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RESUMO

A bovinocultura € um dos destaques do agronegdcio brasileiro no cenario mundial, uma
vez que o Pais tem o maior rebanho bovino comercial do mundo e é o maior exportador
de carne bovina. Para manter e melhorar a competitividade no mercado internacional é
fundamental o monitoramento da sanidade animal e a aplica¢do de programas sanitarios
adequados e eficientes, especialmente em relacdo as doengas virais que causam grande
impacto na produtividade. As infecgdes em bovinos causadas por pestivirus resultam
em grandes perdas econémicas em todo mundo. Estas podem variar de subclinicas até
fatais e pode envolver sinais clinicos respiratérios, reprodutivos e digestivos. As
espeécies virais pertencentes a familia Flaviviridae, género Pestivirus, que causam estas
infeccOes sdo: virus da diarreia viral bovina tipo 1 (BVDV-1), BVDV tipo 2 (BVDV-2)
e virus da doenca da fronteira (BDV), além de um pestivirus atipico, o virus Hobi-like.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar filogeneticamente isolados de pestivirus
detectados no Brasil entre 1995 e 2014. Para isso, 89 isolados de pestivirus foram
amplificadas por RT-PCR, sequenciadas e analisadas filogeneticamente em trés regioes
gendmicas, regido 5’ ndo traduzida (5’UTR), autoprotease N terminal (NP°) e
glicoproteina 2 (E2). Estes isolados eram provenientes de amostras biologicas de
bovinos, soro fetal bovino e de cultivos celulares contaminados, de seis estados
brasileiros (PB, PR, MS, MT, RS, SC). No total, 53,9% das sequéncias foram
identificadas como BVDV-1, 33,7% como BVDV-2 e 12,3% como virus Hobi-like. Os
subgendtipos predominantes foram BVDV-1a (35,9%) e BVDV-2b (31,4%), porém,
BVDV-1b (10,1%), 1d (6,7%), 2c (2,2%) e 1le (1,1%) também foram identificados. O
BVDV-1e e 2c foram descritos pela primeira vez no Brasil. Estes resultados poderdo
contribuir para o desenvolvimento de vacinas e testes de diagndsticos mais eficazes,
visando futuros programas de controle e erradicacdo destes virus no Pais.

Palavras-chave: bovino, BVDV, filogenia, genotipagem, Hobi-like, pestivirus.



ABSTRACT

The livestock is one of the highlights of Brazilian agribusiness in the world scenario.
Since Brazil has the world’s largest commercial cattle population and is the largest beef
exporter. To maintain and improve the competitiveness in the international market, is
essential to monitor the animal health and the application of appropriate and efficient
disease control programs, especially in relation to viral diseases, which cause major
impact on productivity. Infection caused by pestiviruses in cattle results in great
economic losses worldwide. It can vary from subclinical to fatal, and may involve
respiratory, reproductive and digestive clinical signs. The viral species belongs to the
family Flaviviridae, genus Pestivirus, that are the bovine viral diarrhea virus type 1
(BVDV-1), BVDV type 2 (BVDV-2) and border disease virus (BDV), and one atypical
pestivirus, the Hobi-like virus. The aim of this study was to phylogenetically
characterize pestiviruses detected in Brazil between 1995 and 2014. For this, 89
pestivirus isolates were amplified by RT-PCR, sequencing and phylogenetically
analyzed in three genomic regions, 5’ untranslated region (5’UTR), N terminal
autoprotease (NP°) and envelope glycoprotein 2 (E2). These isolates were from
biological samples of cattle, fetal bovine serum and contaminated cell cultures from six
Brazilian Federal States (PB, PR, MS, MT, RS, SC). In total, 53.9% sequences were
identified as BVDV-1, 33.7% as BVDV-2 and 12.3% as Hobi-like viruses. The
predominant subgenotypes were BVDV-la (35.9%) and BVDV-2b (31.4%).
Furthermore, BVDV-1b (10.1%), 1d (6.7%), 2c (2.2%) and le (1.1%) were also
identified. The BVDV-1e and 2c were described for the first time in Brazil. These
results will contribute for the development of more efficient vaccines and diagnostic
tests, aiming future pestivirus control and eradication programs in Brazil.

Keywords: BVDV, cattle, genotyping, Hobi-like, pestiviruses, phylogeny.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura € um dos destaques do agronegocio brasileiro no cenario
mundial. Uma vez que o pais tem o maior rebanho bovino comercial do mundo, com
mais de 211 milhdes de animais, € o0 maior exportador de carne bovina e o quarto de
leite (IBGE, 2015; USDA-FAS, 2015). Para manter e melhorar esta competitividade no
mercado internacional é fundamental o monitoramento da sanidade animal e a aplicacao
de programas sanitarios adequados e eficientes, especialmente em relacdo as doencas
virais que causam grande impacto na produtividade.

As infeccGes em bovinos causadas por pestivirus resultam em grandes perdas
econbmicas em todo mundo. Estas podem variar de subclinicas até fatais e podem
envolver sinais clinicos respiratdrios, reprodutivos e digestivos (MACLACHLAN;
DUBOVI, 2011). As espécies virais que causam estas infeccdes pertencem a familia
Flaviviridae, género Pestivirus, sdo elas: virus da diarreia viral bovina tipo 1 (BVDV-
1), tipo 2 (BVDV-2) e virus da doenca da fronteira (BDV) (SIMMONDS et al., 2011).
Um pestivirus atipico chamado de virus Hobi-like ou de BVDV-3 (BAUERMANN et
al.,2013) também tem sido detectado causando doenca em bovinos na Asia (STAHL et
al., 2007), Europa (DECARO et al., 2011) e no Brasil (CORTEZ et al., 2006).

Os pestivirus apresentam uma consideravel diversidade genética e antigénica
(NEILL, 2013). A espécie BVDV-1 ¢ dividida em pelo menos 20 subgendtipos, 1la a 1t
(BECHER et al., 1999; GAO et al., 2013; GIAMMARIOLI et al., 2014; JACKOVA et
al., 2008; NAGAI et al., 2008; VILCEK et al., 2001; VILCEK et al., 2004; XUE et al.,
2010; YESILBAG et al., 2008; YESILBAG et al., 2014), BVDV-2 em trés
subgendtipos, 2a a 2c (BECHER et al., 1999; FLORES et al., 2002; PETERHANS et
al., 2010; TAJIMA et al., 2001), BDV em sete genotipos, 1 a 7 (ARNAL et al., 2004;
BECHER et al., 2003; DUBOIS et al., 2008; GIAMMARIOLI et al., 2011; VILCEK et
al.,, 1997) e o CSFV em trés genogrupos (1, 2 e 3), cada com 3 ou 4 subgrupos
(LOWINGS et al., 1996; PAN et al., 2005; PATON et al., 2000; POSTEL et al., 2012,
2013).

O conhecimento sobre a diversidade de pestivirus € importante para determinar
possiveis fontes de infeccdo, para informar programas de controle e para o
desenvolvimento de testes de diagnostico e vacinas (BOOTH et al., 2013;
GIAMMARIOLI etal., 2014; YILMAZ et al., 2012).
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Apesar da ampla distribui¢do dos pestivirus (BVDV-1, BVDV-2) pelo Brasil, o
pais ndo possui programa de controle e erradicacdo. A vacinacdo ndo é obrigatoria, ao
contrario, € incipiente e realizada de maneira desigual nas diferentes regifes e sistemas
de producdo (FLORES et al., 2005; WEBER et al., 2014a).

Com o objetivo de proporcionar maiores informagOes sobre a diversidade de
pestivirus presentes no Pais para um futuro programa de controle e erradicacéo, e para
auxiliar no desenvolvimento de vacinas e testes de diagndsticos mais eficazes, esta
dissertacdo descreve a analise filogenética de pestivirus detectados no Brasil de 1995 a
2014,
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico dos Pestivirus de Ruminantes

Os pestivirus de ruminantes sdo: BVDV, BDV e o Hobi-like (SCHEIZER,;
PETERHANS, 2014). Em 1946, uma nova doenga transmissivel em bovinos foi descrita
nos Estados Unidos. Esta doenca foi caracterizada por leucopenia, pirexia, depressao,
diarreia, anorexia, lesdes gastrointestinais e hemorragias (OLAFSON et al., 1946). O
agente etioldgico foi isolado em 1957 e nomeado como BVDV e a doenga como BVD
(LEE; GILLESPIE, 1957). Uma doenca similar causada também pelo BVDV foi
observada no Canada, porém, esta se apresentava com mais severidade e maior taxa de
mortalidade e foi denominada como doenga das mucosas (CHILDS, 1946; RAMSEY;
CHIVERS, 1953).

O BDV foi primeiro descrito causando a doenca da fronteira (BD) em 1959 no
Reino Unido, em ovinos que apresentaram perdas reprodutivas e pos-natal, tremores e
cobertura escassa e anormal de 18 (HUGHS; KERSHAWAND; SHAW, 1959).

Em 1973 o termo pestivirus foi inventado para um grupo de virus
antigenicamente similares (BVDV, CSFV, BDV) (HORZINEK, 1973). Mais tarde,
andlise filogenética de isolados identificados como BVDV, revelou dois grupos
genéticos, BVDV-1 e BVDV-2 (RIDPATH; BOLIN; DUBOVI, 1994), classificados
como espécies do género pestivirus (SIMMONDS et al., 2011). A espécie BVDV-2 foi
inicialmente identificada a partir do final da década de 80 na América do Norte, em
surtos de BVD aguda e hemorragica (CORAPI; FRENCH; DUBOVI, 1989; CARMAN
etal., 1998).

Em 2004, um novo pestivirus foi detectado em um lote de soro fetal bovino
(SFB) originario do Brasil (SCHIRRMEIER et al., 2004). Subsequentemente, este
pestivirus denominado principalmente de Hobi-like tem sido detectado causando doenca
similar a BVD em bovinos na Asia (STAHL et a., 2007), Europa (DECARO et al.,
2011) e no Brasil (CORTEZ et al., 2006).

2.2  Caracterizacdo, Genoma e Replicagdo Dos Pestivirus

O género Pestivirus pertence a familia Flaviviridae. Os virus deste género sdo
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esféricos, pequenos, medem entre 40 e 60 nm de didmetro, possuem nucleocapsideo
icosaédrico e envelope (Figura 1) (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; SIMMONDS et
al, 2011). O genoma consiste em uma fita linear de RNA de sentido positivo com
aproximadamente 12,3 kilobases (kb) de comprimento, que possui nas extremidades 5’
e 3’ duas regibes ndo traduzidas (UTR). Esta molécula de RNA codifica uma unica fase
aberta de leitura (ORF), que ¢é traduzida em uma longa poliproteina com
aproximadamente quatro mil aminoacidos, que € clivada em 12 proteinas individuais a
medida que é traduzida: a autoprotease N terminal ou proteina N (NP), proteina do
capsideo (C), glicoproteinas do envelope (E™, E1, E2), e as proteinas ndo-estruturais
(p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Figura 2) (SIMMONDS et al, 2011).

