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RESUMO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) ¢ responsavel por diferentes sindromes que
afetam principalmente bovinos em todo o mundo, causando grandes perdas econdmicas.
A principal medida de controle desta infeccdo ¢ a detec¢do e retirada dos animais
persistentemente infectados (PI) do rebanho. O presente trabalho analisou a infeccao
persistente por este virus em um rebanho bovino de gado de corte, vacinado com vacina
inativada contra BVDV tipo 1 e localizado no Municipio de Viamao, Rio Grande do
Sul, de novembro de 2007 a maio de 2009. Para a triagem de animais PI, amostras de
soro, sangue com EDTA e fragmentos de orelhas foram coletadas principalmente de
animais com idade entre 2-3 meses. Os testes utilizados compreenderam o isolamento
viral, a transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), a
imuno-histoquimica (IHQ) e a sorologia pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). De
1300 animais da propriedade, coletou-se 179 amostras e em 6 se identificou a infec¢ao
persistente pelo BVDV tipo 2 ndo citopatico (ncp). Os principais sinais clinicos
verificados na propriedade englobavam nascimento de bezerros fracos, grande numero
de animais com retardo no crescimento e catarata congénita uni e bilateral. As principais
lesdes observadas em 5 animais necropsiados consistiam de aumento dos linfonodos
mesentéricos, evidenciacdo das placas de Peyer e em um animal verificou-se
pododermatite com lesdes crostosas no plano nasal e na regido periocular. Os achados
microscOpicos caracterizavam-se principalmente por infiltrado mononuclear na lamina
propria do intestino delgado e rarefagdo linfoide com infiltrado histiocitario nos
centrofoliculares de linfonodos e nas placas de Peyer. A demonstracdo do antigeno viral
nos 5 animais avaliados ocorreu principalmente em: queratindcitos da epiderme , no
epitélio de foliculos pilosos e células dendriticas da derme de orelhas e pele; histiocitos
e em linfocitos dos linfonodos; células foliculares da tireoide; no citoplasma de
neurdnios e em menor escala, em células da microglia no cortex cerebral e no
hipocampo. A analise de pools de soro de animais suspeitos pelo RT-PCR em conjunto
com a avaliacdo imuno-histoquimica de biopsia de orelhas mostraram bons resultados e
podem ser uteis como método de triagem de infecgdes persistentes em rebanhos,
inclusive em animais menores de 6 meses de idade por ndo sofrerem interferéncia de
anticorpos maternos. A retirada e eliminagdo dos animais PI surtiram efeitos positivos

na propriedade, entretanto novas coletas devem ser realizadas em 2010.



Palavras-chave: BVDV-2 ncp, animais persistentemente infectados, pododermatite,

catarata congénita.



ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is responsible for different syndromes that affect
mainly cattle worldwide, causing important economic losses. The main control measure
for this infection is the detection and removal of all persistently animals infected (PI)
from the herd. This study examined the persistent infection for this virus in a beef cattle
herd, vaccinated with killed vaccine against BVDV type 1, located in the county of
Viamdo, Rio Grande do Sul, southern Brazil, from november 2007 to may 2009. For the
screening of PI animals, serum, blood with EDTA and fragments of ears were collected
mainly from animals aged between 2-3 months. Tests used were viral isolation, reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), immunohistochemistry (IHC) and
serology by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). From 1300 animals, 179
samples were collected and 6 were identified as persistent infected for BVDV type 2
non-cytopathic (ncp). The most important clinical signs observed on the farm were birth
of weak calves, many animals with growth retardation and unilateral or bilateral
cataract. The main gross lesions observed at the necropsy of 5 animals were
enlargement of mesenteric lymph nodes and Peyer's patches, and in one case,
pododermatitis with crusted lesions on nasal planum and periocular region. The
microscopic findings were characterized mostly by mononuclear infiltrate in the lamina
propria primarily in small intestine and lymphoid depletion with histiocytic infiltrate in
follicular centers of lymph nodes and Peyer's patches. In 5 animals evaluated the viral
antigen was more frequently demonstrated in epidermal keratinocytes, epithelium of
hair follicles and dendritic cells of the dermis of the ears and skin, histiocytes and
lymphocytes in lymph nodes, thyroid follicular cells, in the cytoplasm of neurons and to
a lesser extent, in glial cells in the cerebral cortex and hippocampus. The analysis of
pools of serum from animals suspected by RT-PCR together with immunohistochemical
analysis of ears biopsy showed good results and can be useful as screening method for
persistent infections in cattle, including animals under 6 months age, because they not
suffer interference from maternal antibodies. The removal and elimination of Pl

animals had positive effects on the property, however new collection should be carried

out in 2010.

Keywords: BVDV-2 ncp, persistently infected animals, pododermatitis, congenital

cataracts.
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1. INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) ¢ um membro do género Pestivirus
pertencente a familia Flaviviridae (RIDPATH, 2005). Dentro deste género destacam-se
ainda, o virus da peste suina classica e virus da doenga da fronteira (POTIGIETER,
2004; RIDPATH; FLORES, 2007). O BVDV pode ser classificado em citopatogénico
ou ndo citopatogénico de acordo com sua habilidade ou ndo de produzir efeitos em
culturas celulares (POTGIETER, 2004; FLORES; RIDPATH, 2007). Antigenicamente
podem ser divididos em dois grupos: BVDV tipo 1 ¢ BVDV tipo 2 (RIDPATH;
BOLIN; DUBOVI, 1994). Dentro destes, sdo reconhecidos 11 subgenétipos do BVDV
tipo 1 e dois subgenotipos do BVDV tipo 2.

O gendtipo tipo 2 ¢ mais predominante na América do Norte, com relatos
ocasionais na Europa e no Brasil (FULTON et al., 2000; FLORES et al., 2005;
FULTON et al, 2005; TAJIMA; DUBOVI, 2005; FULTON et al, 2009b).

O BVDV apresenta distribui¢cdo mundial, de forma endémica em muitos paises e
geralmente, ocasiona importantes perdas econdmicas a bovinocultura (GOENS, 2002).
A prevaléncia e disseminagcdo do virus entre rebanhos e dentro de rebanhos estdo
relacionadas a presenca de animais com infec¢do aguda e, principalmente, aos animais
persistentemente infectados (HOUE, 1999). Estes sdo responsaveis pela manutengao do
virus no ambiente, pois excretam grande numero de particulas virais em secre¢des e
excre¢oes (POTGIETER, 2004; THURMOND, 2005).

A infeccdo pelo BVDV tem sido associada a uma ampla variedade de
manifestagdes clinicas. Dentre as principais consequéncias da infec¢do por este virus
estdo enfermidades gastroentérica aguda ou cronica, doenga respiratdria em bezerros,
sindrome hemorragica com trombocitopenia, abortos, malformagdes e imunossupressao.
Entretanto, a maioria das infeccdes em animais imunocompetentes parece cursar de
forma subclinica (POTIGIETER, 2004; RIDPATH; FLORES, 2007).

O diagnostico presuntivo da infec¢do pelo BVDV pode ser realizado a partir do
historico do rebanho, sinais clinicos e achados p6s-mortais (GOYAL, 2005). Contudo, o
diagnostico definitivo requer isolamento ou deteccdo de antigenos virais e/ou
demonstragdo soroldgica de resposta imune ao virus, levando-se em consideracao dados
epidemioldgicos, o cardter da infec¢do (aguda ou persistente) € o manejo vacinal

(GOENS, 2002; RADOSTITS et al., 2007).
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Atualmente, os Estados Unidos e muitos paises da Europa concentram-se na
implementa¢do de programas, oficiais ou voluntarios, de controle e erradicacdo da
doenga em seus rebanhos (SYNGE et al., 1999; HOUE; LINDENBERG; MOENNIG,
2005; HEFFERNAN et al., 2009; PRESI; HEIM, 2009; ROSSMANITH, 2009; VAN
CAMPEN, 2009). A detec¢dao do animal persistentemente infectado e a remocao deste
do rebanho ¢ a pecga-chave para o sucesso destes programas (HOUE, 1999), que
envolvem a escolha de testes diagndsticos, medidas de biosseguranca e programas de
vacinagdo que se enquadrem melhor a realidade de cada pais (GREISER-WILKE;
GRUMMER; MOENNIG, 2003; HEFFERNAN et al., 2009).

No Brasil, o conhecimento sobre a infec¢do pelo BVDV vem crescendo
consideravelmente a medida que aumenta o numero de laboratorios envolvidos em
diagnodstico e pesquisa. E medidas de combate a infeccdo tém sido adotadas por
iniciativa voluntaria, sem a interferéncia oficial (FLORES et al., 2005).

Este trabalho tem por finalidade a caracterizacao clinico-patologica e molecular
da infec¢ao pelo BVDV tipo 2 ndo citopatico em uma propriedade do Estado do Rio
Grande do Sul. Dando énfase a detec¢do de animais persistentemente infectados, aos
métodos diagndsticos utilizados e a distribui¢do do virus nos tecidos, pelo teste imuno-

histoquimico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agente etiologico

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) ¢ um membro do género Pestivirus
pertencente a familia Flaviviridae, e sendo assim, apresenta muitas caracteristicas
comuns a esta familia. Como os flavivirus, eles possuem um envelope lipidico derivado
das membranas da célula hospedeira que o torna suscetivel a acdo de solventes e
detergentes (RIDPATH, 2005).

Caracteristicas filogenéticas dividem os pestivirus em BVDV tipo 1 (BVDV-1),
BVDV tipo 2 (BVDV-2), virus da peste suina classica, virus da doenga da fronteira, e
em espécies provisorias como virus Giraffe, virus HoBi e o virus Pronghorn (VILCEK
et al., 2005; RIDPATH; FLORES, 2007; STAHL et al., 2007). Em um estudo recente,
Liu et al. (2009) acrescenta a esta classificagdo o BVDV-3 (um pestivirus atipico de
bovinos); o virus Tunisian dos ovinos € o Bungowannah dos suinos.

Os pestivirus possuem virions esféricos de 40 a 60 nm de diametro, seu genoma
consiste de uma fita simples de RNA com polaridade positiva com 9 a 12,3 kb.
(HAMMERS, 2001; POTGIETER, 2004; RIDPATH; FLORES, 2007). Os virus de
RNA possuem uma ampla heterogeneidade, que ocorre devido as altas taxas de mutagdo
e recombinagdo génica comuns nestes virus (GOENS, 2002). Esta caracteristica ajuda o
BVDV, e outros pestivirus, na adaptacdo e evasdo do sistema imune do hospedeiro
(RIDPATH, 2003).

Segundo a habilidade ou ndo de produzir efeitos citopaticos em culturas
celulares, o BVDV pode ser classificado em citopatogénico (cp) ou ndo citopatogénico
(ncp) (POTGIETER, 2004; RIDPATH; FLORES, 2007). Estes dois biotipos nao sao
distinguiveis sorologicamente. Entretanto, a nivel molecular, identificou-se em células
infectadas por BVDV cp uma proteina adicional ndo observada em células infectadas
com virus ncp (DEREGET; LOEWEN, 1995). Esta proteina conhecida como NS3
origina-se de mutagdes, recombinagdes, delegdes ou rearranjos genéticos da proteina
viral ndo estrutural NS2-3, presente nos virus ncp. Embora o papel da NS3 ainda nao
esteja esclarecido, essa proteina ¢ considerada o marcador molecular dos BVDV c¢p

(RIDPATH; FLORES, 2007).
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Os isolados ncp s@o responsaveis pela maioria das infec¢des naturais e pelas
infecgdes fetais persistentes. Os isolados cp se constituem em uma minoria; ndo sao
capazes de produzir infecgdes persistentes e sao isolados quase que exclusivamente de
animais com a doenca das mucosas (DM) (FLORES; SCHUCH, 2007; RIDPATH;
FLORES, 2007).

De acordo com as caracteristicas genéticas e antigénicas, os isolados de BVDV
podem ser divididos em dois grupos: BVDV-1 e BVDV-2 (RIDPATH; BOLIN;
DUBOVI, 1994; POTGIETER, 2004; RIDPATH; FLORES, 2007). Dentro destes, sdo
reconhecidos 11 subgenétipos do BVDV-1 e dois subgenotipos do BVDV-2. Recentes
pesquisas filogenéticas sugerem que exista diferenca geografica na distribuicdo dos
genotipos e subgenotipos virais. Esta distribuicdo reflete o historico de movimentagao
de gado naquela regido, as vacinas utilizadas durante um determinado periodo e o
isolamento geografico das populagdes de bovinos. Desta forma, esses diferentes
genoétipos e subgenotipos sdo resultantes de diferentes pressdes de selecdo e das praticas
de manejo adotadas (BOLIN; GROOMS, 2004).

Algumas similaridades podem ser observadas entre o BVDV-1 ¢ 0o BVDV-2. A
maioria das infec¢des em animais adultos por ambos os gendtipos resultam em doenca
leve ou subclinica e isolados dos dois genotipos podem ser cp ou ncp. Além disso,
isolados ncp do BVDV-1 e BVDV-2 podem estabelecer infeccdo persistente
(RIDPATH, 2003).

Dentre as diferengas existentes entre estes dois gendtipos destacam-se as
relacionadas a resposta soroldgica induzida no hospedeiro. Ridpath; Bolin; Dubovi
(1994) demonstraram que ocorrem falhas na maioria dos anticorpos monoclonais contra
o polipeptideo gp53, de alguns BVDV-1, em se ligar ao BVDV-2, sugerindo que estes
genotipos sejam antigenicamente distintos. Neste trabalho constatou-se ainda, que
alguns BVDV-2 foram isolados de animais persistentemente infectados (PI) nascidos de
fémeas vacinadas com vacinas contendo amostras de BVDV-1. Concluindo-se que ha
falhas nos anticorpos anti-BVDV-1 em proteger contra a infec¢do do BVDV-2.

As amostras do tipo 1 sdo as mais frequentemente usadas na producao de vacina,
testes e pesquisas diagnoésticas. Os isolados tipo 2 sdo provenientes principalmente do
soro fetal de bovino, dos animais PI nascidos de maes vacinadas contra BVDV-1 e dos
bovinos que morreram da forma aguda da doenca causada por um BVDV-2 ncp,

denominada sindrome hemorragica (RIDIPATH, 2003; RADOSTITS et al., 2007).
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2.2 Epidemiologia

O BVDV apresenta distribuicdo mundial, com carater endémico em muitos
paises onde geralmente, ocasiona importantes perdas econdmicas a bovinocultura
(GOENS, 2002). A infec¢ao natural e suas formas clinicas ocorrem nao somente em
bovinos, mas também em ovinos, suinos, caprinos ¢ em uma grande variedade de
ruminantes de vida livre ou de cativeiro. Estudos soroldgicos t€ém confirmado infecgdes
em membros das familias Camelidae, Cervidae, Antilocapridae e Bovidae (BELKNAP
et al., 2000; POTIGIETER, 2004; EVERMANN, 2006; VILCEK; NETTLETON, 2006;
PASSLER; WALZ, 2009). Ha relatos de infec¢do persistente pelo BVDV em algumas
espécies de cervideos e alpacas, porém estes relatos sdo ocasionais € pouco se sabe
sobre a patogénese da doenga nestes animais. Entretanto, o exato papel das espécies
silvestres na epidemiologia da infeccdo por este virus ainda deve ser esclarecido
(BELKNAP et al., 2000, CARMAN et al., 2005; VILCEK; NETTLETON, 2006;
DUNCAN, 2008; BYERS et al., 2009, PASSLER; WALZ, 2009; VAN CAMPEN,
2009).

