluidas no género também demonstram grande diversidade genética, como é o
caso do Pestivirus H (‘HoBi’-like/BVDV-3), com quatro subtipos propostos (’a” a ’d”)
de acordo com a origem geografica das cepas (MISHRA et al., 2014) (Figura 2).
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Estas divisdes em subgrupos dentro das espécies devem-se a grandes
variacdes geneéticas entre as cepas, e a maior implicacdo pratica destas variacdes é que
as mesmas podem gerar baixa reatividade sorologica cruzada, levando a falhas vacinais e
perda da habilidade de deteccdo dos testes de diagnostico (RIDPATH, 2003). Com o
objetivo de simplificar a compreensdo do texto, a partir desta etapa do trabalho, o
Pestivirus A serd chamado de BVDV-1, Pestivirus B, de BVDV-2 e Pestivirus H, de
BVDV-3.

2.2. Epidemiologia

Segundo o ICTV, os Pestivirus podem acometer suinos e ruminantes,
principalmente bovinos, ovinos e caprinos. Apesar de ser descrita frequentemente em
animais domésticos, esta infeccdo também ja foi relatada em diversas espécies silvestres
(BECHER et al., 1999; VILCEK; NETTLETON, 2006; SEDLAK; GIRMA;
HOLEJSOVSKY, 2009; VILCEK et al., 2010; FERNANDEZ-SIRERA et al., 2011;
MARCO et al., 2011; GAO et al., 2013; GRANT et al., 2015; WOLFF et al., 2016).

O primeiro relato de BVDV ocorreu no ano de 1946, em um surto que
acometeu bovinos nos Estados Unidos (EUA). Pesquisadores da Universidade de Cornell
(Ithaca, Nova lorque, EUA) foram os responsaveis pela primeira identificacdo do agente,
0 qual se caracterizava por provocar quadros de hipertermia, anorexia, gastroenterite
severa e ulcera¢cdes nas mucosas oral € nasal (CHILDS, 1946; OLAFSON, MCCALLUM
& FOX et al., 1946; BAKER, 1995). No Brasil, casos de BVDV sao descritos desde o
final dos anos 1960 (CORREA; NETO; BARROS, 1968); porém, o primeiro isolamento
foi obtido apenas em 1974, a partir de um feto coletado de um matadouro (VIDOR, 1974).
Relatos atuais apontam a ampla distribuicdo da infec¢do nos rebanhos brasileiros, com
indices de soropositividade podendo variar entre 43 e 90% dos rebanhos (CANAL et al.,
1998; POLETTO et al., 2004; THOMPSON et al., 2006; QUINCOZES et al., 2007
ALMEIDA et al., 2013).

As espécies de BVDV-1, BVDV-2 e BVDV-3 sdo frequentemente
relatados em ruminantes de rebanhos brasileiros (CANAL et al., 1998; FLORES et al.,
2000, 2002; STALDER et al., 2005; CORTEZ et al., 2006; BIANCHI et al., 2011;
WEBER et al., 2013, 2016b; OTONEL et al., 2014; SILVEIRA et al., 2015). O BVDV-1
é mais frequentemente encontrado a campo na América, Europa e Australia. Apesar do

BVDV-2 ter sido detectado em um primeiro momento como um
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surto gastroentérico na América do Norte, este ja se disseminou por diversos continentes
(PELLERIN et al., 1994; BECHER et al. 2003; RIDPATH et al., 2010; MINAMI et al.,

2011). Acredita-se que 0 mesmo ja estivesse presente em diversas regides, mas nao era
detectado ou classificado como BVDV-1. O BVDV-3 foi descrito pela primeira vez por
pesquisadores europeus, em 2004, apds deteccdo em amostras de Soro Fetal Bovino
(SFB) oriundas do Brasil. Desta forma, infeccbes causadas pelas trés espécies
mencionadas acima sdo frequentemente relatadas em ruminantes de rebanhos brasileiros
(CANAL et al., 1998; FLORES et al., 2000, 2002; STALDER et al., 2005; CORTEZ et
al., 2006; BIANCHI et al., 2011; WEBER et al., 2013, 2016b; OTONEL et al., 2014,
SILVEIRA et al., 2015).

