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Now, don't hang on
Nothing lasts forever but the earth and sky
It slips away

And all your money won't another minute buy

Dust in the wind

All we are is dust in the wind

Kansas — Dust in the wind



RESUMO

A diarreia viral bovina (BVD) é uma importante enfermidade, sendo responséavel por
perdas econdmicas em rebanhos de todo 0 mundo. A BVD é causada por trés espécies do
género Pestivirus da familia Flaviviridae, sendo eles o virus da diarreia viral bovina tipo
1 (BVDV-1), BVDV-2 e BVDV-3. Os pestivirus apresentam grande variabilidade
genética e antigénica entre as espécies virais, 0 que pode levar a falhas no diagnostico e
na imunizagdo. O presente trabalho investigou a diversidade de pestivirus de bovinos de
amostras da Regido Nordeste brasileira através da técnica de virus neutralizacdo (VN)
comparativa e reacdo de RT-PCR seguida de sequenciamento dos produtos de
amplificacdo. Seiscentas amostras de soro foram testadas por VN contra cepas de BVDV-
1, -2 e -3 e comparou-se os titulos obtidos contra cada espécie. Como resultado, 26%
(156/600) das amostras apresentaram-se soropositivas, sendo que 14,3% (86/600)
apresentaram maiores titulos de anticorpos (mais que quatro vezes) contra 0 BVDV-2,
5,3% (32/600) contra 0 BVDV-1 e 3,3% (20/600) contra 0 BVDV-3. Além disso, 1,5%
(9/600) apresentaram titulo (inferior a quatro vezes) contra mais de uma cepa, nao sendo
possivel definir a cepa para qual a amostra é de fato soropositiva, o que foi observado
entre BVDV-1e -2, BVDV-1e -3 e BVDV-2 e BVDV-3 em 0,7% (4/600), 0,5% (3/600)
e 0,3% (2/600) amostras, respectivamente. Uma amostra (0,16%) foi positiva na RT-PCR
e 0 sequenciamento indicou identidade de 97,6% com uma cepa de BVDV-3. A maior
soroprevaléncia para BVDV-2 no Nordeste do Pais observada no presente estudo
contrasta com a maior frequéncia de BVDV-1 relatada na maioria do mundo, além da
maior frequéncia de BVDV-3 relatada na mesma regido em trabalho prévio utilizando
RT-PCR e sequenciamento. Os dados expostos no presente estudo reforcam a necessidade
de revisdo das vacinas contra a BVD utilizadas no Pais que deveriam conter BVDV-1, -
2e-3.

Palavras-chave: Anticorpo, BVDV, pestivirus, virus neutralizacao, bovino.



ABSTRACT

Bovine viral diarrhea (BVD) is an important disease, accounting for economic losses in
herds around the world. BVDV is caused by three species of the genus Pestivirus of the
Flaviviridae family, including BVDV-1, BVDV-2 and BVDV-3. Pestiviruses show great
genetic and antigenic variability among viral species, which can lead to failures in
diagnosis and immunization. The present work investigated the bovine pestivirus diversity
of samples from the Brazilian Northeast region through the comparative virus
neutralization (VN) and RT-PCR reaction followed by sequencing the amplification
products. Six hundred serum samples were tested by VN against BVDV-1, -2 and -3
strains and the titers obtained against each species were compared. As a result, 26%
(156/600) of the samples were seropositive, and 14.3% (86/600) presented higher
antibody titres (more than fourfold) against BVDV-2, 5.3% (32/600) against BVDV-1 and
3.3% (20/600) against BVDV-3. In addition, 1.5% (9/600) presented titre (less than
fourfold) against more than one strain, and it is not possible to define the strain for which
the sample is actually seropositive, which was observed between BVDV-1 and -2, BVDV-
1 and -3 and BVDV-2 and BVDV-3 in 0.7% (4/600), 0.5% (3/600) and 0.3% (2/600)
samples, respectively . A sample (0.16%) was positive on RT-PCR and the sequencing
indicated 97.6% identity with a BVDV-3 strain. The greater seroprevalence for BVDV-2
in the Northeast of the country observed in the present study contrasts with the higher
frequency of BVDV-1 reported in most of the world, besides the higher frequency of
BVDV-3 reported in the same region in previous work using RT-PCR and sequencing.
The data presented in this study reinforce the need to review BVDV-1, -2 and -3 vaccines
against BVDV in the country.

Keywords: Antibody, BVDV, pestivirus, virusneutralization, cattle.
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1. INTRODUCAO

Os virus pertencentes ao género Pestivirus, familia Flaviviridae sdo pequenos virus de
genoma RNA de fita simples de 12,3 kilobases (Kb), envelopados, medindo entre 45 e 60
nm de didmetro. Recentemente, uma proposta de mudanca de nomenclatura foi
apresentada pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) para fornecer um
sistema de nomenclatura mais uniforme. Com isso, existem hoje 11 espécies reconhecidas
e nomeadas de Pestivirus A a K, entre os quais o virus da diarreia viral bovina tipo 1
(BVDV-1) foi renomeado como Pestivirus A, BVDV-2 como Pestivirus B, e o virus Hobi
ou BVDV-3 como Pestivirus H (SIMMONDS et al., 2017).

Os pestivirus apresentam grande variabilidade genética, sendo que entre os pestivirus de
bovinos (BVDV-1, BVDV-2 e BVDV-3) foram propostas classificagdes em subtipos
baseadas em sequéncias da 5' UTR e NP (NAGAI et al., 2004; RIDPATH et al., 1994;).
O BVDV-1 possui até 21 subtipos (1a até 1u), o BVDV-2 até trés (2a até 2c) e 0 BVDV-
3, quatro (3a até 3d). Tais classificacbes podem funcionar como marcadores
epidemioldgicos de localidade e ha relatos na literatura de que ha diferencas na
reatividade soroldgica cruzada entre os diferentes subtipos (RIDPATH, 2003). No Brasil,
ha relatos da presenca de BVDV-1, BVDV-2 e BVDV-3, onde 0 BVDV-1a parece ser o
mais frequente na regido Sul (WEBER et al., 2014) e 0 BVDV-3 na regido Nordeste
(SILVEIRA et al., 2017).

Os pestivirus de bovinos também podem infectar outros ruminantes domésticos e
silvestres, além de suinos e javalis (SIMONDS et al., 2017).