A infecgdo pelos pestivirus, em geral, podem resultar tanto em infec¢des agudas
em animais suscetiveis, ou seja, nunca expostos ao BVDV, como em infecgdes
persistentes (RIDPATH; FLORES, 2007). Esta ultima ¢ resultante da habilidade do
virus ncp de atravessar a placenta e estabelecer infec¢do entre os 40 e 120 dias de
gestacdo, periodo em que o sistema imune estd se desenvolvendo (GROOMS, 2004). A
infeccdo transplacentaria, seguida da formacao de animais PI pode ocorrer nas infecgdes
por qualquer pestivirus. No entanto, os animais PI pelo BVDV parecem desempenhar
um papel mais importante na epidemiologia da infec¢do e sdo considerados
responsaveis pela manutenc¢ao desse virus na natureza (RIDPATH; FLORES, 2007).

A prevaléncia e disseminacdo do BVDV entre rebanhos e dentro de rebanhos
estdo relacionadas a presenga de animais com infec¢do aguda e, principalmente, a
existéncia de animais PI (HOUE, 1999). Na infec¢do aguda, o virus ¢ excretado em
pequenas quantidades e por poucos dias durante a infec¢do (3 a 10 dias) (HOUE, 1999).
Entretanto, a infeccdo persistente possibilita a excrecdo continua e duradoura de altos
titulos virais em secregdes (secrecdo vaginal, nasal, saliva, sangue, sémen e leite) e em
menor propor¢do em excrecdes (urina e fezes) de animais PI (POTGIETER, 2004;
THURMOND, 2005; RADOSTITS et al., 2007, RIDPATH, FLORES, 2007). Apesar

das diversas maneiras pelo qual o BVDV pode infectar animais suscetiveis, o contato
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direto com o PI ¢ o método mais eficaz de transmissdo do virus (HOUE, 1999;
ARENHART et al., 2009).

Diferentes estudos demonstram considerdvel variagcao na prevaléncia de animais
PI (0,1 a 4%) como também nas prevaléncias de animais sorologicamente positivos ao
BVDV (18 a 84%) (LONERAGAN et al., 2005; RIDPATH; FLORES, 2007; FULTON
et al., 2009b). Estas variagdes podem ser decorrentes do tipo de criagdo e praticas de
manejo adotadas nas propriedades, que podem influenciar diretamente na transmissao
do virus (HOUE, 1999; VIET; FOURICHON; SEEGERS, 2007; EZANNO;
FOURICHON; SEEGERS, 2008; VAN CAMPEN, 2009). Houe (1999) cita que em
confinamentos, um animal PI pode infectar mais de 90% do rebanho antes de alcancar
3-4 meses de idade. Entretanto, um atraso nesta transmissao ¢ visto em propriedades
onde os animais sao mantidos em grupos separados.

Os biotipos ncp sdo os mais prevalentes em diferentes paises, entretanto ha
grande diferenca nas prevaléncias dos genotipos (RIDPATH, 2005). Em estudos
realizados nos Estados Unidos, verificou-se maior prevaléncia na populacao de bovinos
de isolados ncp do BVDV-1a, BVDV-1b e BVDV-2a (FULTON et al., 2000; FULTON
et al, 2005; TAJIMA; DUBOVI, 2005; FULTON et al., 2009b). Diferentemente, na
Europa a prevaléncia do BVDV-2 ¢ baixa e hd uma expressiva diversidade genética
entre os subtipos de BVDV-1 (RIDPATH, 2005). Na China, em um estudo realizado
com amostras isoladas entre os anos de 2005 e 2008, verificou-se a prevaléncia dos
genotipos BVDV-1, sendo mais prevalente o subgenotipo BVDV-Im (XUE et al.,
2009a). No Brasil, Flores et al. (2005), demonstraram que a maioria dos isolados
caracterizados pertencem ao genotipo BVDV-1 ncp, embora isolados de BVDV-2 e
alguns BVDV c¢p ja tenham sido identificados. Posteriormente, em um estudo
complementar, Cortez et al. (2006) verificaram que a maior parte desses isolados
brasileiros se classificava como BVDV-1a, enquanto a maioria das amostras BVDV-2
foram agrupadas como BVDV-2b.

Os fatores de risco da disseminacdo do BVDV dentro do rebanho sdo varios e
geralmente estdo associados a uma alta probabilidade de existéncia da infeccdo ativa
(aguda e/ou persistente) (VIET; FOURICHON; SEEGERS, 2007). Em rebanhos
leiteiros do norte da Italia, Luzzago ef al.(2008) constataram que os principais fatores de
riscos associados a altas prevaléncias do virus envolviam novilhas prenhes. Dentre estes
fatores destacou-se: a presenca destas novilhas em pastagens comuns aos diferentes

categorias de bovinos e/ou a outros animais como ovinos e ruminantes selvagens, cuja
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prevaléncia de BVDV ou doenga da fronteira era desconhecida; e a alta frequéncia de
contato direto entre estas novilhas e bezerros com idade inferior a 15 meses. Outro
estudo realizado com rebanhos de gado de corte em Yucatan, no México, verificou uma
associacdo significativa entre o tamanho do rebanho e a compra de novilhas de
reposicdo. Em categorias com numero igual ou inferior a 100 animais e cujas novilhas
eram compradas, o risco de soropositividade foi superior ao de rebanhos com o mesmo
numero de animais e cujas novilhas nasceram na propriedade (SOLIS-CALDERON;
SEGURA-CORREA; SEGURA-CORREA, 2005). Diferentemente, Talatha et
al.(2009), em estudo de soroprevaléncia do BVDV em rebanhos leiteiros da Jordania,
verificaram que esta era significativamente maior nos grandes e médios rebanhos
quando comparados a rebanhos de menor tamanho.

A aquisi¢do de animais sem testes prévios tem sido uma das principais causas de
introdu¢do de BVDV em rebanhos suscetiveis, principalmente em é&reas com alta
prevaléncia para o virus, devido ao risco de se adquirir um animal PI ou animais na fase
aguda da infecgdo, ou ainda, de introduzir novilhas prenhes que possam estar gestando
bezerros PI (RIDPATH; FLORES, 2007; VIET; FOURICHON; SEEGERS, 2007,
FULTON et al., 2009b; VAN CAMPEN, 2009).

Geralmente, os animais jovens s3o mais suscetiveis, entretanto, bovinos adultos
podem desenvolver doenca severa se a infeccdo ocorrer com gendtipos altamente
virulentos. Animais ndo vacinados, vacinados inadequadamente ou com baixo status
imunologico sdo os mais suscetiveis a infec¢do e ao desenvolvimento da doenga clinica.
Porém animais vacinados podem ser suscetiveis se os isolados de campo forem
diferentes das cepas vacinais (RADOSTITS et al., 2007; FULTON et al., 2009b).

Técnicas reprodutivas como a inseminagao artificial e transferéncia de embrides
também podem ser responsaveis pela transmissao do BVDV (HOUE, 1999; GIVENS;
WALDROP, 2004; THURMOND, 2005; GARD; GIVENS; STRINGFELLOW, 2007).
A utilizacdo de sémen oriundo de animais PI e com infeccdo aguda pode induzir
infeccdo transitoria em vacas e infec¢dao aguda ou persistente nas progénies (GIVENS;
WALDROP, 2004; GARD; GIVENS; STRINGFELLOW, 2007). Além disso, redugdo
nas taxas de concepg¢do ja foi observada em vacas soronegativas inseminadas com
sémen infectado pelo BVDV (GARD; GIVENS; STRINGFELLOW; 2007).
Recentemente, tem-se relatado a capacidade do BVDV em causar infecgdo testicular
prolongada em touros imunocompetentes apos infec¢ao aguda, porém o potencial para

transmissdo viral a partir destes animais parece ser baixo (GIVENS et al., 2009). Touro
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PI ou com infeccdo aguda pode ndo ser detectado em exames clinicos por apresentar-se
saudavel. Sendo assim, os touros devem ser testados e apenas os animais negativos
podem ser introduzidos em centrais de inseminacao artificial (HOUE, 1999).

A transmissdo via transferéncia de embrido ¢ possivel, mas pode ser evitada pela
correta execucdo dos procedimentos de lavagens padronizados para esta técnica
(HOUE, 1999; GIVENS; WALDROP, 2004). Apesar disso, Gard; Givens; Stringfellow
(2007) discutem que em alguns embrides artificialmente expostos a certos isolados de
BVDV, o virus infectante se manteve em pequena quantidade apds lavagem apropriada
ou tratamento com tripsina. Mas, a capacidade destas particulas virais remanescentes
em infectar uma receptora ¢ desconhecida. A passagem do virus para o feto pode
ocorrer se a doadora ou a receptora apresentarem infec¢do aguda ou persistente, ou se o
virus estiver presente no soro fetal bovino usado para lavar o embrido (THURMOND,
2005). Atualmente, ha poucos relatos de infeccdo pela transferéncia de embrides, e
nestes o soro fetal bovino foi mencionado como possivel fonte de contaminagdo
(GARD; GIVENS; STRINGFELLOW, 2007). Tal fato chama aten¢ao para a
necessidade de se monitorar os materiais de origem animal usados na coleta e
transferéncia de embrides, assim como a satude da doadora, dos embrides e da receptora,
para a producdo de progénies livres de BVDV (GARD; GIVENS; STRINGFELLOW,
2007).

Outra forma de transmissdao observada compreende o contato de animais
suscetiveis com secregdes/excrecoes, feto abortado e placenta contaminada (RIDPATH;
FLORES, 2007). Lindbert et al. (2004) demonstraram que a transmissdo indireta do
virus pelo contado com fluidos fetais durante o nascimento de um animal PI é um
importante fator de risco para infeccdo de novilhas prenhes do mesmo lote. E que a
viabilidade do virus nas descargas uterinas declina apds 24-48 pds-parto.

O BVDV pode sobreviver no ambiente por alguns dias a semanas.
Consequentemente, animais suscetiveis podem ser infectados quando expostos a
alimentos ou equipamentos (agulhas ou material cirargico contaminado, luvas de
palpacdo, tatuadores e aplicadores de brinco, etc.) previamente usado por animais PI ou
com infec¢do aguda (THURMOND, 2005). Sob determinadas condi¢des ambientais e
em propriedades com alta densidade de animais, hd maior probabilidade de transmissao
de particulas virais através de aerossdis, principalmente em casos de bezerros infectados

pelo BVDV-1 apresentando a forma respiratoria da doenga (BAULE et al., 2001).
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A transmissdo mecanica por moscas hematofagas ¢ possivel. O BVDV ja foi
isolado de moscas da espécie Musca autumnali e a transmissdo reproduzida
experimentalmente, utilizando-se as espécies Stomoxys calcitrans, Haematopota
pluvialis e Hydrotaea irritans, apos repasto forcado por 10-15 minutos em um animal
PI (TARRY; BERNAL; EDWARDS, 1991; THURMOND, 2005).

Transmissdo iatrogénica do BVDV em fetos pode ocorrer quando fémeas
prenhes suscetiveis sdo vacinadas com vacina viva modificada (THURMOND, 2005).
E, além disso, alguns estudos demonstram que animais vacinados com este tipo de
vacina, sdo capazes de eliminar transitoriamente cepas vacinais, podendo assim atuar
como uma fonte de infecgdo a animais prenhes suscetiveis (KLEIBOEKER et al.,

2003).

2.3 Patogenia e caracteristicas clinico-patologicas

As consequéncias e a severidade da infeccdo pelo BVDV dependem de uma
série de fatores que abrangem o genotipo, biotipo, viruléncia individual das cepas virais,
o status imune do hospedeiro, o status reprodutivo e a ocorréncia de infecgdes
secundarias (RIDPATH; FLORES, 2007). Devido ao grande nimero de variaveis
relacionadas a interagcdo virus/hospedeiro, vemos na infeccao pelo BVDV uma ampla
variedade de sinais clinicos e lesdes (LIEBLER-TENORIO, 2005). Abaixo serdo

descritas as principais formas da infec¢ao pelo BVDV.

2.3.1 Infeccao aguda (transitoria) de animais nao-prenhes

A principal via de infec¢ao pelo BVDV ¢ a oro-nasal (RIDPATH; FLORES,
2007). O desenvolvimento dos sinais clinicos, a distribui¢ao e disseminacao do virus no
hospedeiro e em lesdes teciduais sdo descritos em casos a campo e em reprodugdes
experimentais da infecgdo (MARSHALL; MOXLEY; KELLING, 1996; WALZ et al.,
1999a; ARCHAMBAULT et al., 2000; STOFFREGEN et al., 2000; HAMMERS et al.,
2001; LIEBLER-TENORIO; RIDPATH; NEIL, 2002; LIEBLER-TENORIO;
RIDPATH; NEIL, 2003; LIEBLER-TENORIO; RIDPATH; NEIL, 2004; FLORES et
al., 2005; RIDPATH et al., 2006; BOOKER et al., 2008; LUNARDI et al., 2008;
MONTGOMERY et al., 2008; DIEGUEZ et al., 2009).
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A forma aguda da infec¢do pelo BVDV em animais ndo-prenhes pode resultar
em diferentes manifestagdes clinicas, dependendo da viruléncia viral e do status imune
do animal. Entretanto, estudos demonstram que 70 — 90% das infec¢des pelo BVDV sdo
subclinicas (HAMMERS et al., 2001). Geralmente sdo causadas por cepas virais de
baixa viruléncia, afetando principalmente animais de 6 a 12 meses de idade. Na maioria
dos casos sdo autolimitantes e apresentam alta morbidade com mortalidade baixa ou
inexistente (HAMERS et al., 2001; FLORES; SCHUCH, 2007).

A replicagdo viral inicia-se pela mucosa nasal e posteriormente alcanga altos
titulos nas tonsilas (POTGIETER, 2004). Em cepas de baixa viruléncia os antigenos
virais estdo presentes predominantemente em foliculos linfoides e na regido cortical do
timo, onde estao associados a linfocitos e células do estroma. A infeccao multifocal do
virus na mucosa intestinal ja foi demonstrada, entretanto ndo ha relagdo entre a presenca
do virus e lesoes teciduais (LIEBLER-TENORIO; RIDPATH; NEIL, 2003). Altos
titulos virais podem ser encontrados no sexto dia apos a infec¢do, seguindo-se rapida
neutralizacao do virus que ndo pode ser mais detectado nos 6rgaos antes afetados. Esta
ultima fase coincide com a morte de linfocitos infectados, levando a marcada deplecao
dos foliculos linfoides e dos linfocitos da regido cortical do timo. Em seguida, ha
repopulacdo dos focos de lesdo com aumento dos linfocitos circulantes (LIEBLER-
TENORIO; RIDPATH; NEIL, 2004).

Principalmente na América do Norte, houve um aumento, nos ultimos anos, da
prevaléncia de casos naturais da forma aguda da infeccao pelo BVDV em bovinos,
cursando com sinais clinicos severos e alta taxa de mortalidade em diferentes grupos
etarios (HAMERS et al., 2001; RIDPATH et al,, 2006). Estes surtos t€ém sido
associados a cepas altamente virulentas do genotipo BVDV-2, embora isolados de
amostras com alta viruléncia do BVDV-1 ja tenham sido reconhecidas (HAMERS et
al., 2001; POTGIETER, 2004; RIDPATH et al., 2006, FLORES; SCHUCH, 2007,
LUNARDI et al., 2008).