Os bezerros Pl apresentam significativa relevancia epidemiolégica,
caracterizando-se como 0s principais reservatdrios e fontes de disseminacdo do virus
(BAKER, 1995; HOUE, 1999; LINDBERG; ALENIUS, 1999). Estes individuos
excretam o virus de forma constante, em altos titulos em secre¢des (nasais, saliva, sémen,
leite) e em niveis menores em excrecbes (urina e fezes) (BROCK et al., 1998;
LINDBERG; ALENIUS, 1999; ARENHART et al., 2009; BAUERMANN et al., 2014).
Os animais infectados também podem excretar o virus durante a fase aguda da doenca,
embora seja com titulos inferiores e durante 3 a 10 dias (MACLACHLAN; DUBOVI,
2011; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2012).

A transmissao do virus pode ocorrer por contato direto (focinho-focinho,
coito, mucosa-mucosa), indireto  (focinho-secrecdes/excrecdes,  focinho-feto
abortado/placenta, contato com secrecdes/excrecdes). Pode haver transmissao atraves de
sémen e embrido contaminado, assim como por via iatrogénica, onde a infec¢do ocorre
pelo contato com agulhas, material cirdrgico contaminado, luvas de palpacao, tatuadores.
O virus normalmente é introduzido nos rebanhos a partir da inclusdo de animais Pl ou
fémeas gestando fetos PI, introducdo de animais durante a fase aguda ou mais raramente

através do contato entre animais de rebanhos vizinhos (FLORES, 2007).

2.3. Patogenia e sinais clinicos

A infeccdo ocorre através da via oro-nasal, tendo os epitélios do trato
respiratorio superior, orofaringe e o tecido linfoide regional como sitios primarios de

replicacéo. A severidade da infeccdo aguda causada pelo BVDV pode variar de acordo
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com diversos fatores, como a cepa viral, o status imunoldgico e reprodutivo do animal
acometido, além da ocorréncia de infecgdes secundarias. Sendo assim, a infeccdo
provocada pelo pestivirus em bovinos pode ser classificada como Infeccdo aguda de
animais ndo-prenhes e Infeccdo aguda de fémeas prenhes (MACLACHLAN; DUBOVI,
2011; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2012).

Na maioria dos casos, machos e fémeas ndo prenhes imunocompetentes
sdo assintomaticos durante a infeccdo (BAKER, 1995; RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2012). Em episodios causados por isolados de maior viruléncia, podem
apresentar um curto periodo febril, associado por sialorreia, descarga nasal, tosse,
diarreia, lesdes ulcerativas na mucosa oral e lesdes de pele (MOERMAN et al., 1994;
MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; SANTOS et al., 2011; RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2012).E
importante destacar que por serem imunodepressores, 0s pestivirus podem predispor 0s
animais acometidos a infec¢fes provocadas por outros agentes patogénicos. O periodo de
incubacdo do virus pode variar entre trés e setes dias, o qual é seguido por quadros de
hipertermia transitoria e leucopenia. Pode-se fazer a deteccdo do virus no sangue entre
quatro e seis dias ap6s a infec¢do, em que a viremia é capaz de persistir por até 15 dias.
O tecido linféide, compreendido por tonsilas, tecido linféide associado a mucosas,
linfonodos e placas de Peyer sdo componentes de um importante sitio de replicacédo e alvo
da patogenia viral (Figura 3). A enfermidade tende a ser autolimitante, estando associada
com uma alta morbidade e mortalidade extremamente baixa ou nula (RIDPATH;
BAUERMANN; FLORES, 2012).
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Figura 3:Histopatologia de linfonodo mesentérico e Placa de
Peyer no dia 5 pés-infeccdo apds inoculacéo oral de
cepa ndo citopatica de BVDV-1.

Fonte: Han, Y.-J., Kwon, Y.-J., Lee, K.-H., Choi, E.-J., &
Choi, K.-S. (2016). Experimental infection with
non-cytopathic bovine viral diarrhea virus 1 in
mice induces

A infeccdo de fémeas prenhes pode provocar a transmissao vertical do
virus para o embrido ou feto. As consequéncias desta infeccdo estardo relacionadas ao
bidtipo (cp/ncp), amostra viral, bem como o estagio da gestagdo. Com isso, € possivel que
ocorram casos de reabsorcdo embriondria, abortos, mumificacdo fetal, natimortos,
nascimento de bezerros fracos e inviadveis, ou nascimento de animais Pl (Figura 4)
(MCCLURKIN et al., 1984; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