Em

E2
)\ 7/ =

envelope

oroteina da
capsideo
RNA

Figura 1. Morfologia e estrutura dos virus do género Pestivirus. A) llustracdo
esquematica de um virion com seus principais componentes; B) Foto de microscopia
eletronica de virions do virus da diarreia viral bovina. Adaptado: BEER et al., 2007;
SIMMONDS et al., 2011.

LS W oF ®
¥y ¥ FyEE ¢ @

s-ur —{ B TN | I | f—3- uR

C E™ E1 E2

W Regiao codificadora de uma

Proteinas estruturais proteina imunogénica

Figura 2. Estrutura e organizacdo gendmica dos pestivirus. Adaptado de BEER et al., 2007.

As UTRs se dobram e formam estruturas secundarias que interagem com
proteinas celulares e virais. As UTRs tém funcéo relacionada a regulacdo da replicagédo
e transcricdo do RNA, como também na traducdo da ORF. A regido 5°’UTR é
reconhecida por proteinas celulares que dirigem os ribossomos a se ligar nesta regiao e
iniciar a traducdo da poliproteina (NEILL, 2013). Esta regido é a mais utilizada para
deteccdo e caracterizacdo, pois ela tem partes altamente conservadas, que sao favoraveis
a amplificacdo por PCR (RIDPATH, 2010).
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Dentre as proteinas processadas, a NP é uma proteina autoproteolitica, sendo
responsavel por sua liberacdo da poliproteina. A sua funcédo é relacionada ao bloqueio
da producéo de interferons. Esta proteina € Unica nos pestivirus, é altamente conservada
e é frequentemente usada em analises filogenéticas (NEILL, 2013; RIDPATH, 2010). A
proteina do capsideo (C) reveste 0 RNA gendmico, para protegé-lo dentro da particula
viral. A E™ possui atividade de RNase, sendo importante na supressdo do sistema
imune do hospedeiro. Esta proteina é secretada na forma soltvel pelas células infectadas
e muitos anticorpos produzidos contra esta sdo neutralizantes (NEILL, 2013;
RIDPATH, 2010).

Pouco € conhecido sobre a funcdo da E1, o que se sabe é que ela precisa formar
um heterodimero com a E2 para que o virus seja infeccioso (NEILL, 2013). A
glicoproteina E2 possui 0s principais epitopos antigénicos, assim sendo o maior alvo da
resposta imune humoral. Muitos anticorpos produzidos contra E2 sdo neutralizantes e
efetivamente inibem a infeccdo. A E2 media a ligacdo ao receptor celular, portanto é o
maior determinante do tropismo celular. Assim, constitui-se na regido genética e
antigénica mais variavel dos pestivirus (LINDENBACH et al., 2007; NEILL, 2013;
RIDPATH, 2010).

Por fim, a proteina p7 é necesséria para a patogenicidade viral, ndo se sabe
exatamente a funcdo desta proteina, uma hipétese é que a proteina facilite a migracéo do
virus de célula a célula. As proteinas NS2 e NS3 podem ser encontradas
individualizadas ou ligadas. Elas sdo necessarias para a replicacdo e viabilidade viral,
também exercem funcdo na clivagem da poliproteina viral. A proteina NS4a é um co-
fator da NS3. A proteina NS4b participa da replicacdo do RNA viral e é envolvida no
rearranjo da membrana celular na célula infectada. As proteinas NS5a e NS5b também
participam da replicacdo do RNA e a NS5b tem funcdo de RNA polimerase (NEILL,
2013; RIDPATH, 2010).

O processo infeccioso viral inicia-se apds a ligacdo do heterodimero E1-E2 aos
receptores presentes na superficie celular. O virus é entdo internalizado por endocitose
dependente de clatrina, desencapsidado e o RNA € liberado no citoplasma, onde
ocorrem a transcricdo e a traducdo. Na replicacdo ocorre a sintese de um RNA
complementar de sentido negativo, que serve como um molde para a sintese do RNA
genémico. Este RNA de sentido positivo é traduzido em uma poliproteina que é auto

clivada e forma as proteinas estruturais e ndo-estruturais. A particula é montada e
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maturada no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi e, por fim, o virion é
liberado via exocitose (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; NEILL, 2013; SIMMONDS
etal, 2011).

2.3 Classificacao e Diversidade Genética

As espécies do género Pestivirus que sdo reconhecidas pelo Comité
Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) sdo: virus da diarreia viral bovina tipo 1
(BVDV-1) e tipo 2 (BVDV-2), virus da peste suina classica (CSFV) e virus da doenca
da fronteira (BDV) (SIMMONDS et al., 2011). Uma suposta quinta espécie, constitui-se
em um virus isolado de girafa, em 1967, no Quénia (AVALOS-RAMIREZ et al., 2001).
Outros pestivirus tém sido identificados e definidos como atipicos: o virus Hobi-like
também nomeado de BVDV-3 (BAUERMANN et al.,2013), que ja foi isolado de
bufalo e de bovinos (DECARO et al., 2011; SCHIRRMEIER et al., 2004; STALDER et
al., 2005); o virus Pronghorn isolado de um antilope nos Estados Unidos (VILCEK et
al., 2005); o virus Bungowannah, isolado de suinos com miocardite na Australia
(KIRKLAND et al., 2007) e também pestivirus identificados em ovinos na Tunisia
(THABTI et al., 2005) e em ovinos e caprinos na Turquia (OGUZOGLU et al., 2009).
A Figura 3 representa a relacdo filogenética das espécies estabelecidas e atipicas de
pestivirus.

Os pestivirus apresentam uma consideravel diversidade genética (NEILL, 2013).
Dentre as espécies reconhecidas pelo ICTV que infectam bovinos (BVDV-1, BVDV-2,
BDV), 20 subgenétipos de BVDV-1 j& foram descritos, 1a a 1t (BECHER et al., 1999;
GAO et al., 2013; GIAMMARIOLI et al., 2014; JACKOVA et al., 2008; NAGAI et al.,
2008; VILCEK et al., 2001; VILCEK et al., 2004; XUE et al., 2010; YESILBAG et al.,
2008; YESILBAG et al., 2014), trés subgenotipos de BVDV-2, 2a a 2¢c (BECHER et al.,
1999; FLORES et al., 2002; PETERHANS et al., 2010; TAJIMA et al., 2001), sete
gendtipos de BDV, 1 a7, (ARNAL et al., 2004; BECHER et al., 2003; DUBOIS et al.,
2008; GIAMMARIOLI et al., 2011; VILCEK et al., 1997) e o CSFV em trés
genogrupos (1, 2 e 3), cada com 3 ou 4 subgrupos (LOWINGS et al., 1996; PAN et al.,
2005; PATON et al., 2000; POSTEL et al., 2012, 2013)
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Figura 3: Analise filogenética de pestivirus com base nas sequéncias de nucleotideos da
regido 5’UTR, utilizando o método de inferéncia Neighboor Joining, modelo de
substituicdo de Kimura-2 parametros e bootstrap com 1000 réplicas. Analise realizada
com o software MEGA6 (TAMURA et al., 2013).

Os pestivirus podem apresentar dois biotipos, citopatico (cp) e nao-citopatico
(ncp), dependendo da habilidade de causar efeito citopatico em cultivo celular. Virus
ncp predominam na natureza, enquanto que virus cp sdo raros. As cepas cp surgem de
cepas ncp através de varios eventos genéticos que resultam na clivagem da proteina
NS2/3 em NS2 e NS3. Essa alteracdo na proteina origina a doenca das mucosas, uma
forma fatal da infeccdo pelo BVDV em bovinos. Entre estes eventos genéticos incluem-
se: recombinacdo, insercdo de sequéncias celulares, duplicacdes, delegdes, mutagdes
pontuais e rearranjos (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; NEILL, 2013; SIMMONDS
et al, 2011). A citopatologia in vitro ndo se correlaciona com a viruléncia in vivo, ou
seja, as cepas cp ndo sao mais patogénicas do que as ncp, tanto que as formas clinicas
mais severas da forma aguda da infeccdo sdo associadas com cepas ncp, e somente estas
podem resultar em animais persistemente infectados (NEILL, 2013; RIDPATH, 2010).
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Andlise filogenética constitui-se em uma ferramenta Util para classificar e
conhecer a diversidade genética dos pestivirus e para revelar as historias evolutivas em
comum. A filogenia tem sido embasada principalmente na comparacao de sequéncias de
nucleotideos da regido 5°UTR, N”° e E2 (BOOTH et al., 2013; LIU et al., 2010;
OGUZOGLU et al., 2012; PECORA et al., 2014; TAJIMA et al., 2001; VILCEK et al.,
2001). Este conhecimento gerado sobre a diversidade de pestivirus a partir de analises
filogenéticas é importante para determinar possiveis fontes de infeccdo, para informar
programas de controle, para o desenvolvimento de testes de diagnostico e vacinas
(BOOTH et al., 2013; GIAMMARIOLI et al., 2014; YILMAZ et al., 2012).

2.4 Diversidade Antigénica

Os pestivirus sdo antigenicamente relacionados, e possuem reatividade cruzada
em teste de soro-neutralizacdo (SIMMONDS et al.,, 2011). Contudo, estudos tém
mostrado diversidade antigénica através de diferencas na neutralizacdo entre as espécies
de pestivirus (BVDV-1 e 2), entre 0s subgenotipos e inclusive observando divergéncias
dentro de um mesmo subgendtipo (BACHOFEN et al., 2008; BECHER et al., 2003;
BEHERA et al., 2011; MINAMI et al., 2011; NAGAI et al.., 2001; PECORA et al.,
2014; PIZARRO-LUCERO et al., 2006; RIDPATH et al., 2010). Além disso, 0 virus
Hobi-like é mais diferente antigenicamente (interespécie) do que o BVDV-1 e 2
(BAUERMANN; FLORES; RIDPATH, 2012).

O significado préatico destas diferencas antigénicas foi evidenciado pela falha
vacinal em animais imunizados com vacinas embasadas em cepas de BVDV-1 e que
ndo foram eficazes em evitar a infeccdo com cepas de BVDV-2 experimentalmente
(RIDPATH; BOLIN; DUBOVI, 1994). Em outro estudo, uma vacina contendo BVDV-
l1a induziu baixo nivel de anticorpos contra BVDV-1b (FULTON et al., 2003). Também
ja foi relatado que vacinas com BVDV-1 e BVDV-2 induziram uma resposta fraca de
anticorpos contra infeccdo por virus Hobi-like, 0 que pode provavelmente ndo ter
conferido a protecdo necessaria (BAUERMANN et al., 2013a). Apesar disto, ainda néo
é bem compreendido se as variaches genéticas e antigénicas sdo significativas o
suficiente para ter um impacto na protecao conferida pela vacinacdo (RIDPATH, 2010).

Oito vacinas comerciais usadas no Brasil foram avaliadas quanto a

imunogenicidade. Esta foi indetectavel contra BVDV-1 e BVDV-2, em pelo menos



18

quatro e seis vacinas, respectivamente. Além disso, apenas uma vacina induziu resposta
em 100% dos animais em titulos moderados a altos, tanto para 0 BVDV-1 quanto para o
BVDV-2. Estes resultados reforcam a necessidade de revisdo na formulacdo e/ou

producdo das vacinas para pestivirus no Brasil (ANZILIERO et al., 2015).