Os sinais clinicos associados a infeccdo por cepas altamente virulentas de
BVDV sao severos, mas geralmente inespecificos, destacando-se hipertermia, anorexia,
depressdo e frequentemente diarreia (BOLIN; RIDPATH, 1992; ARCHAMBAULT et
al., 2000; LUNARDI et al., 2008). Na infec¢ao por cepa de alta viruléncia do BVDV-2,
as lesdes macroscopicas e histoldgicas sdo semelhantes, porém mais severas, as
encontradas em animais com a DM, e se caracterizam principalmente por erosdes e

ulceragdes no trato digestivo superior (STOFFRENGEN et al., 2005). Alguns animais
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podem apresentar ainda hemorragias extensas e trombocitopenia, caracterizando a
Sindrome Hemorragica (WALZ et al., 1999a; LIEBLER-TENORIO et al., 2005).

A replicagdo e disseminagao inicial das cepas altamente virulentas sdo similares
ao que ocorre nas de baixa viruléncia. Entretanto, a infec¢do ndo se restringe aos 6rgaos
linfoides e a quantidade de antigenos no tecido excede rapidamente a encontrada na
infeccdo com cepas de baixa viruléncia (LIEBLER-TENORIO, 2005). O virus pode
infectar células mieloides e megacariocitos da medula 6ssea (WALZ et al., 1999a;
WALZ et al., 1999b), mas geralmente sdo detectados em linfonodos, mucosa do trato
digestivo superior e inferior, trato respiratério e no sistema enddcrino. Antigenos
também podem estar presentes na parede de vasos sanguineos (ARCHAMBAULT et
al., 2000; LIEBLER-TENORIO et al., 2005).

Apesar da ampla distribuicao viral pelo organismo do hospedeiro as lesdes sao
restritas. Geralmente, observa-se marcada deplecdo dos foliculos linfoides. Ao longo do
trato digestivo pode se notar necrose epitelial e lesdes erosivas a ulcerativas das criptas
intestinais (ARCHAMBAULT et al., 2000). As lesdes em linfonodos sdo tardias e nao
correspondem a quantidade de virus no tecido. No timo, a lesdo ¢ inicialmente
multifocal, porém células infectadas se distribuem difusamente pelo 6rgao (LIEBLER-
TENORIO et al., 2005).

Em relacdo a Sindrome Hemorragica, estudos experimentais com o gendtipo
BVDV-2, demonstraram que os animais infectados desenvolveram pirexia e diarreia
com sangue. Decréscimo na contagem de plaquetas foi observado nos dias 7-12 apos
infeccdo em todos os animais. O exame histologico e imuno-histoquimico anti-BVDV
em fragmentos da medula 6ssea desses animais revelaram necrose e hiperplasia de
megacaridcitos com marcagdo positiva dessas células (WALZ et al., 1999a). Em outro
estudo complementar sobre o efeito deste mesmo genotipo na funcao plaquetéria, Walz
et al. (1999b) sugerem que durante a infeccdo dois mecanismos contribuem no
desenvolvimento da trombocitopenia. O primeiro envolve uma reducdo no niimero de
plaquetas e o segundo, alguma alteragdo na fun¢ao das plaquetas produzidas.

Uma diminui¢dao na quantidade de linfocitos B e T na circulagdo ¢ um achado
consistente da infeccdo aguda pelo BVDV. A severidade desta linfopenia ajuda na
distin¢do entre as infecgdes por cepas com baixa ou alta viruléncia. Entretanto, mesmo
em infecgdes subclinicas, virus de baixa viruléncia sdo capazes de induzir marcada,

porém transitdria imunossupressao (RIDPATH; NEIL; LANDGRAF, 2000).



24

2.3.2 Imunossupressao

Decréscimos na populagdo linfoide da circulagdo periférica, assim como
alteracdes na fun¢do dessas células na circulacdo ou nos tecidos, sdo as bases para a
imunossupressao induzida pelo BVDV. E apesar de que ambas possam ser detectadas
na infec¢do aguda, apenas a ultima foi observada em animais PI (KAPIL et al., 2005).
Diferentemente do que foi descrito para animais com infec¢cdo aguda, os animais PI
apresentam valores leucocitarios normais, contudo a propor¢do das subpopulagdes de
linfécitos pode mudar com o decorre do tempo (POTIGIETER, 2004). Na infecgao
aguda, ocorre predominantemente uma leucopenia transitoria, descrita por Olafson;
Macculum; Fox (1946) em animais infectados naturalmente e experimentalmente.

O grau de leucopenia e a sua duracdo parecem estar associados a viruléncia
viral. Estudos revelam que ha uma correlagdo entre viruléncia e a deplecao linfoide. Em
uma infec¢do experimental, Liebler-Tenorio; Ridpath; Neil (2003) constataram que para
cepas de BVDV-2 altamente virulentas a quantidade de linfocitos diminuia em 80% da
quantidade existente no periodo pré-inoculacdo. Em cepas menos virulentas esta
porcentagem era inferior a 50%.

Também se observou diferencas em relacdo ao tipo de leucodcito afetado.
Neutropenia tem sido relatada como principal anormalidade hematologica de alguns
isolados de BVDV (ARCHAMBAULT et al., 2000), em outros isolados a linfopenia era
predominante e em alguns estudos, tanto o nimero de neutréfilos como de linfocitos
encontram-se reduzidos (KAPIL et al., 2005).

O mecanismo pelo qual o virus induz a leucopenia ainda ¢ desconhecido. Muitas
possibilidades existem, incluindo remocdo de células infectadas pelo sistema imune,
destruicdo de células do sistema imune pelo BVDV e aumento da migracao de células
da corrente sanguinea para os tecidos de elei¢do de replicacao viral (KAPIL et al.,
2005).

O BVDV infecta diferentes células essenciais ao controle da resposta imune
inata e adquirida. Estas células incluem os granulécitos, macrofagos, células mieloides
apresentadoras de antigenos, linfécitos B, linfocitos T CD4+ e CD8+ (CHASE,;
ELMOWALID; YOUSIF; 2004). Experimentos in vitro mostram que o virus pode
alterar a funcdo dessas células, levando a um déficit nos mecanismos de defesa do
hospedeiro com consequente disseminacgdo viral (RADOSTITS et al., 2007). Lee et al.

(2009) demonstram em um estudo com BVDV c¢p, que apds a infecgdo as proteinas e
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outras moléculas envolvidas na resposta imune, principalmente as relacionadas a
apresentacdo antigénica, tém suas fun¢des comprometidas. Este trabalho sugere ainda
que durante a infec¢do, o virus promove a ativagao e diferenciacdo de monocitos,
entretanto inibe a apresentagdo de antigenos para os linfocitos T, resultando em
inflamacdo ndo controlada mediada por macréfagos ativados.

Existem evidéncias significativas de que em infec¢des por multiplos patogenos,
o BVDV tenha potencial para exacerbar a patogenicidade de outros microrganismos
(POTIGIETER, 2004, DIEGUEZ et al., 2009). Efeitos sinérgicos da infecg¢do pelo
BVDV tem sido descrita em animais com infeccdo concomitante por Mannheimia
haemolytica, herpesvirus bovino tipo 1 e virus sincicial respiratério bovino. O BVDV
também tem sido associado a infecgdes simultaneas com Salmonella spp., Escherichia
coli, virus da estomatite papular bovina, rotavirus e coronavirus (POTIGIETER, 2004;

RADOSTITS et al., 2007).

2.3.3 Infeccdo transplacental/intrauterina

O principal impacto econdmico da infeccao pelo BVDV ¢ causado por infecgdes
intrauterinas resultante em desordens reprodutivas (GROMS, 2004; BROCK,
GROOMS; GIVENS, 2005; GROOMS et al., 2006). A infec¢ao de fémeas prenhes
soronegativas ¢ frequentemente seguida de transmissao transplacentaria do virus para o
embrido ou feto. As consequéncias da infec¢do do concepto dependem do estagio de
gestacdo em que ocorre a infec¢do, do biotipo (cp/ncp) e da cepa viral (FLORES;

SCHUCH, 2007; RIDPATH; FLORES, 2007).

3.3.1. Infec¢d@o durante o periodo concepgao até o estagio embrionario

Estudos epidemioldgicos tém apontado o BVDV como importante agente
associado a baixas taxas de concepcao em rebanhos bovinos (GROOMS, 2006; GARD;
GIVENS; STRINGFELLOW, 2007). Apesar de nao ter sido estabelecido o mecanismo
pela qual ocorre essa reducdo na fertilidade, alguns estudos sugerem que sejam
decorrentes de falhas na fertilizagdo, morte embriondria precoce e disfuncdo ovariana

(GROOMS, 2004; LIEBLER-TENORIO, 2005). Problemas de fertilidade no rebanho
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também podem estar associados com um sémen de baixa qualidade oriundo de touros PI
(POTGIETER, 2004; RADOSTITS, 2007).

Disfun¢ao ovariana tem sido correlacionada a infiltrado inflamatério linfocitico
no periodo de 8 a 60 dias apos infecgdes experimentais de animais suscetiveis. No
ovario, antigenos virais foram detectados por longos periodos em células do estroma e
do sistema imune (GROOMS; BROCK; WARD, 1998). A modulagdo da secrecdo
hormonal pelos ovarios também tem sido descrita em infec¢des agudas e pode
contribuir na patogénese da infertilidade induzida pelo BVDV (LIEBLER-TENORIO,
2005).

Exposicdo a oo6citos em desenvolvimento pode resultar em redugdo da
viabilidade tanto por lesdes diretas na célula como pela possibilidade de se criar um
meio improprio ao desenvolvimento do embrido (GROOMS, 2004). Alguns estudos
relatam que alteracdes histologicas em uteros e ovidutos foram evidentes entre o 6° e
12° dia apds infec¢do com infusdo intrauterina de BVDVcep (ARCHBALD et al., 1973).
Kubovikova et al. (2008) demonstraram através de microinjecdes contendo amostras cp
e ncp de BVDV em embrides, que o BVDV ¢p tem efeito inibitério no desenvolvimento
da morula e blastécito durante a producdo in vitro, resultando em degeneragdo
embriondria devido a efeitos citopaticos. Mas ambos os biotipos foram capazes de se
replicar em células embrionarias in vitro.

Estudos sugerem ainda, que a zona pelacida protege o embrido em
desenvolvimento dos efeitos diretos do BVDV. Entretanto, apds a remocao da zona
pelucida, BVDV cp pode ter efeitos deletérios sobre a sobrevivéncia do blastocisto
(LIEBLER-TENORIO, 2005). Infecgdes com amostras de BVDV ncp parecem nao
surtir esse mesmo efeito. Entretanto, antigenos virais podem ser detectados em embrides
inoculados com BVDV ncp no dia 14 apds incubacao. Indicando que em contraste ao
bidtipo cp, ¢ possivel que o efeito de exposi¢do dos embrides ao virus ncp ocorre

tardiamente (GROOMS, 2004).

2.3.3.2 Infecgao fetal

ApoOs a implantagdo, a infeccdo transplacentaria € possivel e, como citado
anteriormente, as caracteristicas dessa infeccdo dependem estritamente do periodo

gestacional, do desenvolvimento da imunocompeténcia fetal, do biotipo envolvido e da
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viruléncia viral (GROOMS, 2006; RIDPATH; FLORES, 2007). A infec¢do fetal ¢
responsavel pelos maiores impactos econdmicos causados pelo BVDV (FLORES;
SCHUCH, 2007).

Apesar de ndo estar claro o mecanismo pelo qual o virus ultrapassa a barreira
placentaria, sugere-se que lesdes vasculares causadas pelo virus no lado materno da
placenta permitam o acesso a circulacdo fetal (FREDRIKSEN et al., 1999). O
desenvolvimento da placenta com formagdo dos placentomas, trofoblastos e tecidos
fetais parece determinar a eficiéncia da infeccao, visto que as infecgdes a partir dos 30
dias de gestagdo tém eficiéncia superior as ocorridas no concepto (LIEBLER-
TENORIO, 2005).

A infeccao entre 40 e 125 dias de gestagao pode resultar em alta incidéncia de
morte fetal, abortos, mumificagdes, nascimento de animais PI ¢ em menor escala
anomalias fetais (EVERMANN; BARRINGTON, 2005). Em varios relatos o indice de
abortos em rebanhos imunes ¢ baixo, mas pode aumentar drasticamente em rebanhos
nao imunes. Além disso, surtos de doenca aguda severa associada ao BVDV-2 tém sido
associados a alta incidéncia de abortos (EVERMANN; RIDPATH, 2002).

A morte fetal induzida pelo BVDV em fémea suscetiveis pode ocorrer em
qualquer periodo da gestacdo, todavia sdo mais comuns durante o primeiro trimestre
(GROOMS, 2004). Contudo, a expulsdo do feto pode ocorrer em alguns dias ou até
meses apo6s a infeccdo (FLORES; SCHUCH, 2007). Devido ao tempo decorrido entre a
expulsdo fetal e o subsequente diagnostico de aborto, as lesdes fetais e placentarias
podem ser mascaradas pela autdlise e o isolamento viral pode ndo ser possivel nesses
casos (GROOMS, 2004; POTIGIETER, 2004).

A ocorréncia de malformagdes fetais ¢ um achado comum em rebanhos
infectados e geralmente acontece quando a infec¢dao ocorre entre os 100 e 150 dias de
gestacdo (RIDPATH; FLORES, 2007). Neste periodo, o feto apresenta-se na fase final
da organogénese e do desenvolvimento do sistema imune. O mecanismo de lesdo
celular induzido pelo virus parece incluir uma inibigdo do crescimento e diferenciagao
celular, ou lise direta das células (EVERMANN; BARRINGTON, 2005). Embora nao
seja claro, a combinagdo da destrui¢do celular direta pelo virus e a resposta inflamatoria
ao virus tem sido proposta como mecanismo patogénico nestes casos (GROOMS,
2004). Alguns defeitos congénitos usualmente observados incluem defeitos no sistema
nervoso central (SNC) (hipoplasia cerebelar, hidrocefalia e hipomielinogénese), defeitos

oculares (atrofia e displasia de retina, catarata, microftalmia), hipoplasia timica, retardo
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no crescimento, hipoplasia pulmonar, alopecia, hipotricose, bragnatismo, artrogripose e
outras anormalidades esqueléticas (BROWN et al., 1973; SCOTT et al., 1973
EVERMANN; BARRINGTON, 2005).

Fetos que sobrevivem a infec¢ao fetal por amostras ncp entre os 40 e 120 dias
gestacionais  invariavelmente  desenvolvem  imunotolerancia ao  virus e
subsequentemente tornam-se PI. Estes animais consistem no mecanismo pelo qual o
virus persiste e se dissemina nos rebanhos (GROOMS, 2004). Esta infec¢dao sera
discutida com mais detalhes no item 2.3.3.

A infeccdo intrauterina em fetos imunocompetentes, ou seja, nos estagios finais
da prenhez (128 a 285 dias de gestagdo), resultam em infec¢do transitoria no feto,
comparavel a que ocorre nas infecgdes pos-natais (POTIGIETER, 2004). Apesar de
abortos e nascimento de bezerros fracos serem usualmente atribuidos a infec¢ao pelo
BVDV, neste estagio, fetos infectados sdo capazes de montar uma resposta imune
efetiva ao virus e debelar a infeccdo (LIEBLER-TENORIO, 2005). Estes animais
nascem geralmente saudaveis e possuem anticorpos pré-colostrais contra o BVDV. No
entanto, bezerros congenitamente infectados com o virus podem ter mais risco de

desenvolverem sérios problemas de saude no periodo pdés-natal (GROOMS, 2004).