Episodios de abortos provocados pelo BVDV podem vir a ocorrer
durante qualquer periodo da gestacdo, embora aconteca com maior frequéncia a partir
dos 40 dias de gestagdo. Nestes casos, & comum que os fetos estejam autolizados e
apresentem poucas lesbes caracteristicas. As malformacfes fetais sdo bastante
frequentes em rebanhos acometidos pelo BVDV, e tende a ocorrer quando a infeccao
acontece entre os 100 e 150 dias de gestacdo. As principais alteragdes séo encontradas no
sistema nervoso central (hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, desmielinizacdo e defeitos
esqueléticos) e nos olhos (atrofia ou displasia da retina, catarata e microftalmia). Outros
achados de menor ocorréncia também podem ser observados, como aplasia timica,
braquignatismo, retardo de crescimento e artrogripose (FLORES, 2007).
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Figura 4: Formacéo de bezerra Pl
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2.4. Diagndstico

A maioria das cepas de pestivirus sdo de baixa viruléncia, e mesmo as
mais virulentas ndo apresentam sintomas patognoménicos da doenca; sendo assim o
diagndstico clinico é bastante complexo. Desta forma, deve-se suspeitar de infeccBes por
BVDV sempre que houver sintomas reprodutivos (perdas embrionérias, abortos,
malformacdes fetais, nascimentos de animais fracos ou morte perinatal). Outros sintomas
entéricos e respiratorios, como componentes hemorragicos, erosdes e ulcera¢bes do trato
digestivos também podem ocorrer. Bezerros fracos, com crescimento retardado e
predisposicdo a outras enfermidades devem ser considerados suspeitos de serem PI
(BAKER, 1995; MURPHY et al., 1999; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

O teste de diagnoéstico padrdo € o isolamento em cultivos celulares,
seguido pela identificacdo dos respectivos antigenos virais via imunofluorescéncia ou

imunoperoxidase, devido ao fato de que a maioria das amostras séo ncp.
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Os métodos relacionados com a biologia molecular, como a RT-PCR e
RT-gPCR, sdo uteis para fins de diagnostico, tendo como vantagem a capacidade de
detectar pequenas quantidades de virus e particulas virais ndo integras (BRUM,;
WEIBLEN, 2012). Devido a sua alta conservacéo, tém-se adotado protocolos baseados
na amplificacdo de fragmentos da regido 5’UTR para a deteccao de pestivirus (VILCEK
etal.,, 1994; LETELLIER etal., 1999; BAXI et al., 2006; DECARO et al., 2012c).

A soroneutralizacdo (SN) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) consistem
nas principais técnicas de diagndstico sorologico (OIE, 2008). Contudo a
soropositividade de um animal indica apenas a exposi¢do prévia ao agente. Animais
infectados de forma aguda, irdo soroconverter entre 10 a 14 dias ap0s a exposicao inicial,
sendo a sorologia pareada uma boa alternativa de indicacdo da infeccdo ativa. E
importante destacar que animais PI geralmente ndo apresentam anticorpos no soro, visto
que ndo desenvolvem resposta imune ao virus (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES,
2012). As técnicas de testes soroldgicos séo indicadas para utilizacdo em levantamentos
epidemioldgicos e monitoria de rebanhos (LINDBERG; ALENIUS, 1999), contudo,
podem ter seu valor limitado devido ao uso de vacinas (RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2012).

As glicoproteinas do envelope E2 e ERNs e a proteina ndo estrutural NS2-
3 sdo 0s principais antigenos virais relacionados com a resposta imune, e por esta razéo
sdo adotados para a realizagdo de testes soroldgicos. A E2 tem funcdo de imunoprotecéo,
bem como estimular a producdo de anticorpos neutralizantes como resposta a infecgéo
viral. Enquanto isso, a Erns e a proteina ndo estrutural NS2-3 participam da resposta
imune (CORAPI; DONIS; DUBOVI, 1990; NEILL, 2012).

2.5. Controle e Profilaxia

O controle de BVDV pode se dar com ou sem a adogdo de vacina, onde
a escolha do método a se utilizar dependera de fatores como histérico do rebanho, risco
de introducdo do agente e de outros fatores epidemiolégicos (FLORES, 2012).

A ndo adocdo da vacina é indicada para rebanhos fechados e sem o
frequente ingresso de animais, como em casos de rebanhos extensivos de gado de corte e
episédios em que o rebanho ndo apresenta sintomatologia sugestiva de infec¢do pelo
BVDV. A fim de evitar a introdugdo do agente, é essencial que se adote medidas basicas
de biosseguridade, além de realizar a testagem dos animais para o virus antes que
0S mesmos ingressem na propriedade. A principal forma de introducéo da infeccdo se da

por meio de animais infectados. Desta forma, bezerros (com potencial de serem PI) e
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vacas prenhes soropositivas (potencialmente geradoras de fetos PI) devem ser
devidamente identificados e removidos do rebanho (RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2012).