2.5 Evolucéo

Os virus de RNA apresentam uma alta variabilidade genética, 0 que nos
pestivirus é resultante do acimulo de mutagdes e de eventos de recombinagdo homdloga
e heter6loga do genoma viral (NAGAI et al., 2004; PETERHANS et al., 2010). Os
pestivirus sdo virus de RNA de fita simples, com uma RNA polimerase que ndo possuli
capacidade de correcdo. Os nucleotideos sdo incorporados erroneamente, introduzindo
mutacdes e produzindo uma populacdo de virus, denominada quasispécie (RIDPATH,
2003). Quasispécies tém sido detectadas em animais infectados com BVDV
(COLLINS; DESPORT; BROWNLIE, 1999; JONES; ZANDOMENI; WEBER, 2002)
e consistem em um conjunto de virus com genomas similares, que interagem
cooperativamente em nivel funcional e coletivamente contribuem para as caracteristicas
da populagdo (DOMINGO; SHELDON; PERALES, 2012; LAURING; ANDINO,
2010). A evolucéo de quasispécies € influenciada pelas altas taxas de mutacao durante a
replicacdo viral. Quasispécies sdo fontes de adaptabilidade viral, porque elas
constituem-se em repositorios dindmicos de variantes virais genotipicas e fenotipicas,
que surgem espontaneamente ou em resposta a pressdes seletivas internas ou externais,
tais como a resposta imune inata e adaptativa (DOMINGO; SHELDON; PERALES,
2012; SCHWEIZER; PETERHANS, 2014).

Fendmenos evolutivos como as quasispécies podem ocorrer nos pestivirus visto
que eles s@o propensos a altas taxas de mutacédo, o que leva a heterogeneidade genética,
surgimento de diferentes grupos geneéticos, especies, gendétipos e subgenotipos. Esta
diversidade genética pode ser benéfica para a sobrevivéncia viral. Contudo, pode causar
dificuldades na deteccdo e diferenciacdo destes virus (RIDPATH, 2003). Além disso,
discrepancias observadas em analises filogenéticas de pestivirus sugerem que a
ocorréncia de recombinacgédo seja um fenémeno frequente (LIU et al., 2010). Eventos de
recombinacdo homologa ja foram evidenciados entre subgenotipos de BVDV-1,

BVDV-2 e entre genogrupos de CSFV. Estes eventos podem desempenhar um
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importante papel na evolucdo e diversificagdo dos BVDV e dos CSFV, no entanto
podem representar um desafio para estudos filogenéticos e taxondmicos (HE et al.,
2007; JONES; WEBER, 2004; NAGAI et al., 2004; WEBER et al., 2015). Entretanto,
para ocorrer recombinacdo, duas variantes virais precisam infectar a mesma célula
simultaneamente. Além disto, para o virus recombinante se tornar a variante
predominante, este precisa estar viavel e apresentar vantagens em relacdo as cepas

parentais, para poder competir com elas e se sobrepor (JONES; WEBER, 2004).

2.6 Epidemiologia

2.6.1 Hospedeiros e Distribuicao Viral

O BVDV tem como hospedeiro natural os bovinos, o BDV os ovinos e 0 CSFV
0s suinos (GRONDAHL et al., 2003). Embora a atual classificacdo dos pestivirus se
refere a espécie hospedeira de origem e a doenca que este ocasiona, varios estudos tém
comprovado que 0s pestivirus ndao sdo estritamente espécie-especificos e infectam, além
da espécie hospedeira de origem, outros animais domésticos e silvestres (SAKODA et
al, 1999; THABTI et al., 2005; VILCEK et al., 2005). O BVDV-1, BVDV-2 e BDV
tém sido detectados em mais de 50 espécies da ordem Artiodactila, classe Mammalia
(BECHER et al., 1997; BECHER et al., 1999; GRONDAHL et al, 2003; NETTLETON,
1990; PASSLER; WALZ, 2009; TERPSTRA; WENSVOORT, 1988; THABTI et al,
2005; VAN CAMPEN et al, 2001; VILCEK; BELAK, 1996; VILCEK et al., 1997;
VILCEK; NETTLETON, 2006). Como excessao, somente o0 CSFV parece ser restrito a
suinos e javalis (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

A presenca de pestivirus em varias espécies animais é um fenbmeno que pode
ocorrer amplamente na natureza, sendo que eles tem o potencial de se disseminar entre
animais de vida livre e animais de criacdo, 0 que pode ter grande importancia
epidemioldgica (VILCEK; BELAK, 1996; VILCEK; NETTLETON, 2006). Como por
exemplo, a infec¢do de hospedeiros que ndo sejam bovinos, com o potencial de atuarem
como reservatorios do virus, pode ser um obstaculo para o sucesso na implantacdo de
estratéegias de controle de BVDV em bovinos (PASSLER; WALZ, 2009;
BRODERSEN, 2014).

BVDV ¢ uma dos agentes infecciosos mais disseminados em bovinos, com uma

alta prevaléncia em quase todas as populagdes estudadas. Notavelmente, 0 BVDV pode
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ser um dos virus que habita animais de vida terrestre mais amplamente distribuidos,
juntamente com o BDV, ambos pestivirus de ruminantes (SCHWEIZER;
PETERHANS, 2014).

A infeccdo pelo CSFV é endémica em grande parte da Asia, enquanto que no
Canadd, Australia, Estados Unidos, Nova Zelandia e em muitos paises da Europa o
CSFV jé foi erradicado. Em alguns paises da Europa ainda ocorrem casos esporadicos
da doenca, ja em paises da América Central e do Sul a infeccdo tem permanecido
endémica, porém, com a vacinacao sistematica, os casos tém reduzido drasticamente.
No Brasil ocorreu um programa oficial de controle e erradicagdo e o Pais pode ser
divido em uma é&rea livre da doenca (Regido Sul, Sudeste, Centro-Oeste e parte da
Regido Nordeste) e uma regido onde ocorreram focos isolados da doenc¢a nos anos 2000
(RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2012).

O virus Hobi-like foi inicialmente isolado de soro fetal bovino proveniente do
Brasil (SCHIRRMEIER et al.,, 2004) e posteriormente em bufalos deste Pais
(STALDER et al., 2005). A partir disso, este pestivirus tem sido detectado em bovinos
infectados naturalmente, em soro fetal bovino e em cultivos celulares, provenientes do
Brasil, Itdlia, Tailandia, Bangladesh, Austrdlia e da india (CORTEZ et al., 2006;
DECARO et al., 2011; HAIDER et al., 2014; LIU et al., 2009; MAO et al., 2012;
MISHRA et al., 2014; STAHL et al., 2007; WEBER et al., 2014b). O aumento do
namero de relatos de virus Hobi-like no mundo todo é uma preocupacdo para paises que
possuem programas de controle e erradicacdo de BVDV, como também para paises
endémicos para este pestivirus atipico, porque ele pode se tornar restritivo para o
comércio internacional de animais e produtos com paises que sao livres deste pestivirus
(BAUERMANN, 2013b). Ao contrario da aparente ampla distribuicdo do virus Hobi-
like, outras supostas espécies de pestivirus ja foram isoladas, mas de um ndmero

limitado de animais e em regides geograficas unicas (BAUERMANN et al., 2013b).

2.6.2 Animais Persistentemente Infectados

Em uma populagdo infectada, em meédia de 1 a 2% dos animais sdo
persistentemente infectados (PI). Os Pl s@o o principal reservatério e fonte de
transmissdo do virus, pois, eles excretam o virus em alto titulo em secrecbes e
excrecOes, durante toda a vida. O Pl desempenha um papel substancialmente maior na

transmissdo viral do que um animal transitoriamente infectado. Isto porque virus é
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excretado em titulo inferiores em animais transitoriamente infectados e somente por
alguns dias (HOUE, 1999; LINDBERG; HOUE, 2005; RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES; 2012).

2.6.3 Transmissao

A transmisséo pode ocorrer horizontalmente, por contato direto ou indireto, ou
ainda transversalmente. A rota mais comum de transmissédo é o contato direto entre
animais, principalmente entre Pl e suscetiveis. Entretanto, varias maneiras de
transmisséo indireta tém sido demonstradas: agulhas, luvas para palpacéo retal, vacinas
contaminadas, soro fetal bovino, semen, transferéncia de embrides e inseminagéo
artificial (GIVENS et al., 2003; HOUE, 1999; LINDBERG; HOUE, 2005;
MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

A introducéo do virus em um rebanho e a prevaléncia da infec¢do sdo associadas
com determinantes epidemiol6gicos como: densidade animal, comércio de animais e
praticas de pastagem, sendo que a principal forma de introducdo viral ocorre pela
compra de animais Pl ou fémeas gestando fetos PI, coloquialmente conhecidas como
“vacas de Troia”. Outras formas ocorrem por exemplo, pelo contato dos animais com
outros rebanhos através de pastagem comunal e contato em cercas (HOUE, 1999;
LANYON et al., 2014; LINDBERG; HOUE, 2005).

2.7 Patogenia e Sinais Clinicos

A infecgdo por pestivirus em ruminantes tem uma ampla gama de apresentacdes
clinicas (LANYON et al., 2014). Estas variam dependendo da cepa do virus, espécie do
hospedeiro, estado imunoldgico, e infecgbes concomitantes com outros patdgenos. A
manifestacdo clinica e patologica também pode variar de acordo com a idade e a
situacdo reprodutiva do hospedeiro (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; RIDPATH,
2010). Embora o termo diarreia componha o nome da doenca (diarreia viral bovina),
sinais respiratorios e reprodutivos sdo mais comumente relatados (RIDPATH, 2010).
Esta infeccdo pode resultar nas seguintes formas: infeccdo de animais néo-prenhes,
infeccdo de fémeas prenhes, infeccdo persistente e doenca das mucosas
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).
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2.7.1 Infeccdo Aguda de Animais N&o-prenhes

A infecgdo aguda acomete animais de todas as idades, porém, é mais comum em
animais jovens em rebanhos com infeccdo endémica. Ela acontece quando um animal
soronegativo e imunocompetente é exposto ao virus (NEWCOMER; GIVENS, 2013).
Esta forma da doenca é uma das manifestagbes mais importantes da infeccdo por
pestivirus (BRODERSEN, 2014) e é caracterizada por alta morbidade e baixa
mortalidade (OIE, 2008).