2.3.3 Infeccao persistente

Animais PI pelo BVDV sao fontes primarias de disseminac¢do do virus dentro e
entre rebanhos (GROOMS, 2004). Estes animais sdo resultantes da infec¢do fetal pelo
virus ncp, tanto pelo BVDV-1 quanto pelo BVDV-2, entre 40 e 120 dias de gestacao
(MCCLURKIN et al., 1984; LIEBLER-TENORIO, 2005; RIDPATH; FLORES, 2007).
Porém, a infeccdo persistente ja foi relatada em infec¢des anteriores ao 18° dia
gestacional e posteriores ao 125° dia de gestagao (GROOMS, 2006).

Charleston ef al. (2001) sugerem que a capacidade do BVDV ncp em estabelecer
infeccdo persistente em fetos infectados no primeiro trimestre de gestagdo esta
correlacionada a habilidade deste virus em inibir a produgdo de interferon tipo I. O
desafio ao BVDV cp em fetos nesta fase gestacional resultou na produgdo de interferon,
o que nao foi constado na infec¢ao pelo BVDV ncp.

Durante os 90 aos 129 dias gestacionais, ocorre o desenvolvimento do sistema

imune fetal, e a presenga de BVDV ncp circulante nessa fase faz com que os antigenos
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virais sejam reconhecidos como proprios, havendo subsequente selecdo negativa de
linfocitos B e T especificos ao BVDV infectante durante a ontogénese (GROOMS,
2006). Estes animais se tornam imunotolerantes ao virus infectante, ou seja, seu
organismo ndo consegue produzir anticorpos que neutralizem o virus e debelem a
infeccdo. Assim, animais PI tornam-se portadores permanentes e excretam o virus
continuadamente em secregdes ¢ excregoes (RIDPATH; FLORES, 2007).

A 1munotolerancia ¢ especifica ao virus infectante, ou seja, animais PI sdo
capazes de produzir anticorpos contra outros patdgenos ou mesmo contra cepas
heterdlogas ao BVDV virémico (MCCLURKIN ef al., 1984; LIEBLER-TENORIO et
al., 1991).

Animais com infecgdo persistente podem apresentar malformacdes nao letais
como consequéncia de infec¢do uterina. Todavia, muitos animais PI podem nascer
sauddveis e ndo apresentar lesdes macroscopicas (LIEBLER-TENORIO, 2005).
Crescimento lento pode muitas vezes ser observados nesses animais, e tal fato tem sido
associado a deficiéncia de hormdnios da tireoide (POTIGIETER, 2004).

No exame histopatologico desses animais, Potigieter (2004) relata que algumas
alteragdes podem ser encontradas: nefrite intersticial mononuclear focal com
espessamento da membrana basal glomerular, marcada encefalite mononuclear, hepatite
caracterizada por infiltrado mononuclear leve no espaco porta, hiperplasia
peribronquiolar focal e necrose epitelial focal do esdfago e lingua, podendo haver
infiltrado mononuclear. Os ovarios de vacas Pl podem apresentar diminui¢ao no
numero de foliculos e alteragdes do corpo luteo.

A maioria dos animais PI morre nos primeiros meses de vida por infecg¢des
secundarias ou pela DM (RIDPATH; FLORES, 2007). Em andlise de alguns rebanhos
nos EUA, Loneragan et al. (2005) detectou que 2-5% dos animais com doenca
respiratoria cronica seguida de morte foram detectados como PI, e que, em rebanhos
expostos ao PI a incidéncia de doenca respiratéria foi 43% maior que em outros
rebanhos. Entretanto, existem varios relatos de que estes animais possam sobreviver até
a idade adulta. Estes podem se tornar reprodutores e transmitir o virus para a progénie
(fémeas) ou pelo sémen (machos). Fémeas PI que atingem a idade adulta e ficam

prenhes geralmente produzem bezerros PI (RIDPATH; FLORES, 2007).
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2.3.4 Doenga das mucosas

A doenca das mucosas ¢ uma condi¢do severa, de baixa morbidade e geralmente
fatal, podendo alcangar 100% de mortalidade. E uma consequéncia tardia da infecgio
pelo BVDV in utero, e ocorre quando animais PI sdo superinfectados com um BVDV
cp antigenicamente homologo ao BVDV ncp residente (POTIGIETER, 2004).
Geralmente, o BVDV cp que determina a DM origina-se do préprio animal PI por
mutagdes, delecdes e rearranjos genéticos. Estes mecanismos resultam na expressdo da
proteina NS3, como dito anteriormente no item 2.1 (RIDPATH; FLORES, 2007).
Entretanto, estas recombinacdes genéticas e o subsequente desenvolvimento da DM,
podem se originar de fontes externas. Ridpath; Bolin (1995) relataram um surto de DM
apos a utilizacdo de vacinas vivas modificadas com BVDV cp e a possibilidade de
recombinagoes entre BVDV-1 e BVDV-2 determinarem a doenca.

Sob condigdes experimentais, dois padrdes de desenvolvimento da DM podem
ser observados (POTIGIETER, 2004). O primeiro, conhecida como DM de inicio
precoce, ocorre entre 2-3 semanas apoOs exposicdo ao BVDV c¢p e apds o
desenvolvimento da doenca o isolado ¢ idéntico ao que animal foi exposto. O segundo,
a DM tardia, ocorre meses ou anos apos a exposi¢ao € o BVDV c¢p isolado no animal
afetado ¢ uma recombinacdo entre o BVDV ncp persistente ¢ o BVDV c¢p original
(LIEBLER-TENORIO et al, 2000). Esta distingdo ¢ possivel apenas em casos
experimentais, pois na maioria dos isolados de campo ndo ¢ possivel determinar a
identidade do BVDV c¢p original (LIEBLER-TENORIO, 2005). Ambos os padrdes
cursam com diarreia severa e enfraquecimento rapido na fase final, ndo podendo ser
distinguiveis clinicamente (LIEBLER-TENORIO et al., 2000).

Quanto ao curso, a DM pode ser classifica em aguda e cronica. Fatores que
influenciem o curso da doenga ainda sdo desconhecidos e nao se estabeleceu nenhuma
relagdo entre os padroes DM precoce ¢ DM tardia e a duracdo dos sinais clinicos
(POTIGIETER, 2004).

A DM aguda ¢ caracterizada por rapido (2-21 dias) aparecimento dos sinais
clinicos em animais PI de 6-24 meses de idade. Animais afetados geralmente
apresentam febre (40-41°C), anorexia, taquicardia, polipneia e auséncia de movimentos
ruminais. Geralmente ocorre uma diarreia liquida e profusa de 2-4 dias apds o
aparecimento dos sinais clinicos, podendo ter odor fétido e conter muco e/ou variaveis

quantidades de sangue e fibrina (RADOSTITS et al., 2007). Erosdes, ulceragdes e
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extensas areas de necrose da mucosa dos labios, gengiva, lingua, palato, comissuras
labiais e esofago sdo comuns. Lesdes similares também podem se desenvolver no
focinho, cavidade nasal, vulva e pele dos tetos (POTIGIETER, 2004). As lesdes do
intestino delgado sdo usualmente restritas as placas de Peyer, que se apresentam
hiperémicas e frequentemente cobertas por exsudato fibrinoso. Tais lesdes sao similares
em agregados linfoides do ceco, colon e reto. Alteragdes no reto sdo mais leves do que
no coélon, mas hemorragias focalmente extensas podem ser mais frequentes no primeiro
(LIEBLER-TENORIO et al., 1991). A histologia revela necrose extensiva dos foliculos
linfoides, incluindo placas de Peyer, centros germinativos do baco e linfonodos
(RIDPATH; FLORES, 2007). Lesdes intestinais incluem criptas dilatadas e revestidas
por epitélio cuboidal, podendo conter restos celulares no interior. Pode ser observada
ainda, dilatagdo dos vasos lacteais e infiltrado mononuclear na lamina propria
(LIEBLER-TENORIO et al., 1991).

Na DM cronica os sinais clinicos sdo similares aos encontrados na DM aguda,
porém menos severos € de curso prolongado (superior a 18 meses) (POTIGIETER,
2004). A doenga se caracteriza por diarreia intermitente ou continua. Adicionalmente,
pode ocorrer inapeténcia, emagrecimento progressivo e erosoes interdigitais. Algumas
vezes podem-se constatar descarga nasal e ocular persistentes. Areas alopécicas e de
hiperqueratose podem se desenvolver, especialmente na cabeca e pescogo. E comum a
observacao de lesdes erosivas cronicas na mucosa oral e na pele. Laminite, necrose
interdigital, deformacdo no casco também sdo achados caracteristicos. Esses animais
podem sobreviver por muitos meses e, geralmente, morrem apos debilidade progressiva
(EVERMANN; BARRINGTON, 2005; RIDPATH; FLORES, 2007).

Em casos naturais da DM, antigenos do BVDV podem ser demonstrados por
marcacdo imuno-histoquimica em numerosos oOrgdos e tecidos (BIELEFELDT-
OHMANN, 1983). Liebler-Tenorio et al. (1991) comprovaram, em estudo
experimental, que era possivel diferenciar a distribuicao antigénica entre os BVDV ¢p e
ncp, nos diferentes tecidos. O exame de animais com a DM revelou que o BVDV cp era
predominantemente detectado em areas onde se observava lesoes tissulares. Estas lesdes
incluem: deplecdo de foliculos linfoides da tonsila, linfonodo, baco, e linfoides
associados a mucosas intestinais; alteracdes no cortex do timo; alteragdes na mucosa do
trato digestivo superior, € no epitélio de criptas dos intestinos delgado e grosso. Tais
observagoes sugerem que o BVDV ¢p ¢ importante tanto na patogénese da DM, como

na manifestacdo da doenca na superficie mucosa e 6rgaos linfoides.
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2.5 Diagnostico

O diagnostico presuntivo da infecgdo pelo BVDV pode ser fundamentado no
histérico do rebanho, sinais clinicos e achados pos-mortais (GOYAL, 2005). Entretanto,
o diagnoéstico definitivo requer isolamento ou detecgdo de antigenos virais e/ou
demonstragdo sorologica de resposta imune ao virus, levando-se em consideragdo dados
epidemioldgicos, o cardter da infec¢do (aguda ou persistente) € o manejo vacinal
(GOENS, 2002; RADOSTITS et al., 2007). Para isto, existe atualmente grande nimero
de testes disponiveis, sendo que cada um possui suas vantagens, desvantagens e

aplicabilidade.

2.5.1 Isolamento Viral

Apesar de recentes avangos na ciéncia diagnostica para o BVDV, o teste padrao
¢ o isolamento viral em cultivos celulares, seguido de realizagdo da imunofluorescéncia
indireta e imunoperoxidase para identificacdo do isolado viral (SALIKI; DUBOVI,
2004; RIDPATH; FLORES, 2007).

O BVDV pode se replicar em diferentes cultivos celulares, entretanto os mais
sensiveis sdo as células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney Cells), BT (Bovine
Turbinate) e Btest (Bovine Testicle) (SANDVIK, 1999; SALIK; DUBOVI, 2004).

No animal vivo, o melhor material para isolamento viral ¢ o sangue total, do
qual leucoécitos sdo extraidos e utilizados como inéculo (SALIK; DUBOVI, 2004).
Outras amostras como soro, fezes, sémen e suabes naso-faringeos e orais, também
podem ser testadas (RADOSTITS et al., 2007). As melhores amostras de necropsia ou
fetos abortados sdo orgdos linfoides como bago, placas de Peyer, linfonodos
mesentéricos e timo (SALIK; DUBOVI, 2004).

Algumas desvantagens sao apontadas em relacao ao método de isolamento viral.
Primeiramente, trata-se de um método demorado, laborioso e as vezes sdo necessarias
multiplas passagens em cultivo celular (CORNISH et al., 2005; HILBE et al., 2007).
Adicionalmente, exige avaliagdo individual de todos os animais do rebanho, o que eleva

seu custo. Em estudo comparando o isolamento viral e a deteccdo do RNA viral pela
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técnica de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR),
verificou-se que 19% de 16 animais PI ndo foram identificados pelo isolamento
(DEREGT et al., 2002). Entretanto, Cornish et al. (2005) avaliaram que este método
obteve melhores resultados na detec¢dao de animais infectados pelo BVDV, quando
confrontado a técnica de imuno-histoquimica (IHQ) em bidpsia de orelha e ao teste
imunoenzimatico de captura de antigeno (ACE) também a partir de bidpsias de orelha.
Adicionalmente, como demonstrado por Driskell; Ridpath (2006) ¢ Edmondson et al.
(2007), existem diferentes protocolos para a realizacao do isolamento viral, o que pode

levar a resultados diferentes quando laboratorios de diagnostico sdo comparados.

2.5.2 Imuno-histoquimica (IHQ)

Nos tultimos anos, a detec¢do de antigenos do BVDV em tecidos fixados em
formol e embebidos em parafina pelo método de IHQ tem sido amplamente utilizada no
diagnostico de infec¢do aguda, persistente e em casos de abortos ou animais que
morreram nos primeiros dias de vida (BRODERSEN, 2004; LIEBLER-TENORIO;
RIDPATH; NEIL, 2004; SALIKI; DUBOVI, 2004). Através do reconhecimento do
antigeno no citoplasma de células infectadas, esta técnica possibilita um diagnostico
mais especifico do que técnicas que necessitam da extragdo do antigeno de solugdes
(SANDVIK, 1999). Além disso, pode ser utilizada em animais jovens, pois nao sofre a
interferéncia de anticorpos maternais, como ocorre nos exames sorologicos (GROOMS;
KEILEN, 2002)

O anticorpo monoclonal 15C5, que reage com a proteina EO (gp48), possui a
capacidade de detectar a maioria dos isolados do BVDV e tem sido usado com
aplicagdes diagnosticas e de pesquisa (RADOSTITS et al., 2007).

Mais recentemente, a IHQ de biopsias de orelha tem ganhado aplicagdo
importante na investiga¢ao da existéncia de animais PI em rebanhos bovinos (NJAA et
al., 2000; GROOMS; KEILEN, 2002; RIDPATH et al., 2002; BRODERSEN, 2004).
Por esta técnica, ¢ possivel identificar de maneira eficaz os animais PI. Cornish et
al.(2005) encontraram marcacdo imuno-histoquimica na pele da orelha de 100% dos
animais PI, também positivos na RT-PCR e no isolamento viral. Porcentagem
semelhante (90%) foi obtida em outro estudo recente, onde se comparou a IHQ, o ACE,
o isolamento viral ¢ a RT-PCR (EDMONDSON et al., 2007). Além disso, as amostras

de orelha sdo facilmente coletadas, transportadas e apresentam boa estabilidade,
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podendo ser estocadas em formal por ate 30 dias e no refrigerador por mais de 10 dias
antes do processamento, sem que isso ocasione resultados falsos negativos (MILLER et
al., 2005).

As desvantagens desta técnica incluem a existéncia de multiplas etapas que
podem aumentar o erro durante o processo, além da avaliagdo subjetiva dos resultados
obtidos (CORNISH et al., 2005). E apesar da marcag¢do positiva em foliculos pilosos,
queratinocitos da epiderme e células mononucleares da derme, ser atribuida
exclusivamente ao animal PI (BRODERSEN, 2004), algumas informag¢des conflitantes
abrangem a habilidade desta técnica em detectar também, animais com infec¢do aguda.
Em dois estudos onde se utilizou a IHQ em biodpsia de orelha, Hilbe et al. (2007) e
Ridpath et al. (2002) ndo detectaram animais com infeccdo aguda. Nao obstante,
Cornish et al.(2005) identificaram 3 de 8 animais com infec¢do aguda e positivos na

[HQ de orelha.