O controle com vacinacgéo é recomendado para propriedades de rebanhos
com alta rotatividade de animais, rebanhos com sorologia positiva, com histérico de
doenga clinica ou reprodutiva e confirmacdo da presenca de BVDV (RIDPATH;
BAUERMANN; FLORES, 2012). E indicada para a imunizacio de fémeas suscetiveis
antes da temporada de cobertura, a fim de prevenir a transmissao via transplacentaria e a
provavel geracdo de animais PI (MOENNIG et al., 2005). Esta estratégia vem sendo
bastante utilizada em paises como os Estados Unidos e Canada, principalmente quanto ao
uso de vacina vivas modificadas (MLV) (NEWCOMER, 2015). Contudo, cabe ressaltar
que para o sucesso deste tipo de protocolo, é fundamental a constante atualizacdo das
variantes virais circulantes, e que devem constar nas vacinas (MAHONY et al., 2005),
devido as diferencas de imunidade cruzada entre diferentes espécies e subtipos de
pestivirus (RIDPATH, 2016).

No Brasil, a maior parte das vacinas licenciadas sdo inativadas e contém
cepas de BVDV-1a e BVDV-2a, ndo abrangendo os tipos mais recorrentes no Pais (de
BRITO et al., 2010; Zardo et al., 2017; WEBER et al., 2014). Muitas destas se
caracterizam por serem polivalentes, contendo antigenos de herpesvirus tipo 1, virus
respiratorio sincicial bovino e virus parainfluenza tipo 3 bovino. Este trabalho tem como
objetivo investigar a diversidade de pestivirus de ruminantes em bovinos da Regido
Norte do Brasil (estados do PA, AM, RR, AP). Trabalhos realizados com vacinas
disponibilizadas no Brasil ttm demonstrado pouca eficiéncia frente a isolados presentes
no pais, além da constatacdo da producdo de baixos titulos de anticorpos e auséncia de
protecdo fetal (ZARDO, 2017; ANZILIERO et al., 2015). Desta forma, as vacinas
utilizadas no Brasil necessitam ser revisadas, de forma que contenham as variantes em
circulacdo no pais, ja descritas em trabalhos prévios (BIANCHI et al., 2011; WEBER et
al., 2014a, 2014b; SILVEIRA et al., 2015).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras:
As amostras de soro bovino utilizadas neste trabalho foram coletadas
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em parceria com 0s

Servigos Veterinarios Estaduais (SVES), para realizagcdo do inquérito epidemioldgico
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para o Programa Nacional de Erradicacdo e Prevencdo da Febre Aftosa (PNEFA),
buscando atender compromissos de certificacdo sanitaria firmados com paises
importadores de carne bovina. O estudo foi conduzido no ano de 2014, para a avaliacao

de circulacéo viral e de eficiéncia da vacinagéo para febre aftosa no Brasil (Figura 5).

Figura 5: Condicdo zoossanitéria para febre aftosa e area considerada no estudo, Brasil, 2015

- Zona livre de FA sem vacinagéio (SC)

Zona livre de FA com vacinagé&o
(incluida no presente estudo)

Zona livre de FA com vacinagéo, reconhecida
em margo de 2014 (n&o incluida no estudo)

Zona de protegéo)

Zona sem reconhecimento de livre para FA

Estados de realizag&o do trabalho ( AM, RO, PA e AP)

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), 2015

A populacdo alvo deste estudo foi constituida por rebanhos bovinos da
zona livre com vacinacéo, entre 6 e 24 meses de idade. Trabalhos anteriores ja relataram
que bovinos com mais de 24 meses de idade apresentam perfil imunoldgico semelhante
ao de bovinos entre 13 e 24 meses de idade, por esta razdo o referido grupo etario nao
participou deste trabalho. No total, foram analisadas 944 amostras, sendo 536 delas
provenientes de rebanhos do Estado do Amazonas (AM), 147 do Amapa (AP), 195 de
Roraima (RR) e 66 do Para (PA).