A viremia inicia de forma transitoria aos trés dias ap0s a infeccdo e dura de dez a
quatorze dias, até que a imunidade se desenvolva. Ap6s a soroconversdo, 0s animais
ficam protegidos contra uma reinfeccdo (HOUE; LINDBERG; MOENNIG, 2006;
LANYON et al., 2014; PETERHANS et al., 2010). O periodo de incubacédo dura de
cinco a sete dias, e a maioria das infec¢bes sdo subclinicas. Quando presente, 0s sinais
clinicos sdo brandos, os animais podem apresentar febre, leucopenia, diarreia, secrecao
nasal e ocular, erosfes ou Ulceras no focinho e na mucosa oral, depressao, inapeténcia e
diminuicdo na producéo de leite (HOUE; LINDBERG; MOENNIG, 2006; LANYON et
al., 2014; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; NEWCOMER; GIVENS, 2013). Fémeas
podem ter infertilidade, enquanto que touros podem apresentar diminuicéo na fertilidade
e infeccdo prolongada nos testiculos, assim, eles podem disseminar o virus por meses
pelo sémen (BRODERSEN, 2014; OIE, 2008). Cepas altamente virulentas podem ainda
induzir Glceras disseminadas na orofaringe, laringe e eséfago, como também pode
provocar severa trombocitopenia, 0 que leva a hemorragia extensa e altas taxas de
mortalidade em animais suscetiveis (BRODERSEN, 2014; MACLACHLAN;
DUBOVI, 2011; NEWCOMER; GIVENS, 2013).

O virus induz uma variedade de efeitos no sistema imune, e consequentemente
imunodepressdo. O que exacerba as infeccBes secundarias bacterianas e/ou virais, e
aumenta a severidade da doenca e as chances de mortalidade (BRODERSEN, 2014;
MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; NEWCOMER; GIVENS, 2013; RIDPATH, 2010).
Se o animal afetado néo tiver nenhuma destas infec¢Oes oportunistas, ele tende a se
recuperar completamente em trés semanas (LANYON et al., 2014).

A excrecdo do virus ocorre por varios fluidos corporais, como: secre¢do nasal e
ocular, urina, leite, sémen, saliva e fluidos fetais (LANYON et al., 2014). Além de
haver distribuicdo altamente variavel do antigeno nos tecidos e uma acentuada deplecao
dos foliculos linfoides em varios tecidos (BRODERSEN, 2014).
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2.7.2 Infeccdo de Fémeas Prenhes

A disseminacdo transplacentéria ocorre apds a infeccdo de uma fémea prenhe e
suas consequéncias sdo dependentes da viruléncia da cepa e do tempo gestacional.
Como resultados da infeccdo, podem ocorrer reduzidas taxas de concepcao, morte fetal
ou embrionédria, aborto, problemas congénitos, infeccdo persistente ou infec¢do
inaparente com presenca de resposta imune (FIGURA 4) (BRODERSEN, 2014,
LANYON et al., 2014; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; OIE, 2008; RIDPATH,
2010).

Figura 4. Representacdo esquematica das consequéncias da infeccdo de fémeas bovinas
prenhes de acordo com o estagio de gestacdo. Fonte: Ridpath et al. (2012).

2.7.3 Infeccéo Persistente

Somente cepas ncp estabelecem infecgédo fetal, se este tipo de infeccdo ocorrer
entre os 30 e 125 dias da gestacdo, ha o estabelecimento de animais Pl. Além disto,
fémeas prenhes que sdo Pl também dardo origem a bezerros PI (LANYON et al., 2014;
NETTLETON, 2013; PETERHANS et al., 2010; RIDPATH, 2010; SCHWIZER,;
PETERHANS, 2014). Durante este periodo, o sistema imune esta imaturo no feto e ndo
possui competéncia para montar uma resposta imune contra o virus, assim o animal
desenvolve imunotolerancia. Estes animais permanecem soronegativos e disseminam
grande quantidade de virus em todas as secrecBes e excre¢des por toda a vida, e
eficientemente transmitem o virus para animais suscetiveis no rebanho (LANYON et
al., 2014; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; PETERHANS et al., 2010; RIDPATH,
2010). Desta maneira, os Pls asseguram a persisténcia viral na populacdo hospedeira
(LANYON et al., 2014; PETERHANS et al., 2010).

Os sinais clinicos de um PI sdo muito variaveis. Os animais PIs podem parecer

clinicamente normais, ou possuirem retardo no crescimento, diminui¢cdo no ganho de
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peso e refugagem, bem como, podem apresentar defeitos no sistema nervoso central,
como tremores e cegueira (HOUE; LINDBERG; MOENNIG, 2006; LANYON et al.,
2014; MACLACHLAN; DuUBOVI, 2011; NEWCOMER; GIVENS, 2013;
PETERHANS et al., 2010; OIE, 2008; SCHWIZER; PETERHANS, 2014). Ainda,
nestes animais ha uma ampla distribuicdo do antigeno viral, incluindo nos linfonodos,
epitélio do trato gastrointestinal, pulmdes, timo, cérebro, pele e nas glandulas salivares e
uma deplecdo localmente restrita ou moderada dos tecidos linfoides (BRODERSEN,
2014; LANYON et al., 2014). A taxa de mortalidade para os PIs no primeiro ano de
vida é maior que 50%, pois, devido uma imunidade deficiente, eles sdo suscetiveis a
infeccOes secundarias e morrem de doengas como pneumonia e enterite. Isto,
combinado com a doenca das mucosas (discutidas posteriormente), leva a diminuicéo
do tempo de sobrevivéncia para cerca de 30% para bovinos com mais de dois anos de
idade (LANYON et al., 2014; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

2.7.4 Doenca das Mucosas

Doenca das mucosas (DM) ocorre quando os dois biGtipos estdo presentes: o
virus ndo-citopatico (ncp) com qual o animal originalmente foi infectado
persistentemente in utero, e a cepa citopatica (cp) homologa genética e antigenicamente,
sendo estas duas cepas chamadas de “par viral” (FIGURA 5). Esta cepa cp surge de
mutacdes da cepa ncp, através de mutacGes, incluindo recombinacdo, insercGes de
sequéncias celulares, duplicacBGes, delecdes, e rearranjos (BRODERSEN, 2014;
MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; PETERHANS et al., 2010).

Com menos frequéncia, pode ocorrer uma superinfeccdo com uma cepa cp
homologa a ncp proveniente de uma fonte externa, o que ja foi associado com surtos
raros de doenca das mucosas associados a vacina e também pela transmissao viral entre
Pls (LANYON et al., 2014; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; SCHWIZER;
PETERHANS, 2014).

As caracteristicas clinicas da DM séo as mesmas que as de uma infec¢do aguda
de animais ndo prenhes, no entanto, com maior gravidade. A doenca é rara,
invariavelmente fatal, tendo inicio subito e pode se estender por varias semanas ou
meses, de forma cronica com sinais clinicos recorrentes. Os animais costumam ter
febre, anorexia, salivacdo, diarreia aquosa, secre¢do nasal, desidratacdo, definhamento e
morte (HOUE; LINDBERG; MOENNIG, 2006; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011;
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OIE, 2008; SCHWEIZER; PETERHANS, 2014). A forma aguda é caracterizada por
erosdes e Ulceras na mucosa oral, nasal, eséfago, intestino delgado e nas placas de
Peyer. Por outro lado, na forma cronica, os animais tipicamente apresentam ulceras na
pele (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; NEWCOMER; GIVENS, 2013).
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Figura 5. Consequéncias da infeccdo de fémeas bovinas prenhes de acordo com o
bidtipo do virus. Adaptado de Ridpath et al. (2012).
Na DM ¢é observada uma ampla distribuicdo do antigeno viral, incluindo nas

glandulas salivares, ocorre severa deplecao de todos os tecidos linfoides e severas lesdes
no trato gastrointestinal (BRODERSEN, 2014). Esta forma da infeccdo ndo é
transmissivel, pois, somente animais Pl a desenvolvem, e estes possuem os dois bi6tipos
cp e ncp envolvidos na patogénese (SCHWEIZER; PETERHANS, 2014). A DM
representa um exemplo raro onde a evolucgdo viral associada com a mudanca de biétipo
leva a morte do animal afetado e, por fim, leva a extin¢cdo do virus cp que causou a
doenca (PETERHANS et al., 2010).

2.7.5 Virus Hobi-like

A apresentacdo clinica desenvolvida em bovinos pela infecgdo pelo virus Hobi-
like é indistinguivel da infec¢do causada por BVDV. Os animais podem apresentar, por
exemplo, retardo no crescimento, redugdo na producdo de leite, doenca respiratoria,
leucopenia, problemas reprodutivos e aborto (BAUERMANN et al., 2013a; BIANCHI
et al., 2011; CORTEZ et al., 2006; DECARO et al., 2011; DECARO et al., 2012;
RIDPATH et al.,, 2013). O Hobi-like também ja foi detectado em animais Pls
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(DECARO et al., 2013) e associado ao desenvolvimento de uma sindrome semelhante a
doencga das mucosas (DECARO et al., 2014; WEBER et al., 2014b).

2.8 Diagnostico

O diagnostico presuntivo de uma infec¢do causada por pestivirus em ruminantes
deve ser feito com base na historia clinica, nos sinais clinicos e nas lesdes
microscopicas e macroscopicas (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). No entanto, como
a infeccdo € clinicamente diversa e ndo apresenta sinais clinicos patognomonicos, um
diagnédstico definitivo é somente obtido por testes laboratoriais (NEWCOMER;
GIVENS, 2013; OIE, 2008; SANDVIK, 1999). Os testes laboratoriais sdo baseados no
isolamento viral em cultivo celular, deteccdo do antigeno viral (imunofluorescéncia,
imunohistoquimica, ELISA), deteccdo do RNA viral (RT-PCR, RT-gPCR) e detec¢do
de anticorpos por sorologia (ELISA, soroneutralizagdo) (NEWCOMER; GIVENS,
2013; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

No entanto, a alta diversidade genética dos pestivirus causa problemas relativos
a deteccdo e diferenciacdo destes virus (RIDPATH, 2003). Desta maneira, é necessario
avaliacdo dos testes de diagndstico a fim de certificar que eles detectam a ampla gama
de diversidade antigénica e genética encontrada entre os pestivirus. Bem como a
realizacdo de pesquisa de rotina nos rebanhos bovinos e nas demais espécies de
hospedeiros, com o objetivo de detectar novas variantes virais que possam ndo ser
detectadas com os atuais testes de diagnostico (DUBOVI, 2013; OIE, 2008).

A deteccdo rapida e sensivel de pestivirus € um aspecto relevante no contexto de
diagnostico para programas de controle e erradicacdo, que tém sido focados na detec¢édo
de animais Pls. Como estes animais possuem alta carga viral, os testes de diagnostico
empregados para detectar estes alcangam excelente sensibilidade e especificidade
(LANYON et al., 2014). Dois testes com resultados positivos de amostras coletadas
com no minimo trés semanas de diferenca ainda sdo necessarios para confirmacdo do
estado de PI (LIU et al., 2008; OIE, 2008).

2.8.1 Isolamento Viral
O isolamento viral é historicamente considerado a prova ouro para o diagnostico

de pestivirus, porém, é caro e lento, assim outras técnicas tém sido mais utilizadas, pela
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facilidade e pelo baixo custo. No entanto, o isolamento viral é o Unico que consegue
diferenciar virus ndo viaveis de virus biologicamente ativos (BRODERSEN, 2014;
NEWCOMER; GIVENS, 2013; RIDPATH, 2010).

Ha muitas variacdes da técnica e todas devem ser otimizadas para obter a
méaxima sensibilidade na deteccdo. O virus pode ser isolado em varios tipos celulares e a
partir de secrecdo nasal, sangue, soro, sémen, pool de leite e tecidos de animais
afetados, como fragmento de orelha ou tecidos de fetos abortados (LANYON et al.,
2014; NEWCOMER; GIVENS, 2013; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; OIE, 2008).