2.5.3 Transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

A RT-PCR pode reconhecer o RNA viral na fracao leucocitaria do sangue, no
soro, sémen, biopsia de orelha e tecidos conservados em blocos de parafina. Esta técnica
¢ altamente sensivel e tem sido utilizada para o diagndstico das diferentes manifestagcdes
clinicas da infec¢do pelo BVDV, além da detec¢do de animais PI a partir de amostras
bioldgicas individuais e em pools de soros sanguineos e de tanques de leite (TAJIMA;
DUBOVI, 2005; DRISKELL; RIDPATH, 2006; EDMONDSON et al., 2007). Segundo
Deregt et al. (2002), a RT-PCR ¢ mais sensivel quando comparada ao isolamento viral,
detectando 96% de amostras de sangue positivas e podendo assim, ser usadas na
identificacdo de bezerros PI em rebanhos. Em outro estudo, PILZ et al. (2007),
concluiram que a utilizacdo do RT PCR em pools de soros sanguineos demonstrou ser
uma estratégia rapida de diagndstico etioldgico e de baixo custo tanto para a detecgdo de
infec¢do aguda quanto de animais PL

Esta técnica possibilita também, a determinacao dos genotipos de BVDV, apesar
de anticorpos genotipo-especificos serem disponiveis para uso no isolamento viral. Vale
ressaltar que a genotipagem ¢ bastante util em programas de vacinagdo e controle do

BVDV (GOENS 2002).
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Entretanto, também ¢ um método laborioso e caro, de multiplos passos, o que
pode aumentar o risco de contaminacdo, e os primers devem ser cuidadosamente
escolhidos para a deteccado do BVDV circulante nos diferentes tecidos (SANDVIK,
1999). A repeticado da RT-PCR, ou a utilizagdo de uma técnica mais especifica, no
animal positivo ¢ necessaria para diferenciar um animal PI de um com infecgdo

transitoria (RIDPATH et al., 2002).

2.5.4 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura de antigeno (ACE)

Diversos ACE tém sido descritos e atualmente, pelo menos dois kits estdao
comercialmente disponiveis. Estes testes sdo uteis para identificacdo de animais PI no
rebanho, porém ndo sdo confidveis para o diagnostico de infec¢do aguda (SALIKI;
DUBOVI, 2004). Pode ser realizado em amostras de soro ou extratos de amostra de
orelha em solucdo de tampao fosfato-salina (PBS). Um dos beneficios ¢ que os
resultados podem ser fornecidos em poucas horas (DRISKELL; RIDPATH, 2006). Os
fragmentos de orelha sdo faceis de coletar, e estudos preliminares mostram que tais
amostras sao estaveis ndo havendo reducao na deteccdo viral via ACE e RT PCR nas
temperaturas de -20°C, 4°C e 25°C por 7 dias (DRISKELL; RIDPATH, 2006).

Cornish et al. (2005) apontam a eficiéncia deste método ao identificar 100% de
animais PI detectados pelo isolamento viral e pelo RT-PCR para as mesmas amostras.
Em um estudo comparativo entre resultados de amostras de mesma origem, submetidas
a diferentes laboratorios dos Estados Unidos, Edmondson et al. (2007) corroboraram a
eficacia da técnica de ACE em bidpsia de orelha, que mostrou-se héabil na identificagao
de animais positivos para BVDV e obteve perfeito nivel de concordancia entre os
laboratorios. A analise de soro, a partir do mesmo método, foi eficaz em 91% dos
animais positivos testados. Recentemente, Ridpath er al. (2009) averiguou que ao se
utilizar fragmentos de orelha de fetos bovinos abortados e natimortos, o ACE provou
ser um método pratico na vigilancia das doencgas reprodutivas induzidas pelo BVDV.

Entretanto, outro estudo mostra que o numero de animais positivos diminuiu
drasticamente quando submetidos a um novo teste, mostrando a necessidade de se
repetir os animais positivos para determinar o status de PI (DRISKELL; RIDPATH,
2006).
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2.5.5 Sorologia

O diagnoéstico soroldgico de animais expostos a um agente infeccioso por
infec¢des naturais ou por meio de protocolos de imunizacdo, ainda sdo procedimentos
utilizados. Para 0 BVDYV, estes testes incluem o ELISA e a soroneutralizacdo (SN)
(SALIKI; DUBOVI, 2004; RIDPATH; FLORES, 2007). Infelizmente, a diferenciagao
entre anticorpos produzidos por resposta a infeccdo aguda, anticorpos vacinais e
anticorpos colostrais, geralmente ¢ dificil de ser realizada (GOYAL, 2005). Raue;
Harmeyer; Nanjiani (2010), em estudo com o objetivo de comparar quatro Kkits
comerciais de ELISA, quanto a sua eficicia em diferenciar animais expostos a infec¢ao
natural pelo BVDV de animais vacinados com vacina inativada, concluiu que nenhum
dos testes se mostrou eficaz para tal proposito.

Os bezerros geralmente nascem sem anticorpos e soroconvertem apos receberem
o colostro. Estes anticorpos passivos declinam apds 3 a 8 meses de idade. (GOENS,
2002). Por isso, a presenca de anticorpos em animais privados do colostro pode ocorrer
apenas devido a infeccdo ativa ou a vacinagdo (GOYAL, 2005).

Na infeccdo aguda de animais imunocompetentes, anticorpos contra o virus
podem ser detectados de 10 a 14 dias apos a infeccao (SANDVIK, 1999; RIDPATH;
FLORES, 2007). Animais PI sdo geralmente soronegativos, exceto quando apresentam
anticorpos colostrais nas primeiras semanas apos o nascimento ou quando respondem
imunologicamente a exposicao a virus heterdlogo ao virus infectante (GOENS, 2002).

A titulacdo de anticorpos em tanques de leite pode indicar a prevaléncia de
animais soropositivos no rebanho (DIEGUEZ et al., 2009). Entretanto, apos a remogao
dos animais PI ou ao fim da infec¢do aguda, as vacas geralmente se mantém positivas
pelo resto da vida e os niveis de anticorpos no leite declinam a medida que vacas
soronegativas sao introduzidas no rebanho (HOUE, 1999).

Alguns cuidados na interpretagdo de resultados, na auséncia de um historico
adequado do rebanho (exposi¢des prévias, protocolo de imunizagdo, programa de
biosseguranga, etc.), devem ser considerados (SALIKI; DUBOVI, 2004). Quando
devidamente aplicados, os exames sorologicos podem ser usados para determinar
eficiéncia de vacinas, avaliar protocolos de vacinacdo, monitorar o status imune do
rebanho frente a uma exposi¢do ao BVDV e associar o virus aos possiveis sinais
clinicos observados (SALIKI; DUBOVI, 2004). Em contrapartida, em rebanhos

vacinados estes testes t€ém valor epidemioldgico limitado e servem unicamente para
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verificar o status sorologico e a possivel circulagdo do virus no rebanho (RIDPATH;

FLORES, 2007).

2.6 Diagnostico diferencial

Devido as diferentes formas clinicas possiveis numa infeccdo pelo BVDV,
varias doencas sdo listadas entre os diagndsticos diferenciais. Logo, a prevaléncia, a
epidemiologia, os achados clinicos e patologicos das doencas em diferentes regides
devem ser consideradas (RADOSTITS et al., 2007). Deve-se salientar também, que
muitas infecgdes pelo BVDV podem estar associadas a presenca de outros patdogenos
(POTIGIETER, 2004).

Nos casos de animais adultos com diarreia deve-se excluir a salmonelose,
desinteira do inverno, paratuberculose, febre catarral maligna, intoxicagdo por arsénico,
micotoxicoses e deficiéncia de cobre (EVERMANN; BARRINGTON, 2005)

Diagnostico diferencial para doengas que cursam com lesdes orais em bovinos
incluem a febre catarral maligna, doenca da lingua azul, estomatite vesicular, estomatite
papular e febre aftosa. O diagnostico diferencial das doencgas respiratorias em bezerros
incluem infeccao pelo virus respiratorio sincial bovino, Pasteurella spp., Manheimia
spp., Hemophillus spp., Salmonella spp. e Mycoplasma spp.( EVERMANN;
BARRINGTON, 2005)

O BVDV deve ser distinguido também, de etiologias que ocasionem falhas
reprodutivas e malformagdes (POTGIETER, 2004). Para estas ultimas, deve-se
considerar, mesmo nao tendo relatos de infec¢do clinica em bovinos no Brasil, a doenca

da lingua azul, a infeccdo pelo virus Akabane e pelo virus Aino.

2.8 Vacinacao

A vacinagdo ¢ indicada para rebanhos com alta rotatividade de animais,
rebanhos com sorologia positiva, com histérico de doenca clinica ou reprodutiva, € com
confirmagdo virologica de BVDV (RIDPATH; FLORES, 2007). O objetivo principal da

vacinagdo deve ser prevenir a infec¢do aguda em animais suscetiveis, evitando a doenga
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clinica, e a infec¢do fetal aos diferentes genodtipos de BVDV, impedindo a continua
geracdo de animais PI (KELLING, 2004; FULTON, 2005).

Vacinas inativadas sdo mais seguras que as vacinas atenuadas, e alguns
programas de vacinagdo preconizam seu uso durante a gestacdo (FULTON, 2005).
Entretanto, requerem maiores quantidades de particulas virais para preparacdo de uma
dose vacinal, o que as tornam mais caras, ¢ necessitam de duas doses vacinais para
imunizacgao inicial com revacinacao (RADOSTITS et al., 2007).

Vacinas atenuadas s3o mais baratas, pois necessitam de menor quantidade
particulas virais por dose de vacina. Isso se deve ao fato de possibilitarem a replicacao
antigénica no animal vacinado (FULTON, 2005). Geralmente, estas vacinas necessitam
de apenas uma dose para imunizacdo (KELLING, 2004). Estudos demonstram apos
imunizagao com este tipo de vacina, que os anticorpos podem ser detectados em até 18
meses (CORTESE et al.,, 1998). Outros estudos indicam que hd um declinio de
anticorpos contra o BVDV apos 140 dias apds a vacinagdo inicial, e sugerem que uma
revacinagao seja feita neste periodo (FULTON; BURGE, 2000). Entretanto, existem
grandes preocupagdes em relacdo a seguranca deste tipo de vacina. Em estudos
experimentais, animais vacinados poderiam transmitir o virus vacinal a animais
suscetiveis. Estes estudos alegam que nestes animais ocorra viremia transitoria do qual
virus pode ser isolado de secre¢des nasais (KELLING, 2004). Givens et al. (2007),
verificaram que touros no periodo pré-pubere, vacinados com vacinas atenuadas de
virus ncp, apresentaram infeccao testicular prolongada, porém nao se pode determinar
os riscos desta infeccdo na transmissdao venérea e na fertilidade destes animais. Outra
preocupagdo seria em relagdo a vacinacdo de fémeas prenhes. Animais prenhes nao
devem ser vacinados com este tipo de vacina, pois pode ocorrer infec¢do do feto, com
consequéncias varidveis dependendo da fase gestacional em que a fémea foi vacinada
(RADOSTITS et al., 2007). Além disso, animais PI podem desenvolver a DM quando
exposto hd virus vacinal cp semelhante ao ncp infectante (FULTON, 2005).

A capacidade destes dois tipos de vacinas em induzir a imunidade fetal ¢
questionada. Alguns estudos apontam que a vacina atenuada garante protecao fetal
significativa, porém incompleta, enquanto as vacinas inativas s6 garantem imunidade
parcial (KELLING, 2004). Arenhart et al. (2008) e Xue et al. (2009b), verificaram que
o uso de vacina atenuada antes da cobertura conferiu protecdo fetal a 89, 4% dos
animais avaliados no primeiro estudo, e diminuiu o risco de infec¢do fetal pelo BVDV-

1 em 82% e pelo BVDV-2 em 75%, no segundo estudo.
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Atualmente, h4 em véarios paises vacinas atenuadas e inativadas contra o BVDV,
porém no Brasil, todas as vacinas disponiveis sdo inativadas e a maioria contém cepas
norte-americanas do BVDV-1. Essas vacinas possuem também antigenos de outros
agentes infecciosos como o herpesvirus bovino tipo-1, virus da influenza bovina tipo-3

e o virus sincicial respiratorio bovino e algumas contém Pasteurella spp. (FLORES et

al., 2005).

2.9 Controle

A continua presen¢a do BVDV em rebanhos nao se deve a falta de qualidade nos
testes diagnosticos, mas sim a falhas na implementacao de programas de imunizagao, no
estabelecimento de programas de monitoramento de rebanho e no desenvolvimento de
programas eficazes de biosseguranca e controle da biocontaminagdo (RADOSTITS et
al., 2007).

Vérios programas de controle e erradicagdo do BVDV estdo sendo
implementados em diferentes paises do mundo (SYNGE et al., 1999; HOUE;
LINDENBERG; MOENNIG, 2005; HEFFERNAN et al., 2009; PRESI; HEIM, 2009;
ROSSMANITH, 2009; VAN CAMPEN, 2009). Os programas consistem na
identificacdo e eliminacao de animais PI, prevencao da introducao do virus no rebanho;
ado¢do de programas de imuniza¢ao ¢ de controle da biocontaminacao e por fim,
erradicagdao do virus dos rebanhos (HOUE; LINDENBERG; MOENNIG, 2005; VAN
CAMPEN, 2009). Vale ressaltar que a implementacdo destes programas deve se
adequar a realidade de cada pais, tendo em vista o tipo de rebanho adotado, a
epidemiologia do virus e quais vacinas ¢ métodos de diagndsticos encontram se
disponiveis (GREISER-WILKE; GRUMMER; MOENNIG, 2003; HEFFERNAN
et al., 2009).

Em um programa de controle, os principais testes diagnosticos podem ser
categorizados da seguinte maneira: 1) testes iniciais para classificacdo do status do
rebanho; 2) testes subsequentes, em rebanhos positivos, para identificar animais
infectados; 3) monitoramento continuo para confirmar o status de rebanho livre da
infeccao (HOUE; LINDENBERG; MOENNIG, 2005; ROSSMANITH, 2009).

Dentre os testes iniciais os mais usados para diagnostico de rebanho sdo aqueles
que envolvem a detec¢do de anticorpos em amostras de tanques de leite, ou a detecg¢ao

anticorpos individuais ou em pools de soro ou leite oriundos de vacas primiparas, € a
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deteccdo do virus em amostras de tanques de leite (GREISER-WILKE; GRUMMER;
MOENNIG, 2003; PRESI; HEIM, 2009).

Em rebanhos categorizados como positivos, o segundo passo ¢ a identificagdo e
eliminagdo de animais PI. Tal agdo ¢ a peca-chave no controle e prevencao de infec¢des
fetais que resultem no nascimento de outros bezerros PI que irdo manter o virus no
rebanho (GREISER-WILKE; GRUMMER; MOENNIG, 2003; GROOMS 2004). Para a
deteccao destes animais, Laureyns; Ribbens; Kruif (2009), recomendam que sejam
testados cada animal do rebanho a partir de pools de amostras de sangue (30 amostras) e
amostras de tanque de leite, pelo RT-PCR. Se algum pool ou amostra de tanque de leite
for positivo, cada individuo pertencente aquela amostra devera ser testado para detecg¢ao
antigénica.

Independentemente dos resultados, todo bezerro nascido deve ser testado do dia
em que todo rebanho também foi testado, até um ano apos o uUltimo animal PI for
removido. Ou seja, o periodo de teste de bezerros € prolongado em 1 ano toda vez que
um animal PI for detectado (LAUREYNS; RIBBENS; KRUIF, 2009; PRESI; HEIM,
2009).