Alguns elementos podem influenciar diretamente no resultado de
cobertura imunitaria bovina (fiscalizacdo, divulgacdo, orientacdo e incentivo aos
produtores rurais), e sdo particulares de cada Unidade Federativa (UF), o estudo

considerou entdo cada Estado como uma subpopulagédo. Os subgrupos foram divididos



conforme o tamanho dos rebanhos e sua respectiva faixa etaria. Sendo assim, bovinos de
6 a 12 meses e de 13 a 24 meses, agrupados em rebanhos com menos de 50 bovinos ou
com mais de 50 animais.

Os bovinos selecionados para a coleta foram escolhidos de forma
aleatoria pelo DSA/SDA/MAPA, com base nos dados disponibilizados pelos SVEs. Os
dados foram organizados considerando os bovinos alocados em namero de propriedades

rurais, conciliando a representatividade geografica e viabilidade operacional.

3.2 Isolamento de RNA, RT-qPCR e Analise Filogenética

A técnica de RT-PCR oferece alta sensibilidade e ¢ uma 6tima opgao
para analisar amostras bioldgicas que possam conter baixas quantidades de virus, como
amostras de pool de soro ou amostras de animais com infeccdo aguda (HOUE;
LINDBERG; MOENNING, 2006). O RNA total foi isolado usando o TRIzol LS
Reagent® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instru¢bes do
fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando as enzimas GoScript™ Reverse

Transcriptase e RNasin® Ribonuclease Inhibitors (Promega®)."

O total de 944 amostras foram agrupadas em 50 pools de 20 amostras.
Os pools positivos na RT-gPCR (VetMax™- Gold BVDV PI Detection kit. Thermo Fisher
Scientific) foram analisados novamente, de forma individual e com protocolo de PCR
convencional. Para a realizacdo da RT-PCR, foram utilizados primers ja descritos na
literatura, com o objetivo de amplificar fragmentos das regides 5’NCR, NP e proteina
E2 do genoma dos pestivirus (VILCEK, 1994; VILCEK, 2001; TAJIMA, 2001).

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2,0%, com 0,1 pg/mL de Blue Green Loading Dye I (LGC Biotecnologia) e
visualizados sob ldampada ultravioleta. As amostras positivas foram encaminhadas para
0 sequenciamento genético por método de Sanger, utilizando um ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer com kit de sequenciamento do ciclo Big Dye Terminator v.3.1
(Applied Biosystems, CA, EUA). As analises filogenéticas se deram através dos
softwares Genious (Biomatters Ltda) e MEGA6 (TAMURA et al., 2013).
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3.3 Cultivo celular e soroneutralizagdo (SN)

A SN é um teste sensivel e especifico, adequado para quantificacédo de
anticorpos por titulagéo e é reconhecido como teste padréo ouro para sorologia de BVDV
(OIE, 2008). Por ser um teste caro, trabalhoso e necessitar de rotina com cultivo celular,
optou-se por realizar uma amostragem com 390 amostras de soro bovino, calculadas
através da calculadora epidemioldgica EpiTools (AusVet Animal Health Services and
Australian Biosecurity Cooperative Research Centre for Emerging Infectious Disease)
escolhidas de maneira aleatoria sisteméatica. O cultivo viral se deu em células de
linhagem de rim bovino MadinDarby (Madin Darby Bovine Kidney, MDBK). Células
MDBK usadas durante o estudo foram cultivadas em Meio de Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM), complementado com antibi6ticos em uma concentragéo final de 100
u/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e 5% de soro equino. As células
MDBK foram previamente testadas livres para RNA de pestivirus por RT-PCR (WEBER
etal., 2014).

Em um primeiro momento, os soros de teste foram inativados por calor,
a 56°C, por 30 minutos. A partir de uma diluicéo inicial de 1:4, foram feitas diluicdes em
triplicata em série do soro em placas de microtitulacdo de 96 pocos, usando meio de
cultura de células como diluente. Em cada diluicdo de soro, para cada amostra, um pogo
é deixado sem virus para monitorar a evidéncia de toxicidade da amostra que poderia
imitar a citopatologia viral ou interferir na replicacdo do virus. Os soros para controle
positivo e negativo também foram incluidos em cada teste. Foram utilizadas cepas de
BVDV-1 (Oregon C24V), BVDV-2 (SV-253) e BVDV-3 (ltaly HoBi-Like).