O BVDV esta associado, desde uma doenca subclinica leve, a sindrome hemorragica
aguda grave (STOFFREGEN et al., 2000), sendo também comumente associado a casos
de doenca respiratoria bovina em conjunto com outros patégenos respiratorios primarios
e oportunistas (HAY et al., 2016). O BVDV infecta a maioria dos 6rgdos do hospedeiro,
incluindo os sistemas respiratorio, imunoldgico, digestivo e reprodutivo. Se a infecgdo
ocorre no inicio da gestacdo, o bezerro resultante pode nascer persistentemente infectado
(Pl) (FULTON et al., 2009b). Esses animais geralmente sdo animais refugo, com
desenvolvimento retardado, e tornam-se portadores permanentes que excretam o virus
continuamente em secrecdes e excre¢des durante toda sua vida, sendo considerados 0s
principais responsaveis pela manutencdo do virus no rebanho (FLORES, 2017). Além
disso, individuos Pl vivem em média até dois anos, quando morrem por complicacdes
causadas pela imunodepressdo induzida pelo virus ou de doenca das mucosas, que é um
quadro clinico desenvolvido quando o animal é superinfectado com cepa citopatica de
origem enddgena ou exogena (FLORES, 2017).

Por possuir alta diversidade genémica e antigénica, o diagndstico preciso do BVDV é
obtido pela associacdo de diferentes testes (SANDVIK, 2004). Os testes moleculares,
como a RT-PCR, possuem praticidade quanto ao tempo de resultado e quando acrescidos
de sequenciamento podem fornecer informacdes como a espécie e subtipo viral.

Os testes sorologicos sdo excelentes para levantamentos epidemioldgicos e
monitoramento de rebanhos (LINDBERG, 1999). Entre eles, a virus-neutralizacdo (VN)
é o teste soroldgico de referéncia e pode ser muito especifico e facilmente adaptavel ao



gendtipo prevalente através da escolha do virus-semente (FLORES, 2017). Cabe ressaltar
que os testes soroldgicos podem apresentar valor limitado em rebanhos vacinados,
podendo causar dificuldades na interpretacdo dos resultados, devido as diferencas
antigénicas baseadas na neutralizacdo cruzada, na ligacdo de anticorpo monoclonal
(BACHOFEN, et al., 2008; PIZARRO-LUCERO et al., 2006; BOLIN et al., 1998) e na
resposta dos animais Pl & vacinacdo (FULTON et al., 2003).

O controle da infeccdo pelo BVDV baseia-se na identificacdo e eliminacdo dos animais
Pl, associada ou ndo com o uso de vacinas (BOLIN, 1995). Contudo, no Brasil, existem
somente vacinas contendo BVDV-1a e BVDV-23, e, de acordo com as pesquisas ja
realizadas, sdo de espécies nao circulantes no pais, o que pode gerar falhas na efetividade
do programa. Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo investigar a
diversidade de pestivirus de bovinos de amostras do Nordeste brasileiro usando VN
comparativa com especies distintas de pestivirus de bovinos como virus-semente e RT-
PCR seguida de sequenciamento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Taxonomia

A familia Flaviviridae, da qual fazem parte inimeros virus de importancia na saude
humana e animal, é composta por quatro géneros: Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus e
Pestivirus (Figura 1). Os virus do género Flavivirus sdo transmitidos principalmente por
artropodes (arbovirus), contando com 53 espécies dentre as quais estdo patdgenos muito
importantes para a saide humana como o Virus da Dengue, Virus da Febre Amarela,
Virus da Encefalite Japonesa, Virus do Oeste do Nilo e Virus Zika. O género Hepacivirus
é composto por 14 espécies, dentre as quais 0 mais antigo e importante é o Hepacivirus
C (Virus da hepatite C), que infecta humanos. As onze espécies descritas no género
Pegivirus estdo relacionadas a diversos hospedeiros, sendo que correlagdo entre estes
virus e algum tipo de patogenia ainda néo foi relatada (SIMMONDS et al. 2011). Por fim,
0 género Pestivirus abriga onze espécies (Pestivirus A-K), sendo que a maioria destes tem
relevancia e impacto na saude animal, ndo havendo importancia ou impacto direto na

saude humana.
Hepatitis C virus 7]
Hepatitis C virus genotype 5a
Hepatitis C virus (isolate NZL1)
. . Hepacdivirus
Hepatitis C virus QC69 subtype 7a
Hepatitis C virus strain H77
Hepatitis C virus
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( Yellow fever virus
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Flavivirus

—
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Figura 1: Filogenia da familia Flaviviridae.



O género Pestivirus era oficialmente composto, até o ano de 2017, por quatro espécies
reconhecidas: o Virus da Diarreia Viral Bovina 1 e 2 (BVDV-1, -2), o Virus da Doenca
da Fronteira (BDV) e o Virus da Peste Suina Classica (CSFV). Em 2018, a nomenclatura
das espécies foi modificada, e outras possiveis novas espécies ja descritas foram
adicionadas oficialmente ao género, de acordo com o Comité Internacional de Taxonomia
de Virus (ICTV) (SIMONDS et al., 2017) (Tabela 1). Desta maneira, BVDV -1, BVDV-
2, CSFV e BDV passaram a ser Pestivirus A, B, C e D, respectivamente. As possiveis
novas espécies adicionadas ao género Pestivirus foram: Pestivirus E (VILCEK et al.,
2005), Pestivirus F (KIRKLAND et al., 2015), Pestivirus G (AVALOS-RAMIREZ et al.,
2001), Pestivirus H, anteriormente denominado Hobi-like (SCHIRRMEIER et al., 2004),
Pestivirus | (OGUZOGLU et al., 2009), Pestivirus J (FIRTH et al., 2014) e Pestivirus K
(HAUSE et al., 2015) (Tabela 1; Figura 2). Esta nova classificacdo foi feita com base na
sequéncia de nucleotideos do genoma completo, portanto duas novas provaveis espécies,
um pestivirus descrito em morcego (WU et al., 2012) e pestivirus descritos em pequenos
ruminantes na Tunisia (THABTI et al., 2005) nao foram oficialmente reconhecidos como
pertencentes ao género Pestivirus devido aos genomas estarem somente parcialmente
sequenciados.

Tabela 1: Espécies do género Pestivirus .

Denominacéo
anterior
Virus da Diarréia

Pestivirus A Viral Bovina 1 NADL M31182 BVDV1

Abreviacdo

Espécie Cepa referéncia NUmero de acesso

.. Virus da Diarréia
Pestivirus B Viral Bovina 2 890 U18059 BVDV2

Virus da Peste Suina

Pestivirus C Classica Alfort 187 X87939 CSFV
Pestivirus p  ¥1TUS 42 Doenca da X818 AF037405 BDV
Fronteira

Pestivirus E Virus Pronghorn AY781152 PAPeV
Pestivirus F Virus Bungowannah ~ Bungowannah EF100713 PPeV
Pestivirus G Virus de Girafa H138 AF144617 GPeV
PestivirusH  Virus HoBi - like  Th/04_KhonKaen FJ040215 HoBiPeV
Pestivirus I Virus Aydin - like 04-TR JX428945 AydinPeV
Pestivirus J Virus de roedor NrPV/NYC-D23 KJ950914 RPeV