Posteriormente, o monitoramento do rebanho consistira na deteccdo de animais
PI que possam ter escapado aos testes de identificagdo ou na detec¢ao de reinfecgao
possivelmente resultante de protocolos inadequados de vacinagao ou de biosseguranga
(LAUREYNS; RIBBENS; KRUIF, 2009). Medidas de biosseguranga tém por objetivo
prevenir a exposi¢cdo do rebanho ao BVDYV, sendo assim todos os fatores de riscos
associados a cada propriedade devem ser cuidadosamente estudados (PRESI; HEIM,

2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos gerais

Ao final do ano de 2007, uma necropsia realizada pelo Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV/UFRGS) detectou um
animal PI pelo BVDV. As informagdes referentes ao historico de rebanho e sinais
clinicos prévios foram obtidas junto ao veterindrio responsavel e por auxiliares da
fazenda. Foram realizadas coletas de biopsias de orelha, sangue com EDTA e soro em
animais dessa propriedade menores de 1 ano de idade (a maioria com baixo
desenvolvimento) e em vacas com problemas reprodutivos cronicos. O intuito era
detectar outros animais com infec¢do persistente. Os animais PI diagnosticados
sofreram eutanasia ou morreram de forma natural. Trés destes permaneceram no
SPV/UFRGS para avaliacao de parametros clinicos e analise de hemograma realizado
pelo Laboratorio de Anélises Clinicas Veterindrias da UFRGS.

Os animais foram mantidos em baias de alvenaria com piso de concreto forrado
por maravalha, recebiam feno de alfafa duas vezes ao dia e concentrado uma vez ao dia.
A baia era higienizada regularmente e ndo havia o contato destes animais ou de suas

secrecdes ¢ excretas com outros animais da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

3.2 Coleta de amostras de orelhas

A biodpsia de orelha foi executada na propriedade por membros do SPV-UFRGS
ou pelo veterinario responsavel. Durante a coleta, a troca do material utilizado (tesoura
romba reta) foi realizada para cada animal, sendo lavado e desinfetado em solugdo de
iodo, para uso posterior. Pequenos fragmentos de aproximadamente 1 cm de
comprimento ¢ 0,5 cm de largura foram coletadas da ponta do pavilhdo auricular e
acondicionadas em tubos de ensaio contendo solucdo de formalina a 10% por 24 horas.
Este material foi desidratado em solugdes crescentes de alcool etilico, diafinizados em
xilol e incluidos em parafina (PROPHET et al., 1992). Posteriormente, foram realizados

cortes de Sp em laminas de poli-l-lisina, submetidas ao teste imuno-histoquimico.
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3.3 Necropsia e analises histologicas

Durante a necropsia dos animais PI, os achados macroscopicos identificados
foram avaliados. Para exame microscopico coletou-se olhos, fragmentos de orelha ou
pele, cérebro, cerebelo, medula espinhal, ganglio trigeminal, hipoéfise, linfonodo
submandibular, linfonodo mesentérico, tonsila, linfonodo hepatico, linfonodo
mediastinico, bago, timo, pulmao, traqueia, esdfago, rimen, omaso, reticulo, abomaso,
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, célon espiral e reto),
tireoide, rim, medula 6ssea, adrenal, coracao e figado. Estes fragmentos foram fixados
em solucdo de formalina a 10% por 24h, e posteriormente processados segundo as
técnicas de rotinas histoldgicas, seguida da embebicdo em parafina (PROPHET et al.,
1992). Foram confeccionadas laminas para coloragao de rotina de hematoxilina e eosina
(HE) e laminas de poli-1-lisina para exame imuno-histoquimico. Contetido de intestino
de animais com diarreia foi encaminhado para exame bacteriologico aerdbio no
Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria da UFRGS e parasitologico incluindo
contagem de ovos e oocistos por grama de fezes, no Laboratorio de Protozoologia

Veterinaria da UFRGS.

3.4 Imuno-histoquimica (IHQ)

A THQ foi realizada em cortes de olho, pele, cérebro, cerebelo, medula espinhal,
ganglio trigeminal, hipofise, linfonodo submandibular, linfonodo mesentérico, tonsila,
linfonodo hepatico, linfonodo mediastinico, bacgo, timo, pulmao, traqueia, esofago,
rimen, omaso, reticulo, abomaso, intestino delgado, intestino grosso, tireoide, rim,
medula 6ssea e adrenal, dos animais necropsiados, € em bidpsias de tecido cutaneo da
orelha dos animais suspeitos. Para realizacdo da IHQ, pequenas alteragdes foram
realizadas no protocolo previamente padronizado por Schmitz (2006). O anticorpo
primario monoclonal comercial anti-BVDV 15C5 (Syaracuse, USA) foi diluido em uma
solucao tampao fosfato salina (PBS) na concentracgao de 1:500.

As laminas foram desparafinadas em xilol, hidratadas em solucdes decrescentes
de alcool etilico e lavadas em 4gua destilada. A recuperacdo antigénica foi feita com
protease XIV de Streptomyces griseus (Sigma, Chemical Co., St. Louis, Mo) a 0,005%

em PBS por 15 minutos a 37°C e as marcagdes inespecificas reduzidas a partir da
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aplicagdo de leite desnatado a 5% por 15 minutos a temperatura ambiente. O anticorpo
primario foi aplicado por 14 a 16 horas (overnight) a 4° C, em cimara umida.
Posteriormente, utilizou-se anticorpo secundario biotinilado e solucdo streptavidina
conjugada a uma molécula de fosfatase alcalina (LSAB + System AP,
DakoCytomation) por aproximadamente 20 minutos cada, a temperatura ambiente. As
laminas eram entdo lavadas em agua destilada e apds houve preparacdo da solucdo
reveladora. Esta consistia do cromogeno Permanent Red (DakoCytomation) no qual era
realizada a maceragdo de 1 pastilha do cromogeno em 3ml de tampao. Eram aplicados
sobre as laminas 100ul da solu¢do por 15 minutos. Fez-se contracoloragdo com
hematoxilina por 20 segundos, seguida de lavagem em agua e secagem em ar corrente,
para posterior passagem em xilol e montagem com Entellan. Laminas controle positivo
de cortex cerebral e biopsia de orelha foram inseridas junto com as laminas a serem
testadas. Em alguns casos incluiram-se controles negativos substituindo apenas o

anticorpo primario por solu¢do de PBS.

3.4 Sorologia

No Laboratdrio de Virologia da UFRGS, trinta amostras de soros coletadas de
animais com 2-3 meses de idade em 2008 e 30 de animais da mesma idade coletadas em
2009, foram testadas para presenca de anticorpos contra BVDV em teste de ELISA
comercial (HerdChek® Bovine Viral Diarrhoea Virus Antibody ELISA Test Kit, IDEXX
Laboratories, Liebefeld-Bern, Sui¢a), conforme recomendac¢des do fabricante. A
amostra foi considerada negativa ou positiva para presenca de anticorpos a partir da

densidade oOptica corrigida da amostra.

3.5 Isolamento viral

As amostras de sangue com anticoagulante EDTA de todos os animais foram
refrigeradas e encaminhadas ao Setor de Virologia da Universidade Federal de Santa
Maria para isolamento viral, sob responsabilidade do professor Eduardo Furtado Flores.
Em seguida, foram encaminhados também amostra de pulmao, baco e timo dos animais

necropsiados para novo isolamento viral.
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Amostra de soro e pele de um animal com pododermatite foram encaminhadas
ao Laboratério de Virologia da UFRGS, para isolamento e realizacdo da transcrigdo
reversa seguida de reagdao em cadeia da polimerase (RT-PCR).

O material foi inoculado em linhagem celular MDBK (ATCC, CCL-220)
mantida em meio minimo de Earle modificado por Dulbecco, suplementado com 5% de
soro fetal bovino livre de BVDV e acrescido de 200 UI/mL de penicilina e 200 pg/mL
de estreptomicina e incubadas a 37°C. O monitoramento da replicagdo viral foi
realizado através da observagdo de efeito citopatico para as amostras citopaticas ou
através do teste de imunofluorescéncia indireta para BVDV para as amostras nao

citopaticas apos trés passagens em células MDBK, ou pela RT-PCR.

3.5.1 Extracdo do RNA

A extracdo do RNA, realizada no Laboratério de Virologia da UFRGS, seguiu o
método de TRIzol®LS (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) proprio para amostras
liquidas e foi utilizado segundo as recomendagdes do fabricante. A solugdo possui fenol
e isotiocianato de guanidina, o RNA permanece protegido durante a ruptura das células
e liberagdo de componentes celulares. A adi¢ao de cloroférmio separou a suspensao em
duas fases, uma aquosa e outra organica. O RNA permaneceu exclusivamente na fase
aquosa ¢ foi removido por precipitacdo com alcool isopropilico. O método permitiu
isolar RNA total livre de contaminagdo por proteina ou DNA. Foram utilizadas

amostras de sobrenadantes de cultivo celular, soros e/ou sangues dos animais suspeitos

de BVDV.

3.5.2 RT-PCR

Para o teste de RT-PCR utilizou-se kit comercial Superscript®One Step RT-
PCR com Taq Platinum® (Invitrogen, Estados Unidos) conforme instrugdes do
fabricante para amplificagdo da regido 5’UTR de pestivirus, para tanto utilizou-se os
iniciadores 324 e 326 (VILCEK et al, 1994). Os produtos de amplificagdo com
tamanhos esperados de 288 pares de base foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2,0% com 0,1 pg/mL de Blue green loading dye I (LGC Biotecnologia) em
tampao de Tris-acido acético-EDTA (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). A
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visualizacdo foi realizada sob 1ampada ultravioleta, onde foram comparados os produtos
de amplificagdo com padrdes de peso molecular com escala de 100 pares de bases

(Fermentas, Estados Unidos).

3.5.3 Sequenciamento de isolados virais e analise filogenética

Os produtos de amplificagdo de 288 pb referentes da regido 5’UTR foram
purificados através de kit GFX DNA and Gel Band Purification (Amersham Bioscience,
Estados Unidos). Ambas as fitas foram sequenciadas utilizando-se os pares de
iniciadores 324/326 (VILCEK et al., 1994).

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério ACTGene (Centro
de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico
ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6
(Applied Biosystems).

A analise filogenética (em andamento) serd realizada conforme descrito por

STALDER et al. (2005).
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4. RESULTADOS

Neste trabalhou detectou-se 6 animais infectados por cepas ncp do BVDV-2 em
179 amostras coletadas de uma propriedade com 1300 animais, destinada ao cultivo de
arroz ¢ criagdo de gado de corte da raca Angus, localizada em Itapud, Municipio de

Viamao, Rio Grande do Sul, no periodo de novembro de 2007 a maio de 2009.

4.1 Dados epidemiologicos

A propriedade tinha divisas comuns com outras fazendas de criacdo de gado de
corte e criagdes mistas. Segundo o veterinario, os animais eram mantidos a pasto e
recebiam sal mineral em cochos distribuidos pelos piquetes. O manejo reprodutivo era
realizado por inseminacgdo artificial com sémen importado, oriundo de empresas que
realizam testes periddicos para deteccdo de BVDV em suas amostras. Na época de
realizagdo da inseminagdo artificial, foram compradas novilhas de reposicao
provenientes de Rosario do Sul, RS. Aproximadamente 400 bezerros nasciam
anualmente, durante o més de fevereiro, e eram desmamados até o final de maio. Esta
categoria permanecia em piquetes separados dos animais adultos. O programa vacinal
incluia aplicag@o de vacinas contendo amostras BVDV-1 inativadas em novilhas e vacas

antes do periodo de cobertura e apos o diagnodstico de gestagao.

4.2 Coleta de amostras na propriedade

Em novembro de 2007, uma visita a propriedade foi solicitada ao SPV-UFRGS.
Um animal macho, da raga Aberdeen Angus, com 2 anos de idade (N 1093/07),
apresentava apatia, subdesenvolvimento e lesdes crostosas acompanhada de secregdo
mucopurulenta na regido ocular (Figura 1A). Estas lesdes também eram observadas no
focinho e digitos dos membros pélvicos e toracicos (Figura 1B). Este animal estava
relutante em caminhar e se apresentava levemente desidratado. De acordo com o
veterinario, dos 50 animais mantidos no mesmo piquete s6 este havia adoecido durante

0O ano.
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Figura 1- Bovino, macho, Angus, N 1093/07. A. Secre¢do ocular mucopurulenta
associada a crostas proximas a comissura inferior do olho. B. Dermatite crostosa
afetando a pele digital ventral e espago interdigital.

Durante a necropsia, verificou-se além das alteracdes previamente descritas,
pequena area de erosdo (2 cm) na base da lingua e evidenciacdo da polpa branca no
baco. A microscopia, havia no plano nasal e lingua, proliferacdo acantomatosa do
epitélio difusa acentuada, necrose e degeneragao multifocal acentuada do estrato corneo,
muitas vezes associada a infiltrado inflamatorio de neutrofilos e focos de ulceragao. Na

juncdo derme-epiderme havia edema e infiltrado mononuclear multifocal moderado

(Figura 2).

Figura 2- Bovino, N 1093/07, plano nasal. Proliferacao
acantomatosa do epitélio, areas de necrose do estrato coérneo
associado a infiltrado inflamatério de neutrofilos. Edema e infiltrado
mononuclear multifocal moderado na juncdo derme-epiderme. HE,
obj. 20.
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Linfonodos e baco apresentavam moderado infiltrado de histiocitos na regido
centrofolicular. As alteragdes em intestinos consistiam de infiltrado mononuclear em
lamina propria e dilatagdo de vasos lacteais. A imuno-histoquimica da pele foi positiva e
a RT-PCR e sequenciamento genético possibilitaram o diagndstico de infeccao pelo
BVDV-2.

Apo6s a deteccdo deste animal, foram enviadas ao SPV-UFRGS, no dia 07 de
marco de 2008, oito amostras de sangue, soro ¢ bidpsias de orelhas. Os resultados dos
exames estdo citados na Tabela 1. Neste ano, ocorreram problemas reprodutivos como
aborto e retorno ao cio em aproximadamente 40% dos animais inseminados. Verificou-
se também, nascimento de bezerros fracos, grande niimero de bezerros com baixo

desenvolvimento corporal e alguns com opacidade de cristalino.

Tabela 1- Descrigao dos dados referentes as amostras enviadas no dia 07 de margo de
2008 ao SPV-UFRGS, com os respectivos resultados obtidos pelos exames de imuno-
histoquimica (IHQ) e isolamento viral (VI).

Identificacao Idade IHQ VI
Vaca 1 8-9 anos Negativa Negativa
Vaca 2 10 anos Negativa Negativa
Vaca 3 8 anos Negativa Negativa
Vaca 4 5 anos Negativa Negativa

Novilha 1 1 ano Negativa Negativa
Novilha 2 1 ano Negativa Negativa
N 163/08 3-4 meses Positiva Positiva
Bezerra 1 3-4 meses Negativa Negativa

As vacas 1 e 2 apresentavam problemas reprodutivos. As vacas 3 e 4 eram
progenitoras das bezerras 1 ¢ N 163/08, respectivamente. Estas bezerras apresentavam
subdesenvolvimento e tinham nascido com opacidade de cristalino unilateral. A bezerra
1 possuia ainda, aumento de volume da articulagdo metatarso falangiana e abscessos na
regido do pescoco.