Os soros foram submetidos a diluicdes em série, partindo de 1:4 até
1:512. Foi inoculado um volume de 50pL de uma cepa de BVDV que continha 100
TCID®® (50%) de dose infectante de cultura de tecido em cada poco. As placas foram
levadas para a incubadora durante 1 hora a 37°C e em atmosfera de 5% de CO2, Apés a
incubacAo, 50 pL/poco de suspensdo de células MDBK, contendo 10° células/mL, foram
adicionados em todos os pogos. A placa foi levada novamente para a incubadora, onde
ficou por 4-5 dias, em uma temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO, tendo o efeito
citopatico (ECP) observado no final deste periodo. A visualizacdo do efeito citopéatico
nos pocos foi realizada com o auxilio de microscopia otica. O titulo de SN para cada soro
¢ a diluicdo na qual o virus é neutralizado em 50% dos po¢os. Um animal soronegativo

ndo apresentara neutralizacdo na diluicdo mais baixa (1:4), equivalente a uma diluicéo
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final de 1:8 (OIE, Terrestrial Manual, 2018). Os ECP mais comuns sdo degeneragéo

celular, vacuolizagdo, agrupamento de células, células em “cachos de uva” (Figura 6).

Figura 6: (A) Cultivo de células MDBK sem a presenca do efeito citopatico. (B) Cultivo de
células MDBK com a presenga de efeito citopatico

A

Fonte: Imagens cedidas por Leticia Baumbach

4. RESULTADOS

O presente trabalho faz parte do projeto de mestrado da co-orientadora
do mesmo, o qual estd em andamento. Sendo assim, apenas 0s resultados parciais serao
apresentados neste momento, visto que nem todas as amostras processadas tiveram todas

as etapas finalizadas.
4.1 RT-qPCR e Analise Filogenética

Apos a realizacdo dos testes de biologia molecular, foram detectadas trés
amostras positivas para pestivirus. Considerando um total de 944 amostras de soro bovino
examinadas, o trabalho detectou uma frequéncia 0,31% de animais positivos. Este valor
corrobora com os resultados encontrados em estudos semelhantes, realizados em diferentes
regides do Brasil, onde indicaram a frequéncia de 0,13% na regido Nordeste (Silveira, 2017) e
0,36% no Estado do Rio Grande do Sul (Weber, 2014).

A analise filogenética detectou uma amostra BVDV-1le. Este subgendtipo foi
relatado por estudo anterior pela primeira vez no Brasil, o qual descreveu 0 mesmo apenas no
estado de Santa Catarina. As outras 2 amostras detectadas foram apontadas como BVDV-3
(Figura 7). Considerando fatores como a proximidade geografica e sistemas de
producdo semelhantes, os resultados deste trabalho reforcam os ja encontrados na regido
Nordeste, o qual também apresentou uma alta prevaléncia de BVDV-3 no seu rebanho.
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Figura 7: Arvore Filogenética baseada na regiao5'UTR
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Fonte: Imagem cedida por Leticia Baumbach

4.2 Soroneutralizacao (SN)

A etapa de SN das amostras estd em andamento e ainda ndo possui 0s
resultados finais. Em um primeiro momento, as amostras estdo sendo testadas contra a

cepa de BVDV-2, sendo na sequéncia expostas as cepas de BVDV-1 e BVDV-3.

Os resultados parciais obtidos séo relativos a testagem de 75 amostras,
em que 42 (56,0%) delas foram positivas para a presenca de anticorpos contra o BVDV-
2, enquanto 33 (44,0%) delas néo tiveram anticorpos neutralizantes detectados.



5. CONCLUSAO

Os resultados apresentados até o presente momento neste trabalho
complementam indices apontados por estudos realizados em outras regides do Brasil.
Sendo assim, nota-se que a prevaléncia desses pestivirus sdo distintas conforme a regido
analisada. Mesmo tendo o conhecimento de que este virus esta amplamente disseminado
ndo apenas no territorio nacional, como também no mundo, ainda ndo temos maiores
conhecimentos referentes a variabilidade genética das diferentes regides. Considerando
que o Brasil possui uma das maiores diversidades genéticas descritas no mundo, é
fundamental que se entenda toda a variedade que se faz presente no pais.

Este trabalho visa contribuir com dados referentes aos pestivirus
circulantes na regido Norte do Brasil. Podem ser empregados para a formulacdo de
vacinas mais eficazes para rebanhos da regido, que contenham as variantes virais
circulantes. Os mesmos se fazem Uteis para futuros programas regionais de controle e
erradicacdo do virus da diarreia viral bovina, bem como para o aprimoramento de

métodos diagnosticos mais eficazes.
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