Pestivirus K Virus Atipico Suino 515 KR011347 APPeV
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Figura 2: Arvore filogenética do género Pestivirus.
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Uma caracteristica Gnica do género Pestivirus é a presenca de duas proteinas exclusivas,
a E RNase (E™) e a proteina N-terminal (NP™), ndo sendo encontradas proteinas
homdlogas nem nos géneros mais préximos, como Flavivirus e Hepacivirus (NEILL,
2013). Além disso, os isolados também podem ser classificados em biotipos citopatico
(cp) ou ndo-citopatico (ncp), de acordo com a capacidade de produzir efeito citopatico
em cultivo celular (POCOCK et al., 1987). J& para a demarcacdo de espécies dentro do
género, sdo consideradas como espécies diferentes as que apresentam no minimo 25% de
divergéncia de nucleotideos no genoma completo. Podem auxiliar nesta demarcagao entre
espécies outros dois critérios: diferenca de pelo menos 10 vezes no titulo de neutralizacéo
em testes de neutralizagdo cruzada com soros imunes policlonais e gama de hospedeiros
que podem ser infectados (ICTV, 2017).

H& importantes variacdes genéticas e antigénicas até mesmo dentro das espécies de
pestivirus. A classificacdo de subgrupos dentro das espécies, apesar de ndo reconhecida
pelo ICTV, é amplamente utilizada e feita de acordo com analises filogenéticas da
sequéncia de nucleotideos de regides como a 5’ ndo traduzida (5’UTR), Npro e E2, através
dos métodos Maximum likelihood e anélise Bayesiana (LIU et al., 2009). Com base em
diversos estudos de filogenia, o Pestivirus A (BVDV-1), por exemplo, atualmente pode
ser dividido em pelo menos 17 subtipos nomeados por ordem alfabética (A a Q) (DENG
et al., 2012). O Pestivirus B (BVDV-2) € dividido em trés subtipos (A a C) (FLORES et
al., 2002), o Pestivirus C (BDV) em sete gendtipos (1 a 7) (KAWANISHI et al., 2014) e
0 Pestivirus D (CSFV) em trés genogrupos (1, 2 e 3) que se dividem em varios
subgenotipos (POSTEL et al., 2013). Algumas das novas espécies incluidas no género
também demonstram grande diversidade genética, como é o caso do Pestivirus H
(‘HoBi’-like), com trés subtipos propostos de acordo com a origem geografica das cepas
(MISHRA et al., 2014) e do Pestivirus K (APPV), que apesar de descrito pela primeira
vez em 2015, ja tem relatada grande diversidade entre isolados (BEER et al., 2016). Estas
divisbes em subgrupos dentro das espécies devem-se a grandes variagcdes genéticas entre
as cepas, e a maior implicancia pratica destas variacdes € que as variacdes genéticas
podem gerar baixa reatividade soroldgica cruzada, levando a falhas vacinais e perda da
habilidade de deteccdo dos testes de diagnéstico (RIDPATH, 2003). Visando facilitar a
compreensdo do texto, a partir de agora o Pestivirus A sera chamado de BVDV-1,
Pestivirus B, de BVDV-2 e Pestivirus H, de BVDV-3.

2.2 Virion e organizacao gendmica

Os virions do género Pestivirus possuem 40-60 nm de diametro e tém formato esférico
devido ao envelope composto de membranas da célula hospedeira (SIMMONDS et al.,
2017). O capsideo pode apresentar formato icosaédrico (Figura 3), porém sugere-se que
a estrutura é polimdrfica e sem formato definido (RIEDEL et al., 2017).
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Figura 3: Descri¢éo esquematica da estrutura de um virion do género Pestivirus.

A) Foto de microscopia eletronica de virions do Pestivirus C. B) llustracdo esquematica
do virion. Adaptada de: Tautz et al. (2015).

Os pestivirus séo virus envelopados que tém o genoma constituido por uma fita simples
de RNA de polaridade positiva de 11,5 a 13 kilobases, possuindo duas regides nédo
traduzidas nas extremidades 5’ e 3’. O genoma tem uma unica fase aberta de leitura
(ORF), que é traduzida em uma longa poliproteina de aproximadamente quatro mil
amino&cidos. Esta poliproteina é posteriormente clivada em 11 a 12 proteinas, sendo
quatro estruturais (E) e as demais ndo estruturais (NS) (KIRKLAND et al., 2015). A
poliproteina é clivada em proteinas individuais a medida que é traduzida: proteina N
(Npro), proteina do capsideo (C), glicoproteinas do envelope (Erns, E1 e E2), proteina 7
(p7) e as proteinas ndo-estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (Figura 4)
(SIMMONDS et al., 2017).
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Figura 4: Esquema de organizacdo do genoma de pestivirus.



O genoma dos membros da familia Flaviviridae ndo possui estrutura cap na regido 5’do
genoma (BROCK et al., 1992), que tem funcdo de interacdo com o ribossomo e
sinalizacdo de inicio da tradugdo. A estratégia para garantir a traducéo do RNA utilizando
a maquinaria celular do hospedeiro envolve a ligagdo dos ribossomos em uma estrutura
secundaria e terciaria formada pelo RNA nesta regido, denominada sitio interno de
entrada no ribossomo (IRES). Neste sitio € sinalizada e iniciada a traducdo (POOLE et
al., 1995) e, por ser altamente conservada entre 0s pestivirus, a sequéncia de nucleotideos
é utilizada em andlises filogenéticas (THURNER et al., 2004).

A primeira proteina viral traduzida € a proteina ndo estrutural NP, que possui atividade
autoproteolitica, sendo responsavel pela propria clivagem da poliproteina (STARK et al.,
1993). A Npro s0 é encontrada nos pestivirus e ndo possui homologia com nenhuma outra
protease (RAWLINGS, et al., 2012) e, por interferir na via do Interferon tipo I (IFN), ja
foi associada a habilidade dos pestivirus de gerar infeccbes persistentes de fetos
(CHARLESTON et al., 2001).

A E1 e E2 s@o proteinas integrais da membrana e fortemente inseridas a ela. A proteina
E1 forma heterodimeros com a proteina E2 (THIEL et al., 1991), sendo que estes
heterodimeros sdo necessarios para a entrada do virus na célula (RONECKER et al.,
2008). Com base na proteina dos flavivirus, supde-se que a funcéo da E1 nos pestivirus é
atuar como chaperona da proteina E2, que teria funcdo de ligacdo a receptores celulares
(LI et al., 2008). Embora seja uma glicoproteina do envelope, animais infectados nao
produzem anticorpos contra E1 e esta ndo € um alvo de linfécitos T (KIMMAN et al.,
1993).