Para o diagnostico de uma infeccdo persistente atraveés do isolamento viral, o
critério é que as amostras sejam coletadas com no minimo trés semanas de diferenca,
sem soroconversdo (OIE, 2008; SANDVIK, 1999). Em relacdo ao diagnostico de DM, a
confirmacdo deve ser realizada pelo isolamento do virus cp (OIE, 2008).

Um problema enfrentado no isolamento viral em cultivo celular é a
contaminagdo com pestivirus ncp, geralmente provenientes do soro fetal bovino usado
como um suplemento nos meios de cultivo celular. O monitoramento a fim de assegurar
que isto ndo aconteca, € uma medida essencial para o controle de qualidade no
diagnostico de pestivirus. Além disto, o soro fetal bovino precisa ser livre de anticorpos
neutralizantes contra os pestivirus (OIE, 2008; SANDVIK, 1999). Desde que as células
infectadas por virus ncp ndo podem ser distinguidas do controle de células ndo
infectadas, é necessario o uso de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase (HOUE;
LINDBERG; MOENNING, 2006; OIE, 2008; SANDVIK, 1999).

2.8.2 Imunohistoquimica

A imunohistoquimica (IHC) fornece um diagnostico especifico, sensivel e
robusto para deteccdo de pestivirus, principalmente em tecidos como pele e fragmentos
de orelha (OIE, 2008; LANYON et al., 2014; SANDVIK, 1999). Para animais PlIs,
praticamente todos os tecidos podem ser usados, especialmente, os linfonodos,
glandulas tireoides, pele, cérebro, abomaso e placenta (OIE, 2008). Nestes animais, 0
antigeno viral esta presente na pele em altos titulos, assim a IHC tem desempenhado um
importante papel em programas de controle e erradicagéo, que visam identificar animais
Pls atraves do uso da tecnica a partir de fragmentos de orelha (DUBOVI, 2013). Desta
maneira o teste tem alcancado sensibilidade de 100% até para deteccéo de Pl infectado
com virus HoBi-like (BAUERMANN et al., 2014; DUBOVI, 2013)



28

2.8.3 RT-PCR e RT-gPCR

A presenca de RNA viral pode ser detectada por RT-PCR. Esta técnica é rapida
e oferece alta sensibilidade, o que é adequado para amostras bioldgicas com baixa
quantidade viral, como tanques de leite, amostras de pool de soro ou provenientes de
uma infeccdo aguda (HOUE; LINDBERG; MOENNING, 2006; LANYON et al.,
2014). A RT-PCR ¢ adequada também para avaliar contaminagdes por pestivirus em
soro feral bovino e em vacinas, onde geralmente ha também baixo titulo viral (OIE,
2008).

Testes de RT-PCR usando primers especificos para a regiao 5S’UTR sdo 0s mais
empregados, por esta regido ser bastante conservada (OIE, 2008; SANDVIK, 1999).
RT-PCR a partir de tanque de leite pode ser Gtil para um teste inicial, a fim de indicar se
h& algum animal Pl ou transitoriamente infectado entre as vacas lactantes (HOUE;
LINDBERG; MOENNING, 2006; LANYON et al., 2014). Esta técnica é sensivel o
suficiente para detectar uma vaca Pl lactante em um grupo de 132 animais (LANYON
et al., 2014; OIE, 2008). O mesmo principio pode ser aplicado para pools de soro e para
pools de fragmento de orelha. Que se constituem em técnicas rapidas e econdmicas
(LANYON et al., 2014; WEINSTOCK; BHUDEVI; CASTRO, 2001). Atualmente,
muitos testes de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) estdo sendo desenvolvidos que sdo
altamente especificos e sensiveis. Varios tipos de amostras podem ser usados: soro,
sangue, leite, tecidos, secrecdo nasal, pelo, sémen e embrides (NEWCOMER; GIVENS,
2013; SINGH et al., 2011).

A identificacdo de um PI pode ser feita através da deteccdo do RNA viral no
sangue através de RT-gPCR. No entanto, na presenca de resultado positivo, uma nova
coleta deve ser realizada com no minimo trés semanas de diferenca em relacdo a
primeira amostra, e esta precisa ser positiva para confirmar o estado de PI
(NEWCOMER; GIVENS, 2013; OIE, 2008). Para facilitar o diagnostico, testes de RT-
gPCR tém sido desenhados a fim de diferenciar infecgdes agudas de persistentes, com
base na carga viral presente na amostra (LANYON et al., 2014). Além disto, testes de
RT-gPCR também tem sido desenvolvidos com a capacidade de diferenciar BVDV-1 e
2 (BAXI et al., 2006; BHUDEVI; WEINSTOCK, 2001; LETELLIER; KERKHOFS,
2003), ou para apenas detectar virus Hobi-like (LIU et al., 2008). Recentemente, Kits
comerciais de RT-qPCR tém sido validados para detectar RNA de BVDV em amostras

de fragmento de orelha, sangue, plasma, soro e leite. Alguns destes Kits ja apresentaram
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uma 6tima sensibilidade (100%) para deteccdo de virus Hobi-like em fragmentos de
orelha (BAUERMANN et al., 2014).

Entretanto, um problema tem sido enfrentado no uso de RT-PCR e RT-gPCR,
pois, varios testes desenhados para detectar BVDV falham em detectar e diferenciar
virus Hobi-like ou possuem sensibilidade diminuida comparada a deteccdo de BVDV.
Isto ocorre devido a variacbes na sequéncia na regido do primer e/ou da sonda
(BAUERMANN et al., 2014; LIU et al., 2008; SCHIRRMEIER et al., 2004). Assim, ha
necessidade de vigilancia continua e de desenvolvimento de novos testes para detectar
cepas divergentes, como por exemplo, para identificacdo dos virus Hobi-like (DUBOVI,
2013).

2.8.4 Testes Soroldgicos

Os testes sorolégicos podem ser usados, por exemplo, para investigar o estado
de exposi¢cdo de um rebanho ou de um animal, o estagio da infec¢do no rebanho e para
avaliar a eficacia de vacinas. No entanto, testes sorolégicos sdo limitados quando a
vacinacao € praticada, devido a dificuldade de diferenciar animais infectados de animais
vacinados (DUBOVI, 2013; NEWCOMER; GIVENS, 2013; SANDVIK, 1999). Além
disto, na interpretacdo de resultados negativos deve-se levar em conta o estado de
imunotolerancia de animais PI (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Pois, como estes
animais ndo desenvolvem resposta imune contra o virus que lhe esta infectando, os
testes soroldgicos ndo conseguem identifica-los (NEWCOMER; GIVENS, 2013).

Para rebanhos leiteiros ndo vacinados, o teste em tanque de leite para anticorpos
é uma ferramenta Util e mais barata que permite uma triagem inicial para classificacdo
do estado do rebanho (HOUE; LINDBERG; MOENNING, 2006; LANYON et al.,
2014; OIE, 2008; SANDVIK, 1999). Também é possivel testar pools de soro por
ELISA para deteccdo de anticorpos, o que permite estimar a soroprevaléncia dos
animais do pool (LANYON et al., 2014).

As técnicas mais usadas para a deteccdo de anticorpos contra pestivirus séo a
soroneutralizacdo (SN) e o ELISA (HOUE; LINDBERG; MOENNING, 2006; OIE,
2008). A SN é um teste sensivel, especifico, adequado para quantificacdo de anticorpos
por titulacdo e é reconhecido como teste de referéncia para sorologia de BVDV. Devido

a sua alta especificidade, € essencial usar um virus desafio antigenicamente similar aos
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virus de campo (HOUE; LINDBERG; MOENNING, 2006; OIE, 2008; SANDVIK,
1999)

A SN pode ser biologicamente mais relevante do que o ELISA, porque ela pode
avaliar o estado de anticorpo em relacdo as variacdo que existe entre os isolados de
pestivirus. Além do mais, ela pode ser empregada em amostras de hospedeiros que ndo
sejam bovinos (DUBOVI, 2013). Porém, a SN é trabalhosa, cara e precisa de cultivo
celular. Além do mais, os resultados podem variar entre laboratérios devido ao uso de
diferentes cepas ou tipos celulares (DUBOVI, 2013; HOUE; LINDBERG;
MOENNING, 2006; LANYON et al., 2014).

H& muitos testes de ELISA desenvolvidos in house ou na forma de Kkits
comerciais para deteccdo de anticorpos, por exemplo, em soro, leite individual ou
tanque de leite. As vantagens do uso desta técnica consistem na facilidade de triagem de
muitas amostras, alta sensibilidade e especificidade, rapidez e custo menor em relacédo a
SN disponiveis (DUBOVI, 2013; HOUE; LINDBERG; MOENNING, 2006; LANYON
etal., 2014; OIE, 2008; SANDVIK, 1999).

2.8.5 Testes de ELISA para Deteccdo de Antigeno

Os testes de ELISA para deteccdo de antigeno geralmente se baseiam na
deteccdo da proteina NS2/3 ou E™ em tecidos, como sangue e principalmente
fragmento de orelha (HOUE; LINDBERG; MOENNING, 2006; OIE, 2008;
SANDVIK, 1999), o que tem possibilitado um teste economicamente viavel para os
programas de controle e erradicacdo de BVDV (DUBOVI, 2013; LANYON et al.,
2014). Estes testes de ELISA apresentam sensibilidade similar ao isolamento viral
(DUBOVI, 2013; NEWCOMER; GIVENS, 2013; OIE, 2008). Entretanto, os Kits
comerciais ndo sdo desenhados para detectar animais transitoriamente infectados
(DUBOVI, 2013).

2.9 Controle e Profilaxia
Programas de erradicagdo de BVDV sem vacina¢do comecaram nos paises da

Escandinavia na década de 90. Estes se basearam na identificagdo de rebanhos

infectados e ndo-infectados usando uma combinacéo de testes sorologicos, e eliminacao



31

do virus do rebanho através da remocdo dos animais Pls (LINDBERG; ALENIUS,
1999; HOUE; LINDBERG; MOENING, 2006; SANDVIK, 2004).

O sucesso destes programas na Escandinavia tem levado ao desenvolvimento de
programas nacionais e regionais de controle e erradicacdo em paises como Austria,
Alemanha, Italia e Holanda, Suica, Eslovénia, Franca, Escocia e lIrlanda. Estes
programas sdo baseados na remocéo dos animais Pls com ou sem vacinacdo (LANYON
et al, 2014; LINDBERG; ALENIUS, 1999; NETTLETON, 2013; MACLACHLAN;
DUBOVI, 2011; RIDPATH, 2010). Em paises europeus sem nenhum programa
sistematico, a vacinacao é geralmente usada (HOUE; LINDBERG; MOENING, 2006).