O animal N 163/08 sofreu eutandsia e durante o procedimento de necropsia,
observou-se aumento dos linfonodos mesentéricos e coloracdo vermelho-cereja do
cortex cerebral. Ao exame citoldgico, detectou-se em impressdes de cortex coradas pelo
Pandtico Rapido, inimeras hemdcias parasitadas por Babesia bovis em capilares. A

histologia revelou congestdo difusa acentuado do cortex cerebral, infiltrado
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mononuclear multifocal moderado no intestino delgado e infiltrado de histidcitos em
centrofoliculares de linfonodos e placas de Peyer. O isolamento do BVDV ncp foi
possivel a partir do cultivo celular em amostras de pulmao, timo, e bagco. Amostras
também foram positivas na imuno-histoquimica e na RT-PCR. O sequenciamento
identificou 0o BVDV-2.

Outras coletas subsequentes foram realizadas em animais com idade de 2-3
meses, que apresentavam baixo desenvolvimento corporal € em animais aparentemente
normais mantidos na mesma categoria. Nas coletas realizadas em 2009, testou-se a RT-
PCR utilizando-se pool de soros como teste de triagem de animais PI, descartando-se o
isolamento viral. A data das coletas, nimero de animais coletados e resultados dos

testes diagnosticos realizados estao contidos na Tabela 2.

Tabela 2- Relagao das datas de coletas, nimero de animais coletados, nimero de
animais positivos nos testes diagnosticos para triagem de animais PI pelo BVDV no
periodo de 2008 a 2009, e resultado do sequenciamento viral.

Data N° de animais IHQ VI RT-PCR
14/04/08 15 2 2% 2
25/05/08 40 1 1* 1

30/04/09** 17 1 1* 1
14/05/09** 91 0 0 0
Total 171 4 4 4

* Amostras BVDV ncp. **Amostras processadas pela RT-PCR a partir de pools de

SOro.

Durante estas coletas foram identificados 25 animais cegos que nasceram com
opacidade parcial ou total do cristalino (catarata) (Figura 3A, B), e em dois esta
opacidade era bilateral. Estes animais quando estressados caminhavam em circulos
(Figura 4). Vinte e quatro destes animais foram encontrados nas duas coletas do ano de
2008, e apenas um na primeira coleta de 2009. Outros sinais clinicos observados foram:
secrecao nasal (5/171), secrecdo ocular e nasal (2/171) e diarreia liquida profusa

(1/171).
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Figura 3- Bovino, macho, Angus. A. Opacidade unilateral do cristalino observada
durante coletas para triagem de animais PI. B. Detalhe do olho demonstrando a
opacidade quase total do cristalino.
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Figura 4- Bovino, macho, Angus. Foto sequéncia (sentido anti-horario)
demonstrando o andar em circulo de um bovino com catarata unilateral, apds estresse
por movimentagao forcada.

4.3 Avaliacao dos animais PI levados a Faculdade de Veterinaria da UFRGS
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Dos 4 animais positivos, dois machos castrados e uma fémea (N 407/08, N
531/08 e N 979/09), foram transferidos ao SPV-UFRGS, o outro animal detectado no
dia 30 de abril de 2009, morreu na propriedade e a necropsia ndo foi possivel.

Durante a permanéncia destes animais no SPV-UFRGS, verificou-se em um
animal (N 531/08) catarata bilateral, diarreia liquida profusa (Figura 5A), com duragdo
de 22 dias, seguida de prostragdo e morte. O animal N 407/08 morreu apds apresentar-se
prostrado por um periodo de 4 dias. Secrecdo nasal bilateral (Figura 5B) aos primeiros
15 dias apos sua transferéncia para o SPV-UFRGS foi 4 tUnica alteragdo observada no
animal N 979/09. Este animal, apesar do subdesenvolvimento, apresentava-se saudavel,
completando a idade de 1 ano e 9 meses, quando sofreu eutandsia. Nao se constatou
outras alteragdes clinicas ou no hemograma durante o periodo de avaliacdo destes

animais.

Figura 5- Bovinos, Angus, PI. A. Animais PI, subdesenvolvidos, a esquerda animal
N 407/08 e a direita, o N 531/08. Nota-se ao fundo mancha de diarreia liquida na
parede da baia. B. Animal N 979/09 apresentando secre¢ao nasal mucosa bilateral.

Dentre as alteragdes macroscopicas identificadas durante a necropsia dos 3
animais destacam-se: aumento moderado dos linfonodos mesentéricos (3/3),
evidenciagdo moderada das placas de Peyer (3/3) (Figura 6), leve evidenciacdo dos
vasos linfaticos do mesentério (2/3), ulceragdes focais de aproximadamente 1 cm na
base da lingua (1/3), pontos brancos multifocais na superficie cortical dos rins direito e
esquerdo (1/3) (Figura 7), pequenas ulceragdes nas placas de Peyer e atrofia de timo

(1/3).
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Figura 6- Bovino, N 979/09, jejuno. Placas de Peyer evidentes na
mucosa do intestino delgado, area focal de ulcerac¢do delimitada por
halo hiperémico (seta).

Figura 7- Bovino, N 979/09, rim. Multiplos pontos brancos
medindo de 0,1 a 0,5 cm na superficie cortical do rim.

As alteragdes microscopicas consistiam de infiltrado inflamatério mononuclear
leve a acentuado no intestino delgado (3/3) e dilatacdes de vasos lacteais (2/3) (Figura 8

A), deplecao linfoide e infiltrado de histiocitos leve a moderado em linfonodos, tonsila e
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placas de Peyer (3/3), necrose de do epitélio de vilosidades (1/3) (Figura 8 B), ulceracao
focal moderada do epitélio da lingua com infiltrado de neutréfilos (1/3), infiltrado

mononuclear intersticial multifocal moderado nos rins (1/3) e metaplasia leve do

epitélio de bronquios (1/3)

Figura 8- Bovino, N 979/09, jejuno. A. Infitrado mononuclear difuso moderado na
lamina propria e dilatagdo dos vasos lacteais (asteriscos). HE, obj. 10. B. Placa de Peyer

(Figura 6) com moderado infiltrado de histidcitos e necrose do epitélio das vilosidades.
HE, 0bj.20.

O cultivo bacterioldgico aerdbio e a pesquisa de ovos e odcitos nas fezes nao

apresentaram resultados significativos.

4.3 Avaliacao histologica dos olhos dos animais com catarata

As lesdes oculares eram restritas ao cristalino. Neste notou-se arranjo irregular
das fibras do cristalino, com foco discreto de mineralizagdo, tumefagao e vacuolizagdes
destas fibras (Figura 9), além de ocasionais globulos eosinofilicos, conhecidos como
globulos de Morgagni. Estas lesdes degenerativas eram localizadas predominantemente

no regido cortical.
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Figura 9- Bovino, N 163/08, cristalino. Vacuolizagdes
mutlifocais e tumefagdo (seta) de fibras da camada cortical. HE,
obj. 20.

4.4 Avaliacio imuno-histoquimica

Na tabela 3 estdo resumidas as marcagdes imuno-histoquimicas encontradas nos

5 animais PI analisados.
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Tabela 3- Distribui¢do e quantificacdo da marcagdo imuno-histoquimica em 6rgaos
coletados de 5 animais PI diagnosticados em propriedade do Municipio de Viamao, RS,
no periodo de novembro de 2007 a maio de 2009.

Orgios N1093/07 N163/08 N531/08 N407/08 N979/09

Orelha/pele +++ +++ +++ +++ +++
Olho NC + + + +
C.frontal +++ 4+ +++ +++ +++
Talamo +++ ot +++ e +++
Hipocampo ++ ++ ++ ++ ++
Cerebelo (+) (+) ) (+) (+)
Obex - - - - -
M. cervical NC - NC - -
M. toracica NC - NC - -
M. lombar NC - NC - -
Gang. trig. - - - - .
Tireoide NC +++ +++ 4+ +++
Gld subm NC NC NC NC (+)
Adrenal NC NC NC NC (+)
Bago ++ ++ + + ++
Tonsila NC ++ NC ++ 4t
LN mesent. +++ +++ -+ F++ +++
LN mediast NC NC NC NC +++
LN subm. NC NC NC NC +++
LN hepat. NC NC NC NC 4+
Timo NC + +) ++ ++
Traqueia NC NC NC + +
Lingua NC + + + +

Pulmao + + + + +
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Orgios N1093/07 N163/08 N531/08 N407/08 N979/09

Esofago NC () () () ()
Rumen + + + + +
Reticulo + + + + +
Omaso + + + + +
Abomaso (+) (+) (+) (+) ()
Duodeno ++ NC NC ++ =+
Jejuno ++ ++ ++ ++ ++
fleo ++ ++ ++ ++ ++
Ceco ++ NC NC + +
Colon esp. + NC NC + +
Reto + NC NC () +
Rete i i ) ) )
mirabile
Rim ++ et ++ ++ +++
Ducto def. NC NC NC NC +++
Med. Ossea NC NC NC - -

NC (nao coletado), - (auséncia de marcagdo), (+) (marcagdo imuno-histoquimica discreta),
+ (marcagdo imuno-histoquimica leve), ++ (marca¢ao imuno-histoquimica moderada), +++
(marcagdo imuno-histoquimica acentuada), C. frontal (cértex frontal), M. cervical (medula
cervical), M. tordcica (medula toracica), M. lombar (medula lombar), Gang. trig. (ganglio
trigeminal), Gld. Subm (glandula submandibular), LN mesent. (linfonodo mesentérico),
LN mediast. (linfonodo mediastinico), LN subm. (linfonodo submandibular), LN hepat.
(linfonodo hepético), Colon esp. (colon espiral), Duct. def (ducto deferente), Med. Ossea
(Medula 6ssea).
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As marcacdes positivas no cortex, hipocampo e tdlamo foram mais evidentes no

citoplasma de neuronios (Figura 10A) e em menor proporcao, em células endoteliais

dos capilares e em células da microglia (Figura 10B).

Figura 10- Bovino, N 407/08, talamo, IHQ anti-BVDV. A. Marcagdo positiva de
coloragdo vermelha difusa acentuada do citoplasma de neurdnios. Obj. 20. B. Marcagao
vermelha acentuada no citoplasma de neurdnios, com marcacao ocasional de astrocitos
e células endoteliais. Obj. 40.

No cerebelo, discreta marcagdo foi observada em neurdnios de Golgi e em
células endotelias.

A identificacdo do virus no olho ocorreu na membrana externa limitante, em
células da camada nuclear interna e nas células ganglionares da retina (Figura 11A, B).
No epitélio escamoso da cornea, nas fibras nervosas da lamina cribrosa da esclera e em

fibras do nervo optico (Figura 12A, B).
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Figura 11- Bovino, N 979/09, retina, IHQ anti-BVDYV, obj. 40. A.
De cima para baixo, marcacao positiva de coloragdo vermelha na
membrana limitante, em células da camada nuclear interna ¢ em
c€lulas ganglionares. B. Controle negativo.
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Figura 12- Bovino, N 979/09, IHQ anti-BVDV, obj. 40. A. Esclera apresentando
marcacao positiva de coloracdo vermelha em fibras nervosas da lamina cribrosa. B.
Marcagao positiva também em fibras do nervo 6ptico.

Nos orgaos linfoides a marcagdo era predominantemente em histidcitos,
linfécitos (Figura 13 A, B) e no cortex no timo. Nos linfonodos, linfécitos e histiocitos

dos corddes medulares encontravam-se fortemente marcados.
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folicular e infiltrado de histidcitos. HE, obj. 40. B. Marcagdo positiva vermelha no
citoplasma predominantemente de histiocitos do centro linfoide e em linfécitos do
espaco interfolicular. IHQ anti-BVDYV, obj. 40.

No aparelho digestivo as células marcadas consistiam de células basais do
epitélio e em células mononucleares da submucosa da lingua, es6fago, raimen, reticulo e
omaso. Observou-se ainda, discreta marcagdo na camada basal das células parietais do
abomaso. A marcagdo do intestino ocorreu principalmente em histiocitos dos tecidos
linfoides agregados e em linfocitos da lamina propria.

No sistema respiratorio nas células do epitélio da traqueia, bronquios e
bronquiolos, além de ocasionais marcagdes em histidcitos nos tecido linfoides
agregados a bronquios e bronquiolos, € em células epiteliais descamadas (Figura 14 A,

B). Marcagdes multifocais foram observadas em pneumocitos tipo I1.

Figura 14- Bovino, N 979/09, IHQ anti-BVDV, bronquio, obj. 40. A. Marcacao
positiva avermelhada no epitélio e em células descamadas na luz do bronquio. B.
Marcagao positiva avermelhada em histiocitos no tecido linfoide agregado.

A marcacao de orelha e pele incluia os queratinocitos da epiderme, células

dendriticas da derme e o epitélio dos foliculos pilosos (Figura 15).



60

Figura 15- Bovino, N 407/09 orelha,
IHQ, obj. 20. Marcagdo positiva
avermelhada difusa em queratindcitos
da epiderme, foliculos pilosos e em
células dendriticas da derme.

No rim identificou-se marca¢do multifocal em tubulos renais e difusa na pelve.
No ducto deferente as células epiteliais estavam fortemente marcadas. Dos o6rgdos do
sistema endocrino avaliados, a tireoide apresentou acentuada marcagdo nas células

foliculares.

4.4 Sorologia pelo ELISA

Neste trabalho, o valor de S/P (relagdo positiva) correspondeu a relagdo da
densidade optica das amostras corrigidas por densidade 6ptica dos controles internos do
teste. Portanto, o ponto de corte do teste foi 0,2 S/P, valores abaixo foram considerados
negativos, valores entre 0,2 e 0,3 S/P considerados suspeitos e valores acima de 0,3 S/P
considerados positivos para presen¢a de anticorpos para BVDV.

Dos soros analisados em 2008, 16,67% (5/30) foram negativos, 10% (3/30)
suspeitos e 73,33% (22/30) positivos. Das amostras de 2009, 13,33% (4/30)
considerados negativos, 3,33 % (1/30) suspeitos e 83,33% (25/30) positivos. A
distribuicdo dos niveis de anticorpos nas amostras de animais testados no ELISA em

2008 e 2009 encontra-se na Figura 16.
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Figura 16- Anticorpos contra virus da diarreia viral bovina (BVDV) em amostras
individuais de bezerros com idade de 2-3 meses dos anos de 2008 e 2009, medidos em
ELISA BVDV (IDEXX, Suica).

4.5-Sequenciamento e analise filogenética

A andlise das sequéncias demonstrou que os isolados eram classificados como
BVDV-2. Os produtos de amplificagdo de fragmento da regido 5’UTR do genoma viral

apresentaram 100% de homologia entre si (Figura 17).
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Figura 17- Analise filogenética de fragmento de 233 nucleotideos da regido 5 ndo
traduzida (5’UTR) de isolados de BVDV Itapua RS 3, 4 ¢ 5. Os niimeros indicam a
percentagem de 1000 replicatas de bootstrap que suportam cada ramo filogenético. A
arvore foi preparada usando programa Clustal W e baseada no método Neighbor-joining
parametro Kimura dois. O alinhamento multiplo foi realizado em programa MEGA V .4.
As sequéncias consultadas no GenBank possuem os seguintes numeros de acesso:
BVDV1Coreia2006 (DQ973180), BVDV1b Osloss (AY279528), BVDVla NADL ref
(AF039181), BVDVla Singer (L32875), BVDV2 Giessen (AY379547), CSFV India
2006 (EF026755). A identidade das sequéncias de amplicon do RT-PCR foi verificada
com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank usando programa BLAST.