A proteina E2 possui caracteristicas que a tornam capaz de realizar fusdo de membranas,
sendo indicada como uma das responsaveis pela entrada do virus na célula
(FERNANDEZ-SAINZ et al., 2014) e determinante do tropismo celular (LIANG et al.,
2003). O receptor celular mais descrito e tido como principal receptor do Pestivirus A é
0 CD46 bovino, um cofator que protege a célula de um ataque inespecifico do sistema
complemento (MAURER et al., 2004). Porém é suposto que 0s pestivirus necessitem de
outros cofatores para entrada na célula, como receptores de heparan-sulfato (DRAGER,
2015).

2.3 Biotipos

Os pestivirus podem apresentar dois biotipos: o0 biotipo NCP, que ndo causa destruicdo
celular, e o biotipo CP, que causa a apari¢do de efeito caracteristico nas células em
cultivo. O biotipo NCP é o mais encontrado na natureza, sendo o unico biotipo capaz de
gerar animais persistentemente infectados, quando ocorre infec¢do intra-uterina. Nos
isolados caracterizados como NCP, as proteinas virais NS2 e NS3 encontram-se em sua
maioria na forma fusionada NS2-3; ja o biotipo CP é originario de mutacdes, delegdes e
rearranjos genéticos que afetam a proteina viral NS2-3, que passa a ser clivada sob a
forma de duas proteinas individuais (POCOCK et al., 1987). Varias mudangas no genoma
ja foram relatadas como formas de geracdo da NS2 e NS3 individuais: insercdes de
sequéncias celulares do hospedeiro, como a sequéncia Jiv (BECHER, 2011), duplicacfes



de sequéncias do prdprio genoma (TAUTZ et al., 1996), delecdes de parte do genoma
(KUPFERMANN et al., 1996), mutacdes pontuais (KUMMERER, 2000) ou rearranjos
dentro do genoma (MEYERS et al., 1992).

2.4 Patogenia e sinais clinicos

A apresentacdo clinica e a severidade da doenca dependem de caracteristicas importantes,
como genotipo e amostra viral, idade, status imunoldgico e reprodutivo do hospedeiro e
infeccBes concomitantes com outros patdgenos (RIDPATH, 2010). Apesar do termo
“diarreia” compor o nome da enfermidade (diarreia viral bovina), sinais respiratorios e
reprodutivos s&o mais comumente descritos (DUBOVI, 2011). Cabe ressaltar que ainda
se sabe muito pouco acerca do quadro clinico causado por infecgdes com espécies atipicas
de pestivirus (BVDV-3) em bovinos, mas sinais respiratorios e reprodutivos também
parecem predominar (DECARO et al., 2012a; DECARO et al., 2012b; LARSKA et al.,
2012).

A infeccdo pode resultar em infecgdo persistente, que ocorre quando o feto é infectado no
terco médio de gestagdo (MACLACHLAN, 2011) (Figura 5). Os fetos infectados nesse
periodo desenvolvem imunotolerancia ao virus e 0 seu organismo jamais consegue
elimina-lo. Esses animais geralmente sdo animais refugo, com desenvolvimento
retardado, e tornam-se portadores permanentes que excretam o virus continuamente em
secrecOes e excregdes durante toda sua vida, sendo considerados os principais
responsaveis pela manutencdo do virus na natureza. Esses animais vivem cerca de dois
anos, até morrerem de complicacdes causadas pela imunodepressdo induzida pelo virus
ou de doenga das mucosas, que € um quadro clinico desenvolvido quando o animal é
superinfectado com cepa citopatica de origem enddgena ou exdgena do virus (FLORES,
2017). Com isso, a identificacdo e eliminacdo sisteméatica desses animais
persistentemente infectados (PI) levaram ao éxito na erradicacdo desse agente em bovinos
em alguns paises europeus (LINDBERG, 1999).
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Figura 5: Consequéncias de infeccdo persistente pelo BVDV.

2.5 Métodos de diagndstico

Os avangos recentes nas técnicas laboratoriais também contribuiram positivamente para
as campanhas de controle e erradicagcdo dos pestivirus. A combinacdo de diferentes
técnicas de ELISA, imunoistoquimica (IHC) e biologia molecular aprimoraram o
diagnéstico individual e de rebanhos para pestivirus de ruminantes, permitindo o
diagndstico sistematico por deteccdo de anticorpos, antigenos ou genoma viral (OIE,
2008). Dentre os testes utilizados no diagndstico, o isolamento viral (IV) € um teste
confirmatorio por exceléncia, porém necessita de amostras coletadas assepticamente e
conservadas sob refrigeracdo, além de ser um teste laborioso e demorado (BRUM, 2007).
A prova de imunoistoquimica, cuja sensibilidade é de 100%, é realizada a partir de bidpsia
de pele da orelha, sendo indicada principalmente para identificacdo de bezerros Pl
(GROOMS, 2002). Os testes sorologicos sdo excelentes para levantamentos
epidemioldgicos e monitoramento de rebanhos. A SN é um teste soroldgico de referéncia
por ser muito especifico e facilmente adaptavel ao tipo de pestivirus de ruminantes
presentes em cada regido. Apesar disso, € uma técnica demorada, laboriosa e envolve
obrigatoriamente cultivo celular e manipulacao de virus (BRUM, 2007). Ja os testes de
ELISA, tanto diretos, onde se busca o agente, com anticorpos especificos fixados em
placas de 96 cavidades, como indiretos, onde se busca anticorpos, com o antigeno fixado
nas placas, sdo as provas sorologicas mais apropriadas para analisar grande numero de
amostras porque séo rapidos, praticos e biosseguros, embora a sensibilidade seja variavel
(SANDVIK, 2005).

As técnicas de biologia molecular sdo rapidas e possibilitam a identificacdo de variacdes
gendmicas minimas e analises filogenéticas (VILCEK et al., 2001), porém, dependem da



integridade do genoma viral de RNA. A reacdo da transcriptase reversa, seguida da reacéo
em cadeia da polimerase (RT-PCR), baseada na regido 5’UTR permite identificar o
pestivirus de uma forma mais rapida quando comparada com as outras técnicas. Como
diferencial, pode ser aplicada em diversos materiais bioldgicos, como soro, leite e tecidos
(WEBER et al., 2013). Quando associada ao sequenciamento, permite a caracterizacao
de cepas, caracterizagdo esta que, se divergente pode resultar em falhas em métodos de
diagndstico e falhas vacinais (WEBER et al., 2014a).