Além de detectar e eliminar os animais Pls, os programas tém focado em
medidas de biosseguranca para prevenir a introducéo viral e 0 monitoramento continuo
dos rebanhos livres para rapida deteccdo de uma possivel reinfeccdo (LANYON et al,
2014; SCHWEIZER; PETERHANS, 2014). Estas medidas de biossegurangca agem
especialmente sobre o comércio animal para prevenir a comercializagdo de animais Pls,
fémeas portando um feto Pl e mesmo de animais transitoriamente infectados
(LINDBERG; ALENIUS, 1999; HOUE; LINDBERG; MOENING, 2006; RIDPATH,
2010).

Depois dos animais Pls terem sido eliminados, o uso da vacina serd decidido
conforme a situacdo epidemioldgica. O que acontece também com o planejamento de
qualquer programa de controle e erradicacdo, que ira variar conforme a incidéncia dos
pestivirus, densidade animal, caracteristicas do comércio, contato com populacbes
silvestres, variagdo das cepas circulantes e tipo de producdo. Em propriedades com alta
densidade animal, comércio intensivo e alta prevaléncia de BVDV, a vacinacgdo precisa
ser empregada. Em propriedades com baixa prevaléncia, a vacina¢do nao ser precisa
ocorrer, jA que o risco de reintroducdo é muito pequeno (HOUE; LINDBERG;
MOENING, 2006; RIDPATH, 2010). Portanto, um programa pode ter duas fases,
primeiro, eliminacdo dos Pls, seguida de vacinacdo e erradicacdo. Isto acontece em
estados da Alemanha com alta prevaléncia da infeccdo e minimiza o risco de
reintroducéo em rebanhos livres do virus (HOUE; LINDBERG; MOENING, 2006).

As vacinas tém sido usadas por mais de 50 anos. No entanto elas ndo tém se
mostrado efetivas na reducdo da disseminacdo de BVDV, pois elas ndo eliminam o
virus dos rebanhos (BRODERSEN, 2014; NEWCOMER, 2013; RIDPATH, 2010).

Possivelmente, isto ocorre porque o controle pela vacinacdo € comprometido pela
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diversidade observada nas cepas de pestivirus, pela falta de uma protecéo fetal completa
e pela falha em remover animais Pls (RIDPATH, 2010; SANDVIK, 2004;
SCHWEIZER; PETERHANS, 2014).

Consequentemente, os maiores desafios no desenvolvimento de vacinas sdo a
protecdo contra a ampla diversidade antigénica dos pestivirus e a prevengdo da infeccéo
fetal (KALAYCIOGLU, 2011; NEWCOMER; GIVENS 2013; OIE, 2008). Para uma
melhor protecdo vacinal, as vacinas necessitam refletir os cepas prevalentes ou tipos
antigénicos presentes no pais do seu uso (MAHONY et al., 2005; RIDPATH, 2010).
Como muitos paises tem usado a vacinacdo e ndo obtiveram reducdo da prevaléncia da
infeccéo, eles tém empregado programas que combinam o uso de vacinas com medidas
de biosseguranca para efetuar o controle (HOUE; LINDBERG; MOENING, 2006).

Ndo ha& uma vacina padrdo para BVDV. Porém, ha muitas vacinas
comercialmente disponiveis que podem conter: com virus vivos atenuados (MLV) ou
inativados (KV) (OIE, 2008; RIDPATH, 2010). Elas tém na composi¢do BVDV-1 e
BVDV-2 e, por enquanto, ndo ha nenhuma vacina disponivel para virus Hobi-like
(BAUERMANN et al., 2013a; KALAYCIOGLU, 2011).

A recomendacdo € o uso de duas doses de MLV. Se uma KV for usada, o
recomendado € que seja realizada uma segunda dose com MLV (HOUE; LINDBERG;
MOENING, 2006). Estas MLV sdo baseadas em cepas atenuadas e geralmente induzem
uma resposta imune mais ampla e duradoura do que as KV, devido aos maiores titulos
de anticorpos neutralizantes e a inducdo de uma resposta imune celular potente
(KALAYCIOGLU, 2011; NEWCOMER; GIVENS, 2013). Se for aplicada somente a
KV, sdo necessarias duas doses, contudo, a maior vantagem destas vacinas em relacao
as MLV ¢é a seguranca (NEWCOMER; GIVENS, 2013). Isto porque, as MLV nédo
podem ser administradas a fémeas prenhes, devido ao risco de infec¢do transplacentaria,
além de haver o risco de inducdo da doenca das mucosas em animais Pl
(BRODERSEN, 2014; KALAYCIOGLU, 2011; OIE, 2008).

Ha necessidade do desenvolvimento de vacinas que protejam mais e que sejam
seguras. Além das vacinas comerciais, hd muitas sendo desenvolvidas e testadas
experimentalmente, como as vacinas recombinantes de subunidade (BRODERSEN,
2014; KALAYCIOGLU, 2011).

Os programas de controle e erradicagdo mais eficazes sdo baseados em

biosseguranca, pesquisa e controle. Além do mais, para 0 sucesso destes programas €
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importante que haja a transferéncia de informacgdes e conhecimentos para todos 0s
grupos envolvidos na implementacdo do programa (LINDBERG; ALENIUS, 1999;
NEWCOMER; GIVENS, 2013; RIDPATH, 2010; SANDVIK, 2004).

2.10 Situacdo dos Pestivirus de Ruminantes no Brasil

A infeccdo pelo BVDV no Brasil tem sido descrita desde a década de 60
(CORREA; NETO; BARROS, 1968), e atualmente estd amplamente distribuida pelos
rebanhos brasileiros, com 22-66% dos animais e 43-82% dos rebanhos soropositivos
(ALMEIDA et al., 2013; CANAL et al., 1998; QUINCOZES et al., 2007; THOMPSON
et al., 2006). O conhecimento sobre 0s pestivirus presentes no Pais cresceu nos ultimos
anos, devido ao aumento no numero de laboratérios envolvidos em pesquisa e
diagnostico. Assim BVDV-1a, 1b, 1d, BVDV-2b e Hobi-like ja foram detectados
(BIANCHI et al., 2011; CORTEZ et al., 2006; FLORES et al., 2002; WEBER et al.,
2014b; WEBER et al., 2014c). Entretanto, o BDV nunca foi detectado no Brasil nem no
restante da Ameérica do Sul (WEBER et al., 2014a).

Em dois estudos recentes, a propor¢éo de BVDV-2 foi semelhante a de BVDV-
1, com frequéncias variando de 40-57% para BVDV-1 e 42-45% para BVDV-2
(BIANCHI et al., 2011; WEBER et al., 2014c). Estas frequéncias de BVDV-2 sdo
similares as descritas no Chile (PIZARRO-LUCERO et al., 2006) e na Coréia do Sul
(OEM et al., 2009), porém, bem maiores do que aquelas relatadas nos demais paises em
que a diversidade destes pestivirus ja foi estudada (BOOTH et al., 2013; LUZZAGO et
al., 2014; KUTA et al., 2013; MAHONY et al., 2005; MISHRA et al., 2004; PECORA
et al., 2014; RIDPATH et al., 2010; ULARAMU et al., 2013; YILMAZ et al., 2012;
ZHANG et al., 2014).

Apesar da ampla distribuicdo da infeccéo pelo Pais e da consideravel diversidade
geneética dos isolados, o Brasil ainda ndo possui um programa oficial de controle e
erradicacdo. Apenas alguns produtores adotam voluntariamente medidas de controle.
No entanto, a auséncia de medidas de controle no Brasil em um contexto internacional
onde mais paises vém continuamente adotando programas de controle e erradicacédo
podera originar restricbes ao comércio internacional de produtos de origem bovina.
Além disto, no Brasil a vacinagdo ndo é obrigatoria, ao contrério, é incipiente e

realizada de maneira desigual nas diferentes regifes e sistemas de produgéo. Somente
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vacinas inativadas sdo licenciadas e estas contém cepas s6 de BVDV-1 ou de BVDV-1 e
de BVDV-2. No entanto, questiona-se sobre a eficicia destas vacinas, devido a alta
variabilidade antigénica dos pestivirus e ao uso de apenas vacinas inativadas, apesar do
conhecimento de que as vacinas atenuadas sdo mais eficientes (FLORES et al., 2005;
NEWCOMER; GIVENS, 2012; WEBER et al., 2014a).
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados e a discussdo, bem como os materiais e métodos empregados para
a realizacdo dos experimentos que compdem esta dissertacdo, serdo apresentados a

seguir na forma de um artigo cientifico como segue:

1- Genetic diversity of ruminant pestiviruses detected in Brazil

Este artigo sera submetido ao periddico Transboundary and Emerging Diseases.
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Summary

Pestivirus infections in ruminants result in significant economic losses worldwide. The
etiological agents are three species from the genus Pestivirus, family Flaviviridae:
Bovine Viral Diarrhea Virus type 1 (BVDV-1), BVDV-2, Border Disease Virus (BDV)
and, an atypical pestivirus named Hobi-like virus. In the present study, eighty nine
pestivirus isolates from Brazil collected between 1995 and 2014, originated from cattle,
fetal bovine serum (FBS) or detected as cell culture contaminants were characterized
through nucleotide sequencing and phylogenetic analysis of part of the 5’ untranslated
region (5°UTR), N terminal autoprotease (N") and envelope glycoprotein 2 (E2) genes.
Genetic analysis indicated that 53.9% of the sequences belonged to BVDV-1, 33.7% to
BVDV-2 and 12.3% to Hobi-like. BVDV-1a (35.9%) and BVDV-2b (31.4%) were the
predominant subgenotypes, followed by BVDV-1b (10.1%) and 1d (6.7%). BVDV-2c
(2.2%) and BVDV-1e (1.1%) were identified in Brazil for the first time. This study
evidenced a high genetic diversity of Brazilian pestivirus isolates and it will be useful
for evaluating the diagnostic tools and for the development of more effective vaccines

and may also contribute for pestivirus control and programs in Brazil.

Keywords:
Pestivirus
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Phylogeny
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Hobi-like
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Introduction

Pestiviruses are single-stranded, positive-sense RNA viruses. The viral genome
contains an unique open reading frame flanked by untranslated regions (UTRs) at the 5’
and 3’ ends, which encodes a long polyprotein that is processed into 11 or 12
polypeptides (Simmonds et al., 2011). The infection in cattle results in significant
economic losses worldwide with manifestations ranging from mild clinical signs to
severe forms, such as respiratory disease, abortions and even death (MacLachlan and
Dubovi, 2011). The causative agent can be one of the three recognized species from the
family Flaviviridae, genus Pestivirus: Bovine Viral Diarrhea Virus type 1 (BVDV-1),
BVDV-2 and Border Disease Virus (BDV) (Simmonds et al.,, 2011). An atypical
pestivirus named Hobi-like (Schirrmeier et al., 2004) was detected in cattle from South
America (Cortez et al., 2006; Bianchi et al., 2011; Weber et al. 2014a), Asia (Stahl et
al., 2007; Mao et al., 2012; Haider et al., 2014; Mishra et al., 2014) and Europe (Decaro
etal., 2011; Decaro et al., 2012; Decaro et al., 2013).