4.6 Medidas adotadas apds o diagnostico de infeccio pelo BVDV-2

Algumas medidas de controle foram efetuadas na propriedade pelo veterinario
responsavel. A compra de novilhas para reposicdo foi suspensa. As vacas e novilhas
passaram a ser vacinadas com vacina inativada contendo amostras de BVDV-1 e
BVDV-2, em trés doses anuais. De acordo com o veterinario, apos o periodo de 2008

houve uma melhora significativa nos indices reprodutivos do rebanho.



63

5. DISCUSSAO

O diagnostico de infecgdo persistente pelo BVDV-2 ncp bem como o estudo de
sua distribuicdo no animal infectado, foram possiveis devido ao isolamento viral em
cultivo celular, a RT-PCR seguida do sequenciamento do RNA amplificado e
identificacao do virus pela marcagdo imuno-histoquimica em cortes histolégicos.

De acordo com outros autores, em rebanhos categorizados como positivos, o
segundo passo a ser realizado consiste na identificagdo e eliminacdo de animais PL
Sendo esta acdo, a peca-chave no controle e preven¢ao de infecgdes fetais que resultem
no nascimento de outros bezerros PI que irdo manter o virus no rebanho (GREISER-
WILKE; GRUMMER; MOENNIG, 2003; GROOMS, 2004). Para a deteccdo destes
animais, métodos de triagem utilizados neste trabalho corroboram com Laureyns;
Ribbens; Kruif (2009), onde se preconiza o uso de testes de triagem sensiveis como a
RT-PCR juntamente com testes especificos, como o isolamento viral € a imuno-
histoquimica. Com realizagdes de novos testes apés um ano da retirada de cada animal
PI (PRESI; HEIM, 2009).

Segundo Houe (1999), em propriedades onde ha animais PI com idade superior
a 3-4 meses, geralmente mais de 90% do rebanho ¢ soropositivo. Entretanto, as
soroprevaléncias encontradas no seguinte trabalho, nos anos de 2008 e¢ 2009, de 73,
33% e 83, 33% respectivamente, apesar de serem altas possuem pouco valor
diagnostico. Pois, estas amostras foram coletadas de animais com 2-3 meses de idade
que ainda possuem anticorpos maternais. Estes dados refletem a resposta soroldgica das
maes destes bezerros a exposi¢ao viral por vacinas ou animais infectados. Deve-se
considerar também que o teste sorologico pelo método de ELISA ndo diferencia
resposta imunoldgica ao BVDV-1 da resposta ao BVDV-2 (SALIKI; DUBOVI, 2004).

O isolamento viral apesar de ser um teste mais laborioso, foi importante para a
classificagdo dos virus isolados como ncp. Este biotipo ¢ frequentemente isolado de
amostras de campo e tem a habilidade de atravessar a barreira placentaria causando
infeccdo fetal (DEREGT; LOEWEN, 1995; CHARLESTON et al., 2001). Quando esta
infec¢do ocorre entre 40 e 120 dias de gestacdo, o feto reconhece o virus como proprio
durante a ontogénese e tornam-se PI por toda a vida, excretando altos titulos virais no
rebanho (MCCLURKIN et al,, 1984; LIEBLER-TENORIO, 2005; RIDPATH,
FLORES, 2007).



64

A técnica de RT-PCR se mostrou rapida e bastante sensivel, identificando todos
os animais também positivos no isolamento viral em cultivo de células e na imuno-
histoquimica, como citado por Deregt ef al. (2002). Adicionalmente, a utilizagdo deste
teste a partir de pools de soros pode ser utilizada para redugdo nos custos dos testes
diagnosticos e como método de triagem na detec¢do de animais PI menores de 6 meses
de idade, por ndo sofrer interferéncia de anticorpos maternais (PLIZ et al., 2007).
Através do sequenciamento e andlise filogenética das amostras amplificadas a partir do
RT-PCR identificou-se o0 BVDV-2 como agente etioldégico dos 6 casos de infecgdes
persistentes na propriedade.

A THQ de biopsias de orelha tem ganhado aplicacdo importante na investigacdo
de animais PI em rebanhos bovinos (NJAA et al., 2000; GROOMS, KEILEN, 2002;
RIDPATH et al., 2002; BRODERSEN, 2004). Como também verificado por Miller et
al. (2005), neste trabalho a coleta das amostras se mostrou rapida e facil de ser
executada. Assim como a RT-PCR, essa técnica pdde ser empregada em animais de
qualquer idade, pois nao sofre interferéncia de anticorpos colostrais (CORNISH et al.,
2006; HILBE et al., 2007).

A prevaléncia de 0,46% (6/1300) de animais PI, no rebanho estudado se
adequou ao intervalo de 0,1 a 84% citado na literatura (FLORES et al, 2005;
LONERAGAN et al., 2005; VAN CAMPEN, 2009; FULTON et al., 2009b). Relatos de
multiplos animais PI em rebanhos de gado de corte ja foram descritos por outros autores
(WITTUM et al., 2001), sugere-se que a geracdo de animais PI ndo ¢ uma manifestagao
clinica rara da infec¢cdo pelo BVDV. Neste estudo ndo foi possivel realizagdo de testes
de triagem em todas as categorias animais da propriedade. A decisdo de iniciar a
triagem pelos animais com idade entre 2-3 meses se deve ao grande numero de bezerros
subdesenvolvidos € com catarata congénita observados nesta categoria no inicio do
estudo. Assim, a existéncia de outros animais PI e sua permanéncia no rebanho nao
pode ser descartada.

Os principais sinais clinicos associados a infeccdo do BVDV-2 nesta
propriedade sdo semelhantes aos relatados em infecgdes por diferentes genotipos de
BVDV (GOENS, 2002; POTIGIETER, 2004; GROOMS, 2006; RIDPATH; FLORES,
2007), e incluem problemas reprodutivos, nascimento de bezerros fracos e com baixo
desenvolvimento.

Outros isolados de BVDV-2 ja foram descritos em propriedades com problemas

reprodutivos no Brasil (FLORES et al., 2005). A presenca de animais PI pelo BVDV-2
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na propriedade em analise, associada aos baixos indices reprodutivos mencionados pelo
veterindrio, demonstra que a vacina inativada contra o BVDV-lutilizada antes no
periodo de cobertura ndo se mostrou eficaz na protecao contra o isolado de campo. Isto
se deve principalmente, a grande variagdo antigénica existente entre os varios isolados
de BVDV (RIDPATH; BOLIN; DUBOVI, 1994; HAMMERS et al., 2001; KELLING,
2004; KAPIL et al., 2005).

A ocorréncia de dermatite digital acompanhada de formagdes de crostas nas
narinas com secre¢des ocular e nasal, ¢ descrita por alguns autores como consequéncia
da forma cronica da DM (EVERMANN; BARRINGTON, 2005; SCHMITZ, 2006;
FERREIRA et al, 2008). Apesar da semelhanca entre as lesdes macroscopicas e
histolégicas com estes relatos, o caso observado no presente estudo ndo pode ser
correlacionado a DM, visto que somente o biotipo viral ncp foi isolado de cultivos
celulares (POTIGIETER, 2004; RIDPATH; FLORES, 2007).

A maioria dos animais PI morre nos primeiros meses de vida por infec¢des
secundarias ou pela DM (RIDPATH; FLORES, 2007). A babesiose cerebral
diagnosticada no animal N 163/08 e as mortes naturais dos outros PI podem estar
correlacionadas a imunossupressdo induzida pelo BVDV nestes animais, que de acordo
com Ridpath; Flores (2007), pode favorecer infec¢des secundarias. Entretanto, nos
casos de morte natural nenhum microrganismo capaz de estabelecer coinfec¢do foi
isolado.

Os parametros normais observados no leucograma realizado em 3 animais
devem ser interpretados com ressalva. Kapil ef al. (2005) constataram que em animais
PI, diferentemente do que ocorre na infeccdo aguda, a imunossupressdo ¢ induzida
principalmente por alteragdes nas fungdes de linfocitos, macrofagos e neutrofilos,
mesmo que nao haja diminui¢do na populacao linfoide circulante.

A opacidade de cristalino congénita em animais infectados pelo BVDV ja foi
descrita por outros autores (SCOTT et al., 1973; EVERMANN; BARRINGTON, 2005;
GROOMS, 2006), e possivelmente esta associada a infeccao do feto entre os 100 e 150
dias de gestacdo, ou seja, na fase final da organogénese (EVERMANN;
BARRINGTON, 2005). A marcacdo pela IHQ na retina, esclera, cornea e nervo optico
indica a presenca de antigenos virais nestes tecidos, mas ndo confirma que o virus tenha
causado alteracgdes in utero. A observacao de lesdes degenerativas no cristalino de dois
animais cegos ¢ semelhante a descrita por Ushigusa et al. (2000) em um estudo

patologico das desordens oculares de bovinos no Japdo. Neste estudo o autor destaca
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que estas alteragdes podem estar relacionadas a infecgdo congénita por virus
teratogénicos como o BVDV, Akabane e Aino, ou a genes autossomicos recessivos ou
ainda a distirbios nutricionais. Dentre as causas virais, o BVDV ¢ a unica associado
com malformagdes no Brasil (SCHMITZ, 2006; PAVARINI et al., 2008), entretanto
outras possiveis causas de catarata devem ser investigadas.

Os achados de necropsia como evidenciagdo das placas de Peyer, aumento dos
linfonodos mesentéricos e pontos brancos na superficie cortical sdo semelhantes aos
encontrado por Liebler-Tenorio; Ridpath; Neill (2003) em estudo experimental com
uma cepa de BVDV-2 ncp de baixa viruléncia. Ulceras na cavidade oral, como as
observadas em dois animais, também sdo citadas como lesdes macroscopicas
encontrada em animais PI (SHIN; ACLAND, 2001).

No exame histopatologico e imuno-histoquimico desses animais as principais
alteracdes e marcagdes encontradas também sdo citadas por outros autores (LIEBLER-
TENORIO; RIDPATH; NEILL, 2003; POTGIETER, 2004; SCHMITZ, 2006). O virus
foi detectado, predominantemente em células linfoides e epiteliais de diversos orgaos,
como descrito por Shin; Acland (2001). Como observado por Liebler-Tenorio (2005)
ndo houve correlacio entre quantidade de antigeno viral e local das lesdes histologicas.
A marcagdo em foliculos pilosos, células dendriticas e em queratindcitos da epiderme
encontrada na pele e orelha dos animais deste trabalho sdo caracteristicas dos animais
PIs (NJAA et al., 2000; BRODERSEN, 2004; SCHMITZ, 2006).

O neurotropismo do BVDV pdde ser observado na marcagdo antigénica no
citoplasma de neurdnios do sistema nervoso central, com predilecio pelo cortex cerebral
e hipocampo e na marcacdo de neurdnios de Golgi da camada granular do cerebelo,
confirmando os resultados obtidos por Hewicker et al. (1990). Adicionalmente, neste
trabalho verificou-se também marcacao leve de células da glia e em células endoteliais
dos capilares, semelhante ao encontrado por Schmitz (2006).

O epitélio folicular da tireoide apresentou marcacdo positiva acentuada nos 4
animais em que se analisou este tecido. De acordo com Larsson et al. (1995) a
replicagdo viral nas células foliculares de tireoide pode interferir na sintese e secrecao
dos horménios tireoidianos, causando retardo no crescimento destes animais quando
comparados a animais sadios.

As marcacdes acentuadas predominantemente em histidcitos e em alguns

linfocitos nos sinusoides e centrofolicular dos linfonodos e na cortical do timo também
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foram demonstradas por Liebler-Tenorio; Ridpath; Neill (2003), confirmando a
predile¢ao do virus por células do tecido linfoide.

As medidas de biosseguranga t€ém por objetivo prevenir a exposi¢ao do rebanho
ao BVDV, desta forma todos os fatores de riscos associados a cada propriedade devem
ser cuidadosamente estudados (PRESI; HEIM, 2009). Neste caso, a deteccdo ¢
eliminacdo do PI e a suspensdo da compra de novilhas de reposi¢do auxiliaram na
redugdo destes fatores de risco. A alteragdo na vacina utilizada ajuda a diminuir o risco
de novilhas que ainda ndo tiveram contato com o virus de contrair a infeccao durante a
gestagdo, diminuindo principalmente o risco de nascimento de novos PI (LAUREYNS;
RIBBENS; KRUIF, 2009).

Em coletas futuras podera ser feito o spot test previamente ao teste de triagem.
Este teste consiste na sorologia de um pequeno niumero de animais com idade superior a
6 meses. Segundo HOUE (1999) em rebanhos vacinados por vacina inativada o titulo de
anticorpos sera significativamente maior em rebanhos com animais PI quando
comparados a rebanhos sem animais PI. Desta forma, a alta titulacdo de anticorpos em
pelo menos 3 amostras de cada 5 coletadas de animais com idade acima de 6 meses,
indica que estes animais foram expostos ao BVDV, sugerindo a presenca do PI nesta

categoria.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho identificou-se a infec¢do persistente pelo BVDV-2 ncp em 1
animal com 2 anos de idade e em 5 com idade entre 2-3 meses. Totalizando 0,46%
(6/1300) dos animais de uma propriedade de gado de corte no Municipio de Viamao,
RS. Porém, esta porcentagem pode estar subestimada em virtude da ndo realizacao de
métodos de triagem em outras categorias animais da propriedade.

A RT-PCR em pools de soro se mostrou sensivel no diagnostico de animais
persistentemente infectados e em conjunto com a IHQ em bidpsias de orelha podem ser
utilizadas como método de diagnoéstico de infecgdes persistentes em rebanhos.

Diferentemente da sorologia, a IHQ e a RT-PCR podem ser realizadas em
animais com idade inferior a 6 meses, ndo sofrendo interferéncia de anticorpos
colostrais.

A vacina contra BVDV-1 nao foi capaz de promover a protecao fetal durante a
exposi¢do da fémea prenhe ao BVDV-2, ocasionando falhas reprodutivas e nascimento
de animais persistentemente infectados.

Nascimento de bezerros fracos e grande ntimero de animais com retardo no
desenvolvimento foram os principais sinais clinicos encontrados na infec¢ao pelo
BVDV-2 ncp nesta propriedade.

Nao se diagnosticou a etiologia da opacidade de cristalinoa congénita observada
nesta propriedade. Entretanto, o BVDV ndo pode ser descartado do diagndstico
diferencial de propriedades com este problema.

Os achados de necropsia observados nos 5 animais persistentemente infectados
pelo BVDV-2 foram aumento de linfonodos mesentéricos e evidenciagdo das placas de
Peyer no intestino delgado.

A pododermatite verificada em um animal nao estava associada a superinfec¢ao
por amostra homologa cp, ou seja, nao se tratava de um caso de doenga das mucosas. E
as lesdes de pele encontradas neste animal podem ser consequentes da replicagdo viral
em células epitelias.

Infiltrado mononuclear na lamina propria principalmente do intestino delgado e
rarefacdo linfoide com infiltrado histiocitario nos centrofoliculares de linfonodos ¢ nas

placas de Peyer foram comuns aos cinco animais analisados.
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A demonstragdo do antigeno viral nos 5 animais avaliados ocorreu
principalmente em: queratindcitos da epiderme, no epitélio de foliculos pilosos e células
mononucleares da derme de orelhas e pele; histiocitos e, em menor propor¢ao, em
linfécitos dos linfonodos; células foliculares da tireoide; no citoplasma de neurdnios e
em menor escala, em células da glia no cértex cerebral e no hipocampo.

Novas coletas deverdo ser efetuadas em animais nascidos no ano de 2010, para

identificacdo de possiveis animais persistentemente infectados.
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