2.6 Controle e prevencéao

O controle com vacinagdo € indicado para rebanhos com alta rotatividade de animais,
rebanhos com sorologia positiva, com histérico de doenca clinica ou reprodutiva e com
confirmacdo da presenca do BVDV (FLORES, 2012). Sua utilizacdo é recomendada
principalmente para a imunizacao de fémeas suscetiveis antes da temporada de cobertura,
prevenindo a transmissdo via transplacentaria e consequente geracdo de animais Pl
(MOENNIG et al., 2005). A estratégia tem sido bastante utilizada nos Estados Unidos e
Canada, especialmente através do uso de vacinas vivas modificadas (MLV)
(NEWCOMER, 2015). Cabe ressaltar que neste tipo de protocolo, ha a necessidade de
constante atualizacdo acerca das variantes virais em circulacdo, que devem constar nas
vacinas (MAHONY et al., 2005), visto as diferencas de imunidade cruzada entre
diferentes espécies e subtipos de pestivirus (RIDPATH, 2016). Isto pode ser
exemplificado pela selecdo de BVDV-1b em relacdo a BVDV-1a, através do uso de MLV
contendo BVDV-1a no rebanho bovino americanos nos ultimos 25 anos (RIDPATH et
al., 2011).

No Brasil, predominam as vacinas inativadas contendo BVDV-1a e BVDV-2a, havendo
somente uma vacina viva disponivel, sendo que todas estas sdo compostas de espécies
gue ndo as de maior ocorréncia no pais. (de BRITO et al., 2010; Zardo et al., 2017;
WEBER et al., 2014). Muitas dessas vacinas sao polivalentes e contém também antigenos
do herpesvirus bovino tipo 1, virus respiratorio sincicial bovino e virus parainfluenza
bovino tipo 3, além de alguns sorovares de bactérias. Seu uso ainda € incipiente e
realizado de forma desigual em diferentes regides e sistemas de producdo (FLORES et
al., 2005). Além disso, trabalhos realizados com as vacinas a disposicdo no Pais tém
demonstrado pouca eficiéncia destas frente a isolados brasileiros, além da verificacdo da
producdo de baixos titulos de anticorpos e auséncia de protecdo fetal (ZARDO, 2017,
ANZILIERO et al., 2015). Diante disso, as vacinas em utilizacdo no Brasil necessitam
ser revisadas, devendo conter as espécies em circulacao no Pais.

Em seu trabalho, Silveira et al. (2017) encontraram somente a presenca de BVDV-3 no
Nordeste brasileiro, através de técnicas moleculares convencionais. Para tanto, buscamos
conhecer a epidemiologia dos pestivirus no Nordeste brasileiro através da analise
soroldgica de amostras, bem como a analise molecular em tempo real.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Amostras

Durante os anos de 2012 e 2013, foram coletadas 19.344 amostras de soro de bovinos,
sendo 11.315 de 394 propriedades do estado do Maranhdo e 8.029 amostras de 371
propriedades do estado do Rio Grande do Norte. (Figura 6). Estas amostras foram
coletadas durante o Programa Nacional de Erradicacdo da Febre Aftosa (PNEFA) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), realizado pelos 6rgaos
oficiais de cada estado para monitorar a circulacdo viral nesta regido. Do total de
amostras, foi calculada uma amostragem de 377 soros para estimar a frequéncia de BVDV
na subpopulagdo deste universo amostral, conforme a formula abaixo:

Z¢*xp*(1-p)
2

g2

n=

onde p ¢ a prevaléncia estimada (50%), Z (a/2) € o valor da distribui¢do normal padrao
para o nivel de confianca estipulado e € ¢ o erro absoluto desejado. O valor foi extrapolado
para 600, dessa forma, as 600 amostras foram selecionadas aleatoriamente, através de
sorteio realizado no software Excel, para os testes soroldgicos individuais e testes
moleculares. Cabe ressaltar que as amostras utilizadas neste trabalho s&o uma
subamostragem das amostras analisadas por Silveira et al. (2017), cujo trabalho buscou,
através de método molecular convencional, verificar a presenca de Pestivirus A, B e H na
regido Nordeste do Brasil.

heed

Figura 6: Mapa do Brasil indicandoos estados do Maranh&o e Rio Grande do Norte com
uma estrela preta. (Fonte: Google Maps)

3.2. Cultivo celular e ensaios de virus-neutralizacao (VN)



Os isolados de pestivirus utilizados no ensaio de VN incluiram as cepas citopaticas (cp)
de BVDV-1a (Oregon C24V), BVDV-2a (VS-253) e BVDV-3 (Italy 83/10), que de agora
em diante serdo denominadas de BVDV-1, BVDV-2 e BVDV-3, respectivamente. Os
isolados de BVDV foram propagados em celulas de linhagem de rim bovino Madin-
Darby (Madin Darby Bovine Kidney, MDBK). Células MDBK usadas durante o estudo
foram cultivadas em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado
com antibidticos em uma concentracéo final de 100 u/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina e 5% de soro equino. As células MDBK foram previamente testadas livres
para RNA de pestivirus por RT-PCR (WEBER et al., 2014).

As 600 amostras de soro foram incubadas a 56°C em banho-maria por 30 minutos para
inativacdo do sistema complemento. Foi realizada uma triagem conforme descrito no
Manual de Padrdes para Testes de Diagnostico e Vacinas da OIE (OIE, 2008). As
amostras foram inicialmente testadas em duplicata na diluicdo 1:10 e 1:20. Amostras
positivas na diluicdo 1:10 foram novamente testadas usando diluicdes duplo seriadas de
1:4 até 1:512. Um total de 100 TCID*® (REED e MUENCH, 1938) de virus foi adicionado
a cada poco contendo o soro diluido. As placas contendo as dilui¢des de soro e virus
foram incubadas durante 60 min a 37°C em atmosfera com 5% de CO: para a formacéo
do complexo antigeno-anticorpo, nos soros em que 0s anticorpos estavam presentes. Apds
a incubagdo, 50 pL/poco de suspensdo de células MDBK, contendo 10° células/mL,
foram adicionados em todos o0s pogos. As placas foram incubadas por mais 96 h a 37°C
em 5% de CO, sendo observadas ao final deste periodo para presenca de efeito citopatico.
As amostras que neutralizaram o virus a uma diluigdo de 1:512 foram entdo testadas em
diluicbes de 1:1.024 a 1:131.072. As placas foram observadas usando um microscépio
Optico, em busca de efeito citopatico caracteristico. O titulo de anticorpos foi expresso
como o valor reciproco da diluicdo maxima da amostra na qual foi observado auséncia de
efeito citopatico.

3.3. Isolamento de RNA e RT-gPCR

As 600 amostras foram analisadas em pools de 10 amostras, onde o0 pool positivo teve
suas amostras reanalisadas individualmente. O RNA total foi isolado usando o TRIzol LS
Reagent® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instru¢bes do
fabricante. A RT-qPCR foi realizada utilizando o kit comercial VetMAX™-Gold BVDV
Pl Detection Kit (Life Technologies), também conforme instru¢es do fabricante. Na
técnica de RT-gPCR, obteve-se uma amostra positiva, denominada 282.