Phylogenetic analysis has been used to characterize genetic groups of pestivirus
from different areas of the world. This genetic classification is mostly based on
comparison of nucleotide sequences of 5°UTR and terminal autoprotease (N*°) (Tajima
et al., 2001; Vilcek et al., 2001; Nagai et al., 2008; Booth et al., 2013; Pecora et al.,
2014) and currently, at least 20 subgenotypes of BVDV-1 (1a-1t) (Vilcek et al., 2001;
Giammarioli et al., 2014; Yesilbag et al.,2014) and three BVDV-2 (2a-2c) have been
described (Tajima et al., 2001; Flores et al., 2002; Peterhans et al., 2010; Jenckel et al.,
2014). Previous studies had been performed in Brazil to classify pestivirus isolates by
phylogenetic analysis; however the majority of those studies used solely the 5°UTR and
some of these did not classify at the subgenotype level (Canal et al., 1998; Flores et al.,
2000; Cortez et al., 2006; Lunardi et al., 2008; Bianchi et al., 2011). In order to obtain
more reliable phylogenetic analysis, the use of three or more regions of the pestivirus
genome for subgenotyping is recommended (Nagai et al., 2008; Yesilbag et al., 2008;
Liu et al., 2009a). Taking into account the need to better understand the genetic
diversity of pestivirus isolates in Brazil, in this study, three genomic regions of
Brazilian pestivirus isolates were analyzed. Such knowledge is important to understand
the epidemiology, design accurate diagnostic tests and effective vaccines. This study

will contribute towards the development of future national pestivirus control programs.
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Materials and Methods

Samples

Eighty-nine pestivirus isolates obtained between 1995 and 2014 in different
laboratories were characterized. The isolates were originated from cattle, fetal bovine
serum (FBS) or found as cell culture contaminants from six Brazilian federal states (RS,
MS, MT, SC, PB, PR). The description of the isolates is presented in the supplementary
Table S1.

RNA isolation and RT-PCR

RNA was isolated from the samples using TRIzol® LS Reagent (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The
cDNA synthesis was carried out using SuperScript® |11 Reverse Transcriptase Kit (Life
Technologies). Primers used in the RT-PCR are listed in Table 1. To avoid
unnecessarily sequencing of closely related viral isolates, when more than one isolate
showed 100% identity in 5’UTR, only one was sequenced in the NP and E2 regions.

Table 1- Primers used for RT-PCR and sequencing

Genomic region Pestivirus  Primers Reference
BVDV-1,

5'UTR BVDV-2 324,326 Vilcek et al., 1994
Hobi-like  forward, reverse Deregt et al., 2006

NPT BvVDV-1  BD1, BD3 Vilcek et al., 2001
BVDV-2 LV pesti F, LV pestiR  Weber et al., 2014c
Hobi-like  TF3, TR3 Liu, et al., 2009b
BVDV-1,

E2 BVDV-2  E2f, E2r Tajima et al., 2001
Hobi-like  SF3, SR3 Liu et al., 2009¢c

Sequencing and phylogenetic analysis

The PCR amplification products were purified using the Nucleo Spin Extract Il
Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany), according to manufacturer’s description. The
sequences of both strands were sequenced using a Big Dye Terminator cycle sequencing
kit, version 3.1, on an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).
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The partial 5°UTR, NP and E2 sequences of the present study and of
representative pestivirus strains retrieved from GenBank were aligned with Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 6 (MEGAG6) (Tamura et al., 2013), using
Muscle algorithm. All the sequences of Brazilian pestivirus isolates and alignments are
available in  Figshare  (http://figshare.com/), with the DOl  numbers
http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.1299442-1299450 and
http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.1299456-1299458, respectively. The evolutionary

history was inferred by Maximum Likelihood method (Guindon and Gascuel, 2003)

using the Kimura 2-parameter substitution model (Kimura, 1980) for the 5°’UTR and
NP sequences and using the Tamura 3-parameter substitution model (Tamura, 1992)
for the E2 sequences. A gamma distribution was used to model evolutionary rate
differences among sites with five categories, with invariable sites for the NP and E2
sequences. All evolutionary analyses were conducted in MEGAG6 with 1,000 bootstrap
replicates each.

The percentage of identity of pairwise evolutionary distances within and
between groups was calculated using Geneious Trial 8.0.4 (http://www.geneious.com/).
The GenBank accession numbers of the Brazilian pestivirus isolates sequences are
shown in Table 2.

Results

The eighty-nine pestivirus isolates investigated gave rise to 87 sequences of
partial 5>UTR (234 bp), 55 of NP (361 bp) and 54 of E2 (303 bp). The sequences from
isolates Embrapa2007 and LV/N98/13 of 5°UTR, EVI006, LV/95-77/13, LV/N98/13,
LV/MDBK?200/14 and LV/CER189/14 of NP° and LV/LF79/12, LV/40-30/13,
Embrapa2007, LV/BVDV158, LV/MDBK200/14 and LV/CER189/14 of E2 could not
be amplified in that genomic regions.

In total, 53.9% (48/89) sequences were identified as BVDV-1, 33.7% (30/89) as
BVDV-2 and 12.3% (11/89) as Hobi-like viruses. At the subgenotyping level, the
highest number of isolates (35.9%, 32/89) was classified as BVDV-1a and 31.4%
(28/89) as BVDV-2b. Furthermore, BVDV-1b (10.1%, 9/89), 1d (6.7%, 6/89), 1e (1/89,
1.1%) and 2c (2.2%, 2/89) were also identified.

The phylogenetic trees of the 5’UTR, NP and E2 sequences are shown in Figure


http://figshare.com/
http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.1299442-1299450
http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.1299456-1299458
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la, Figure 1b and Figure 1c, respectively. The overall tree topology was similar
between the three genomic regions, with two exceptions (Table 2). A phylogenetic tree
of 5’UTR and E2 showed that the majority of the Brazilian BVDV-1a sequences are
located in the same cluster of Oregon C24V, but distinct from the cluster of NADL. For
the Brazilian BVDV-1b isolates, the phylogenetic tree of the three genomic regions
showed that these sequences are more genetic related with strain CP7 (1b2) than with
strain Osloss (1b1).

A bootstrap analysis inferred a robust phylogeny for the phylogenetic tree of
NP and E2. High bootstrap values were observed for the NP (more than 97%) and for
the E2 (over 83%), for each monophyletic cluster, at the species and subgenotype level.

Regardless of the 5’UTR tree, bootstrap values for clusters at the species level
were consistent (over 92%). However, values at the subgenotype level were lower,
ranging less than 70% to 96%.

The pairwise evolutionary distances were calculated and the sequence identitie
within Brazilian pestivirus isolates are shown in Table 3. The pestivirus isolates had
nucleotide similarities ranging from 64.6-100%, 60.6-100% and 58.25-100% in the
5’UTR, NP and E2, respectively. The comparison between Brazilian pestivirus isolates
and reference strains is shown in Table 4. The nucleotide similarities ranged between
88.9-100%), 84.2-98.6%, 80.5-97.5% in the 5’UTR, NP and E2, respectively.

Table 3 — Percentage of nucleotide similarity within Brazilian pestivirus
isolates in the tree genomic regions analized.

Pestivirus type/subgenotype 5'UTR NP E2
BVDV-1 85.8-100 76.4-100 70.3 -100
BVDV-2 87.8—-100 78.9-100 80.2-99
Hobi-like 97.1-100 94.7-994 91.5-100
BVDV-1a 89.8-100 84.4-100 84.8 -99.3
BVDV-1b 97.77-100 88.6-98.8 87.9 -100
BVvDV-1d 99.1 98.4 -100 96.3-97.1
BVDV-2b 90.3-100 82.2-100 83.8-99
BVDV-1 and BVDV-2 69.3-788 63.1-70.6 60.8 — 69.6
BVDV-1 and Hobi-like 64.6 —-71.7 60.6 —66.4 58.2 - 65.6
BVDV-2 and Hobi-like 69.9 — 77 62.6 — 68.4 59 - 65.6




Table 4 - Percentage of nucleotide similarity between Brazilian
pestivirus isolates and reference strains* in the tree genomic

regions analized
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Pestivirus type/subgenotype 5'UTR NP E2

BVDV-1a 89.7-96.4 86.4-92.8 82.8-924
BVDV-1b 946 -97.3 85.8-94.4 85.3-92.7
BVvVDV-1d 99.5 98.3-98.6 96.7-97.5
BVDV-1le 92.4-100 84.2-85.8 80.5-934
BVDV-2b 91.7-98.2 84.2-97.2 85.1-95.3
BVDV-2c 98.1 97.5 97

Hobi-like 88.9-995 84.2-96.4 87.1-96.3

"*" the same reference strains shown in Figure 1a, 1b and 1c. BVDV-1a (Oregon
C24V, NADL), 1b (Osloss, CP7), 1d (10JJ-SKR), le (1891/99, 3-ltaly), 2b
(Giessen 6, Soldan, Hokudai-Lab/09), 2c (VOE 4407) and Hobi-like
(IndABI15385/12, Th/04 KhonKaen, D32/00 HoBI).

Discussion

Knowledge about the genetic diversity of pestiviruses is important in order to
design adequate diagnostic tests and for effective surveillance, inform control programs
and to determine likely infection sources (Yilmaz et al., 2012; Booth et al., 2013;
Giammarioli et al., 2014). It is also important to drive vaccine development, in order to
improve their protection spectrum, taking into account the pestivirus isolates circulating
in a given region (Ridpath, 2010). Brazil has the world’s largest commercial cattle herd
with more than 211 million of animals (IBGE, 2015; USDA-FAS, 2015). Although
pestiviruses are widespread in the country, there is no official control and eradication
program for this virus. Only inactivated vaccines are commercially available.
Vaccination is not mandatory and is still incipient. Formulation of adequate vaccines
depends on more profound knowledge of the genetic and antigenic properties of
circulating viruses. For these reasons, the genetic diversity of pestivirus isolates from
Brazil was investigated by phylogenetic analysis for 5’UTR, N and E2 partial regions
of the 89 viral isolates. We hope these information will help in understanding the
genetic plethora of pestiviruses circulating in the country, contributing for more
effective diagnosis, surveillance and control.

BVDV-1 was the more frequent pestivirus species detected, followed by BVDV-
2 and Hobi-like. This frequency of BVDV-2 was similar to that described previously in
Brazil (Bianchi et al., 2011; Weber et al., 2014b), Chile (Pizarro-Lucero et al., 2006)
and in South Korea (Oem et al., 2009), but higher than that detected in Argentina (Jones
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et al., 2001; Pecora et al., 2014), North America (Kim et al., 2009; Ridpath et al., 2010),
Europe (Tajima et al., 2001; Yilmaz et al., 2012; Booth et al., 2013; Kuta et al., 2013;
Luzzago et al., 2014;), Asia (Mishra et al., 2004; Gao et al., 2013; Zhang et al., 2014),
Africa (Ularamu et al., 2013) and Australia (Mahony et al., 2005). This suggest that
BVDV-2 have existed as long as BVDV-1 in Brazil, and that this specie is well adapted
and established to the environment.