3.4. Sequenciamento e analise filogenética

A amostra 282, positiva na RT-gPCR, foi submetida a sequenciamento para confirmacéo
de sua identidade. O ¢cDNA foi sintetizado utilizando o kit GoScript ™ (Promega,
Madison, WI, EUA) com iniciadores randdmicos e a PCR foi realizada utilizando a
enzima GoTaq ™ (Promega) com os iniciadores SF3/SF3 (LIU, 2009), que amplificam
um fragmento de 360 pb da regido E2 de BVDV-3. A purificagdo foi realizada utilizado



PureLink™ PCR Purification Kit (Life Technologies). O sequenciamento foi realizado
em um ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer utilizando o kit de sequenciamento do ciclo
Big Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems Foster City, CA, EUA).

A sequéncia obtida foi montada no software Geneious verséo 9.0.5 e teve sua identidade
confirmada utilizando a ferramenta BLASTn
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch). A arvore
filogenética foi construida utilizando o programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2011) com
0 modelo de inferéncia Maximum Likelihood (ML), modelo de substituicdo GTR+G+I
em 1000 réplicas.



4. RESULTADOS

4.1. Virus-neutralizacéo

No presente trabalho, 600 amostras de soro bovino foram testadas através de VN contra
as cepas das espécies de BVDV-1, -2 e -3. Os resultados obtidos demonstram que 156
amostras (26%) sdo soropositivas, sendo possivel determinar para quais espécies as
amostras possuem anticorpos em 24,5% (147/600) destas. Desse total, 14,3% (86/600)
séo soropositivas para o BVDV-2, 5,3% (32/600) para o BVDV-1 e 3,3% (20/600) para
0 BVDV-3. Em 9/600 (1,5%) das amostras ndo foi possivel determinar para qual espécie
a amostra é soropositiva, tendo sido obtidos os valores de 0,7% (4/600) com anticorpos
contra 0 BVDV1 e BVDV-2, 0,5% (3/600) contra 0 BVDV-1 e BVDV-3 e 0,3% (2/600)
contra 0 BVDV-2 e BVDV-3. Os titulos podem ser visualizados na Tabela 2. Na Figura
7 podem ser observados os valores de amostras soropositivas por espécie viral.

Tabela 2: Titulos de anticorpos neutralizantes determinados na virus-neutralizacao contra
cepas de BVDV-1, -2 e -3 em soro de bovinos testados no presente estudo.

ID | Propriedade| Propriedade |Estado Municipio Idade | Oregon | VS- | Iltaly
C24V 253 | 83/10
509 P1 Assent. Ronaldo | RN Augusto Severo
Valenca
522 P2 Assent. Sdo José RN Caralbas
512 P3 Berrador MA Coroata
517 P3 Berrador MA Coroata
521 P3 Berrador MA Coroata
216 P4 Caturure RN Jardim do Seridé
223 P4 Caturure RN Jardim do Serid6
227 P4 Caturure RN Jardim do Serid6
180 P5 Faz. AlmeidaSa | MA Jenipapo dos
Vieiras
326 P6 Faz. Alvorada | MA Barra do Corda
327 P6 Faz. Alvorada | MA Barra do Corda
331 P6 Faz. Alvorada | MA Barra do Corda
353 P6 Faz. Alvorada | MA Barra do Corda
500 pP7 Faz. Baluarte RN Caralbas
502 P7 Faz. Baluarte RN Caratlbas
520 pP7 Faz. Baluarte RN Caralbas
116 P8 Faz. Barro RN Nova Cruz
Vermelho
120 P8 Faz. Barro RN Nova Cruz
Vermelho




368

371

108
461
205

416

420

433

567

577

599

91

96

516
556

560

483

491

450

452

215
217
474

403
426
93

499

501

503

515

494
495
115
293

P8

P8

P9
P9
P10

P10

P10

P10

P10

P10

P10

P11

P12

P13
P14

P14

P15

P15

P16

P16

P17
P17
P18

P19
P20
P21

P22

P22

P22

P22

P23
P23
P23
P24

Faz. Barro
Vermelho
Faz. Barro
Vermelho
Faz. Bela Vista

Faz. Bela Vista

Faz. Boa
Esperanca
Faz. Boa
Esperanca
Faz. Boa
Esperanca
Faz. Boa
Esperanca
Faz. Boa
Esperanca
Faz. Boa
Esperanca
Faz. Boa
Esperanca
Faz. Boa Sorte

Faz. Bola Verde

Faz. Cacimba
Faz. Canta Galo

Faz. Canta Galo

Faz. Centro do
Ribeiro 111
Faz. Centro do
Ribeiro 111
Faz. Cisne
Branco
Faz. Cisne
Branco
Faz. Conceigéo

Faz. Conceigdo
Faz. Coroaté

Faz. Cotovelo
Faz. Country Sul

Faz. Cruzeiro do
Norte
Faz. Dallas

Faz. Dallas
Faz. Dallas
Faz. Dallas

Faz. Diamantina
Faz. Diamantina
Faz. Dinamarca
Faz. do Cajueiro

RN

RN

MA
RN
MA

MA

MA

MA

MA

MA

MA

MA

MA

RN
MA

MA

MA

MA

MA

MA

RN
RN
MA

MA
MA
MA

MA

MA

MA

MA

MA
MA
RN
MA

Nova Cruz
Nova Cruz

Acailandia
Santa Cruz
Mirador

Acailandia

Acailandia

Acailandia
Bacabal
Bacabal
Bacabal

Bom Jesus das
Selvas
Vila Nova dos
Martirios
Augusto Severo

Sao Raimundo
das Mangabeiras
S&o Raimundo
das Mangabeiras
Zé Doca

Zé Doca
Buritirana
Buritirana

Sdo Pedro
Sao Pedro

S&o Pedro dos
Crentes
Bom Jardim

Arame
Acailandia

Centro Novo do
Maranhéo
Centro Novo do
Maranhéo
Centro Novo do
Maranhéao
Centro Novo do
Maranhao
Presidente Dutra

Presidente Dutra
Mossoré

Altamira do
Maranhé&o

12

17

10

12

16

24

14

12

12
14
13

11

10

23

13

13
12
18
16




408 P25 Faz. Esmeralda3 | MA Bom Jardim 12

550 P25 Faz. Esmeralda3 | MA Bom Jardim 12

497 P26 Faz. Estrela MA Centro Novo do 13
Maranhao

498 P26 Faz. Estrela MA Centro Novo do 12
Maranhéo

82 P27 Faz. Furna Azul MA Vila Nova dos 13
Martirios

84 P27 Faz. Furna Azul MA Vila Nova dos 12
Martirios

85 P27 Faz. Furna Azul MA Vila Nova dos 9
Martirios

98 P27 Faz. Furna Azul MA Vila Nova dos 14
Martirios

101 P27 Faz. Furna Azul MA Vila Nova dos 8
Martirios

103 P27 Faz. Furna Azul MA Vila Nova dos 15
Martirios

203 P28 Faz. Gravata RN Sé&o Pedro 7

549 P29 Faz. Imperial MA | Sdo Raimundodo| 14

Doca Bezerra
250 P30 Faz. MA Peritoré 14
Independéncia
253 P30 Faz. MA Peritor6 18
Independéncia

48 P31 Faz. Japi RN Japi 23

527 P32 Faz. Lago Verde | MA Séo Mateus do 14
Maranhao

525 P33 Faz. Leocadio MA | Sdo Domingosdo| 8
Maranhéo

545 P33 Faz. Leocadio MA | Sdo Domingosdo | 18
Maranhéo

552 P33 Faz. Leocadio MA | Sdo Domingosdo | 12
Maranhéo

455 P34 Faz. Marvil MA Buritirana 14

459 P34 Faz. Marvil MA Buritirana 12

466 P34 Faz. Marvil MA Buritirana 12

97 P35 Faz. Melancia MA Nova Colinas 16

99 P35 Faz. Melancia MA Nova Colinas 15

65 P36 Faz. Morrinhos | MA Acailandia 7

16 P37 Faz. Morro MA Amarante do 18
Bonito Maranhéao

344 P38 Faz. Muguem MA Itinga do 16
Maranhéo

354 P39 Faz. N. Sra. de MA Tuntum 10
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594 P41 Faz. Nativa MA Bom Jardim 18

346 P42 Faz. Nova RN Nova Cruz 0
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Figura 7: Diagrama de Venn com os resultados da VN representando a propor¢éo de
amostras positivas contra cada espécie viral.

4.2. RT-gPCR, sequenciamento e analise filogenética

Para verificacdo da presenca de genoma viral de pestivirus, as amostras foram submetidas
a RT-gPCR. Uma das 600 amostras resultou positiva (0,16%). Essa amostra, nomeada
282, teve uma porcdo da regido E2 amplificada (LIU, 2009), submetida a sequenciamento
e analisada. Utilizando o programa BLASTn, a amostra apresentou identidade de 97,6%
com o identificado na amostra LV81-67/16MA (Numero de acesso do GenBank
KY864956.1) detectada no Brasil em 2017 (SILVEIRA et al., 2017) e suportada por um
valor de boostrap de 88%. Na andlise filogenética, sdo observados trés grupos que
representam as espécies de pestivirus BVDV-1, BVDV-2 e BVDV-3 (Figura 8)
suportados por valores de réplicas de 100%.
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Figura 8: Arvore filogenética baseada na regido do gene da proteina E2 das sequéncias
das espécies de pestivirus BVDV-1, BVDV-2 e BVDV-3.



5. DISCUSSAO

O BVDV é um importante patdgeno viral de ruminantes em todo o mundo e pode causar
perdas econdmicas severas (NEILL, 2013), como a redugdo do desempenho reprodutivo,
além da reducdo da produtividade, diminuindo o ganho de peso e aumentando o tempo
para abate e producdo de leite (HOUE, 2003; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Para
que a competitividade brasileira na producéo de carne bovina seja mantida, assegurar a
sanidade dos rebanhos é imprescindivel, tornando, assim, necessaria a realizacdo de
programas de controle e prevencao da doenca (HOUE, 2003) Contudo, isto sé é possivel
quando existem informacdes adequadas sobre a sua epidemiologia, além de uma estrutura
eficiente para o diagnéstico. Assim, o conhecimento das variantes virais em determinada
regido é importante para o estabelecimento de métodos de diagndstico e de controle
adequados, haja vista que ha relatos de falhas de protocolos comumente utilizados em
casos de novas variantes virais (FULTON, 2015; PELETTO et al., 2012; WEBER et al.,
2016b) e baixa reatividade cruzada entre espécies e subtipos virais (PIZARRO-LUCERO
et al., 2006; BACHOFEN et al., 2008; NAGAI et al., 2008; RIDPATH et al., 2010;
BIANCHI et al., 2011; BAUERMANN; FLORES; RIDPATH, 2012; BAUERMANN;
FALKENBERG; RIDPATH, 2016).

No presente estudo, 26,2% das amostras apresentaram anticorpos contra, pelo menos,
uma das espécies de BVDV. Ha de se observar que a ocorréncia de anticorpos
neutralizantes para o BVDV-1 e -2 podem ser oriundos de vacinacdo, dados estes
indisponiveis sobre os rebanhos analisados. Em um trabalho realizado em 2010 com 784
amostras de soro bovino coletadas em diferentes municipios de Minas Gerais e Sdo Paulo
utilizando a VN contra as cepas Singer e SV-253 (BVDV-1 e BVDV-2, respectivamente),
Dias et al. observaram 62,8% de soroprevaléncia contra 0 BVDV. Valores similares a
este foram encontrados em outro trabalho, realizado paralelamente ao Programa Nacional
de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBTA) no estado de
Goiés, durante o qual as amostras foram coletadas. Neste trabalho, os autores encontraram
uma soroprevaléncia de 64% (IC 95% 62,4 — 65,6) em uma populacdo de fémeas bovinas
com mais de 24 meses (n = 3.533), e 60,1% em uma populacdo de fémeas bovinas na
faixa etéria de 6 a 24 meses (n = 872),também pela técnica de VN, contra a cepa Singer
(BVDV-1) (de BRITO et al., 2010). Cabe destacar que todos os individuos amostrados
no presente estudo possuiam até 24 meses, 0 que contribui para a baixa prevaléncia em
relacdo ao estudo goiano, além do nimero de amostras testadas, que foi
consideravelmente menor. Assim, animais com mais de 24 meses, teriam mais
oportunidades para possiveis infeccbes, 0 que aumentaria a prevaléncia no grupo
amostrado. Na Malésia, Daves et al., 2016, encontraram 33,2% de soropositividade com
um ensaio de ELISA com 407 individuos, sendo que 36,7% dos animais positivos eram
adultos, e 15,2% animais jovens, o0 que corrobora a hipotese de que os animais testados
no presente estudo, sendo jovens, apresentam um percentual de soropositividade baixo
em relacdo ao que seria esperado com animais com mais de 24 meses, pois podem ainda
carrear anticorpos neutralizantes oriundos da amamentagé&o.

Em contraste aos altos valores de prevaléncia mencionados, o estudo recente de Zardo et
al. (2017), encontrou uma soroprevaléncia de 11,2% em teste de VN utilizando a cepa
NADL (BVDV-1) em 258 bovinos de criagdes mistas no municipio de Novo Xingu, no



noroeste do Rio Grande do Sul, havendo que ser observado novamente o nimero amostral
baixo, assim como a prevaléncia observada. Em comparagdo com os valores destes outros
trabalhos que também utilizaram VN, com o percentual de soropositivos obtido com o
nimero de amostras no presente estudo, pode-se hipotetizar que, caso o total de
individuos dos Estados fosse analisado, a prevaléncia observada seria maior.

Em relacdo ao relatado em outros paises, na Hungria, Szabara et al. (2016), realizaram
um estudo sobre a prevaléncia entre os anos de 2008 a 2012 com cerca de 75% da
populacédo bovina do pais, e demonstraram que a prevaléncia do BVDV foi de 12,4%.
Para este trabalho, foi utilizado um kit comercial de ELISA. Diante da abrangéncia do
estudo neste pais, a prevaléncia encontrada € bastante baixa. J& Lanyon e colaboradores
apontam uma prevaléncia de 80% dos rebanhos australianos, em estudo realizado para
moldar um programa de controle e erradicacdo da doenca no pais. Em diversos paises da
Europa, nos quais foram utilizadas diferentes metodologias para analise (VN, ELISA
direto e indireto) os valores variam de 58 a 90% de soropositividade (DINHEIRO
RURAL, 2019). No continente asiatico, em Bangladesh, Uddin et al. (2017) encontraram
0 percentual de 51,1% utilizando um kit de ELISA indireto. Na Tailandia, Kampa et al.,
2004 encontraram valores de 73% com um teste de ELISA indireto com leite de tanques
com 11 rebanhos leiteiros, sendo que na analise dos rebanhos individualmente, entre os
animais jovens, o percentual foi de 15% de prevaléncia, somente. Mahmoud, et al., 2013
encontraram 26% de soroprevaléncia em 460 soros bovinos restados por teste de ELISA
comercial, na Arabia Saudita. Kalungara et al., na india em 2015 encontraram 24,7% de
soropositividade em 385 bovinos leiteiros. Lanyon e colaboradores apontam uma
prevaléncia de 80% dos rebanhos australianos, em estudo realizado para moldar um
programa de controle e erradicacdo da doenca no pais.

No presente trabalho, foram testadas amostras de soro de bovinos por VN onde a
soroprevaléncia foi maior contra BVDV-2 em relacdo a BVDV-1 e -3. A maior
soroprevaléncia contra BVDV-2 observada difere de outros trabalhos realizados em
bovinos no restante do mundo, onde geralmente o0 BVDV-1 é mais frequente do que as
outras espécies de pestivirus de ruminantes (RIDPATH et al., 2010). Além disso, os dados
aqui gerados contrastam com trabalho realizado na mesma regido do estudo utilizando
RT-PCR seguida de sequenciamento, onde o BVDV-3 foi a Unica espécie detectada
através de métodos moleculares (SILVEIRA et al., 2017).

Cabe ressaltar o fato de que a proporcdo de espécies de pestivirus bovino varia de acordo
com a regido geografica (ABE et al., 2016; BOOTH et al., 2013; GIAMMARIOLI et al.,
2015; MAYA et al., 2016; WEBER et al., 2014; WORKMAN et al., 2016) e a aplicacdo
de VN contra espécies diferentes de pestivirus permite uma melhor interpretacdo das
espécies virais que circulam na regido. Ha ainda que se observar que a grande parte dos
trabalhos que realizam testes de VN para o BVDV utilizam apenas cepas do BVDV-1
gue, na sua maioria, sdo cepas de referéncia do virus, as quais favorecem a leitura e
interpretacdo dos resultados em razao da caracteristica de alta citopatogenicidade além de
ser a espécie mais relatada no mundo (SANDVICK, 2005). Todavia, estudos ja
demonstraram as divergéncias existentes entre os resultados dos testes de VN contra o
BVDV-1 e 0 BVDV-2, bem como seus respectivos titulos de anticorpos, em bovinos
vacinados ou experimentalmente infectados (RIDPATH et al., 2010; BIANCHI et al.,
2011; BAUERMANN et al., 2012; BAUERMANN et al., 2016). Diante disso, a



utilizacdo de diferentes cepas de BVDV-1, BVDV-2 e BVDV-3, como realizado neste
trabalho, se fazem necessarias nestes testes para que 0s dados obtidos sejam confidveis e
mostrem a real ocorréncia do BVDV em cada regido estudada. Em estudos realizados em
outras regides do Pais, Dias et al. (2010) aponta maior soroprevaléncia de BVDV-1 em
relacdo a BVDV-2 nos estados de Minas Gerais e S&o Paulo, enquanto Flores et al. (2000)
encontrou soroprevaléncia similar entre BVDV-1 e -2 no Rio Grande do Sul.

Em relacdo aos dados moleculares obtidos, uma Unica amostra foi positiva e classificada
como BVDV-3, através de sequenciamento. Cabe ressaltar que as amostras utilizadas
neste trabalho sdo uma parcela das amostras analisadas por Silveira et al. (2017), que em
seu trabalho detectou através de técnicas moleculares convencionais (RT-PCR) 17
amostras positivas para BVDV-3, sendo nenhuma amostra positiva para BVDV-1 ou
BVDV-2. Observando-se estes dados, em compara¢do a maior soroprevaléncia para
BVDV-2 observada no presente estudo, demandam testes adicionais para a investigacao
destas incongruéncias entre os resultados observados, como a analise acerca da possivel
vacinacdo destes rebanhos e caso tenha havido alguma vacinacdo, quais as espécies
estavam contempladas nas vacinas utilizadas — haja vista que o maior nimero de amostras
apresentou anticorpos para a cepa VS-253, que ndo estd incluida em nenhuma vacina
comercial disponivel no pais.

Estes dados sugerem que mesmo dentro do Brasil a predominancia de uma espécie de
pestivirus em relacdo a outra varia, e estes resultados devem ser levados em consideracao
na aplicacdo de protocolos vacinais contra a BVD. Atualmente no mercado brasileiro
existem vacinas contendo cepas do BVDV em conjunto com outros virus e bactérias. E
importante destacar que as cepas utilizadas nestas vacinas ndo sdo as espécies que mais
circulam no pais. Diante desse fato, pesquisas como a do presente trabalho sdo necessarias
para que as vacinas oferecidas sejam atualizadas para as espécies de pestivirus existentes
nos rebanhos brasileiros, proporcionando uma protecéo efetiva.



6. CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados, conclui-se que anticorpos neutralizantes contra todos 0s
trés pestivirus analisados estavam presentes em bovinos da Regido Nordeste, destacando-
se a maior ocorréncia de anticorpos contra 0 BVDV-2. A maior soroprevaléncia para
BVDV-2 observada no presente estudo contrasta com a maior frequéncia de BVDV-1
relatada na maior parte do mundo, além da maior frequéncia de BVDV-3 relatada na
mesma regido em trabalho prévio utilizando RT-PCR e sequenciamento. Os dados
expostos no presente estudo reforcam a necessidade de reviséo das vacinas contraa BVD
utilizadas nesta regido que devem conter as espécies circulantes de BVDV-1, -2 e -3.
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