Brazilian pestivirus isolates show a considerable heterogeneity. Previously,
BVDV- 1a, 1b, 1d, BVDV-2b and Hobi-like were detected (Flores et al., 2002; Cortez
et al., 2006; Bianchi et al., 2011; Weber et al., 2014a; Weber et al., 2014b). In this
study, BVDV-1a and BVDV-2b were the predominant subgenotypes, while BVDV-2c
and BVDV-1e are reported for the first time. BVDV-1b and BVDV-1d were also
detected. A high frequency of BVDV-2b was detected in this study and none BVDV-2a
was identified. This result is uncommon, since BVDV-2a is more frequently reported
than BVDV-2b (Ridpath et al., 2010; Pecora et al., 2014; Zhang et al., 2014), including
in Chile and South Korea which have high percentage of the BVDV-2 (Pizzaro-Lucero
et al., 2006; Oem et al., 2009). BVDV-2b has been detected in Brazil since the early 90"
(Canal et al., 1998; Flores et al., 2002) and it has shown growing number of detections
(Cortez et al., 2006, Bianchi et al., 2011, Weber et al., 2014b). This may help in
understanding the evolution and epidemiology of this subgenotype.

Almost all Brazilian BVDV-1a clustered with the Oregon strain group and
BVDV-1a was also found as the predominant subgenotype such as in UK (Strong et al.,
2013), South Korea (Oem et al., 2009), Japan (Nagai et al., 2004) and Argentina (Jones
et al., 2001). BVDV-1b was the third subgenotype more frequently found in Brazil and
all sequences clustered into BVDV-1b2, according to the classification defined by
Tajima et al. (2001). On the other hand, this subgenotype is the most frequently found
in the world (Barros et al., 2006; Pizarro-Lucero et al., 2006; Oem et al., 2010; Ridpath
et al., 2010; Deng et al., 2012; Kuta et al., 2013; Giammarioli et al., 2014; Pecora et al.,
2014). In this study, BVDV-1d was identified in low frequency, as reported in Europe
(Jackova et al., 2008; Hornberg et al., 2009; Yilmaz et al., 2012; Booth et al., 2013;
Luzzago et al., 2014). The BVDV-1e was detected in this study in low frequency as in
several countries from Europe (Hurtado et al., 2003; Barros et al., 2006; Hornberg et al.,
2009; Booth et al., 2013; Strong et al., 2013) and China (Zhang et al., 2014), however,
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in contrast to studies from France (Jackova et al., 2008) and Italy (Giammarioli et al.,
2014), where this subgenotype has been more frequently found.

The BVDV-2c subgenotype was first identified in German in the 90s
(Wolfmeyer et al., 1997; Becher et al., 1999), and since then, few reports are available
(Tajima et al., 2001; Peterhans et al., 2010). Recently, it received more attention when
this virus was identified in outbreaks in Germany where highly virulent strains caused
high mortality. Strains from United States were also characterized as belonging to this
subgenotype (Jenckel et al., 2014). It is not known, what are the implications for animal
health of this Brazilian BVDV-2c isolate, since it was detected contaminating cell
cultures. However, the emergence of this isolate raises concern about the possibility of
this subgenotype to be spread in the country.

Hobi-like viruses represented 12.3% of the isolates described. These isolates
were originally identified in FBS, cell culture and in samples obtained from cattle with
clinical disease from different Brazilian States. This atypical pestivirus was first
detected in Brazilian FBS (Schirrmeier et al., 2004) and in Brazilian buffalos (Stalder et
al., 2005), but have been also detected in other countries from South America, Asia and
Europe, in cattle naturally infected, FBS and contaminated cell cultures (Stahl et al.,
2007; Liu et al., 2009a; Decaro et al., 2011; Mao et al., 2012; Haider et al., 2014;
Mishra et al., 2014; Weber et al., 2014b). The increasing number of reports of this
pestivirus worldwide may represent a threat for countries with BVDV eradication
programs underway. Even for endemic countries with Hobi-like virus—positive status, it
may also become an issue for international trade of animals and products with countries
free of this pestivirus (Bauermann, 2013). Further studies are necessary to ascertain the
relevance of these findings in terms of diagnostic, control and immunization strategies.

Eleven isolates from BVDV-la, 1d, 2c and Hobi-like were detected in
contaminated cell cultures or FBS. Contamination of FBS and cell culture by BVDV-1,
BVDV-2 and Hobi-like virus have been often observed (Bolin and Ridpath, 1998; Xia
et al., 2011; Uryvaev et al., 2012; Oliveira et al., 2013; Gagnieur et al., 2014; Zhang et
al., 2014). There are important concerns, since those are components of many biological
products, like vaccines. Thereby, the international trade of FBS is a potential source of
transboundary spread of pestivirus, as Hobi-like virus, and consequently, with

implications for BVD control programs (Stahl et al., 2007; Luzzago et al., 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uryvaev%20LV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22808499
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The phylogenetic analysis and the pairwise genetic distances revealed a clear
segregation between species and subgenotypes. The Brazilian pestivirus sequences had
a large variation in the nucleotide sequence and showed a considerable difference in
relation to reference strain sequences. Sequences in the 5’UTR tree from two isolates
could not be classified, but in the other hand, the NP and the E2 tree allowed these
sequences to cluster with BVDV-2b strains. In addition, bootstrap values for 5’UTR
were lower than with the two other regions and in some branches, lower than desired to
have a considerable confidence, as often observed in other studies (Becher et al., 1997;
Vilcek et al., 2005, Gao et al., 2013; Gong et al., 2014). Therefore, analysis of the
5’UTR alone might not give the highest resolution for phylogenetic analysis and may
cause confusion regarding subgenotype classification (Baule et al., 1997; Booth et al.,
2013). In contrast, E2 and NP are well suited for phylogenetic analysis and could
provide valuable information when unclear results are obtained from 5’UTR analysis
(Becher et al., 2003; Giangaspero and Harasawa, 2014). Hence, at least two genomic
regions of pestivirus should be analysed in order to correctly classify the isolates (Booth
etal., 2013).

The present study provided a better understanding about genetic variability of
pestivirus in Brazil where BVDV-1 was the most frequent pestivirus species detected,
but BVDV-2 and Hobi-like were also detected. BVDV-1a and BVDV-2b were the most
frequent found subgenotypes, but BVDV-1b, 1d, 1e and 2c were also detected, with the
BVDV-1e and 2c being described for the first time in South America. This information
may be useful for evaluating the diagnostic tools and for the development of more

effective vaccines and may also contribute for pestivirus control and programs in Brazil.
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Table 2 - Classification and accession number of pestivirus isolates analyzed.

Pestivirus type/subgenotype

Accession number

Isolate S'UTR NPre E2 5'UTR NPre E2
LV/AM/09 BVDV-1b BVDV-1b BVDV-1b KP715115 KP743050 KP743078
LV/S.Chico/09 BVDV-1b BVDV-1b BVDV-1b KP715126 KP743061 KP743088
LV/Patol02/09 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KP715137 KP743045 KP743109
LV/Jaguari/09 BVDV-1b BVDV-1b BVDV-1b KP715119 KP743054 KP743082
EV1006 BVDV-1la - BVDV-1la KP715114 - KP743067
VM96 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KP715141 KP743049 KP743113
M26TT BVDV-1la BVDV-1a BVDV-1la KP715127 KP743062 KP743089
SV239/05 BVDV-1la BVDV-1a BVDV-1la KP715130 KP743065 KP743092
SV478/07 Hobi-like Hobi-like Hobi-like KP715142 KP743038 KP743116
SV154/08 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KP715139 KP743047 KP743111
SV275/08 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KP715140 KP743048 KP743112
SV163/01 BVDV-1b BVDV-1b BVDV-1b KP715128 KP743063 KP743090
SV216/02 BVDV-1la BVDV-1la BVDV-1a KP715129 KP743064 KP743091
SV663/00 BVDV-1la BVDV-1a BVDV-1la KP715131 KP743066 KP743093
SV011/03 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KP715138 KP743046 KP743110
LV/ltabajara/12 BVDV-1la BVDV-1a BVDV-1la KP715118 KP743053 KP743081
LV/LF80/11 BVDV-1d BVvDV-1d BVDV-1d JX122862.1 KP743059 KP743086
LV/LF15/12 BVDV-1le BVDV-1e BVDV-1le KP715120 KP743055 KP743083
LV/LF43/12 BVDV-1la BVDV-1la BVDV-1a KP715121 KP743056 KP743084
LV/LF66/12 BVDV-1b BVDV-1b BVDV-1b KP715122 KP743057 KP743085
LV/LF79/12 BVDV-1la BVDV-1la - KP715123 KP743058 -
LV/Hipra01/12 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KP715132 KP743042 KP743106
LVvO01/12 Hobi-like Hobi-like Hobi-like KC465388 KC465392 KC465396
LV02/12 Hobi-like Hobi-like Hobi-like KC465389 KC465393 KC465397
LV04/12 Hobi-like Hobi-like Hobi-like KC465391 KC465395 KC465399
LV/PB22487/12 Hobi-like Hobi-like Hobi-like KP715144 KP743039 KP743115
LV/Hipral50/13 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KP715135 KP743043 KP743107
LV/N614/13 BVDV-1la BVDV-1a BVDV-1la KP715125 KP743060 KP743087
LV11-65/13 BVDV-1la BVDV-1la BVDV-1a KMO007106.1  KM217386.1 KP715113
LV15-77/13 BVDV-1la BVDV-1a BVDV-1la KMO007107.1 KM217387.1 KP743068
LV17-09/13 BVDV-1la BVDV-1la BVDV-1la KMO007108.1 KM217388.1 KP743069
LV20-71/13 BVDV-1la BVDV-1a BVDV-1la KMO007109.1 KM217389.1 KP743070
LV20-85/13 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KMO007119.1  KM217399.1 KP743094
LV22-02/13 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KMO007120.1 KM217400.1 KP743095
LV23-07/13 BVDV-1b BVDV-1b BVDV-1b KMO007110.1  KM217390.1 KP743071
LV28-31/13 BVDV-2b BVDV-2b BVDV-2b KM007121.1  KM217401.1 KP743096
LV33-18/13 BVDV-1la BVDV-1la BVDV-1la KMO007112.1  KM217392.1 KP743072
LV40-30/13 BVDV-2b BVDV-2b - KM007122.1  KM217402.1 -
LV49-21/13 BVDV-1b BVDV-1b BVDV-1b KMO007113.1  KM217393.1 KP743073
LV49-51/13 ? BVDV-2b BVDV-2b KMO007123.1  KM217403.1 KP743097
LV55-85/13 BVDV-1d BVDV-1d BVDV-1d KMO007115.1  KM217395.1 KP743074



LV56-10/13
LV60-53/13
LV60-57/13
LV67-46/13
LV85-59/13
LV86-68/13
LV86-80/13
LV92-38/13
LV92-45/13
LV95-77/13
Embrapa2007
LV/N1156/13
LV/C3P/13
LV/N98/13
LV/BVDV158
LV/MDBK200/14
LV/CER157/14
LV/CRFK56/14
LV/CER189/14

BVDV-2b
BVDV-1la
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-1la
BVDV-2b
BVDV-1la
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-1d

?
BVDV-1a
BVDV-1a
BVDV-2c
Hobi-like

BVDV-2b
BVDV-1la
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-1la
BVDV-2b
BVDV-1la
BVDV-2b
BVDV-2b
Hobi-like

BVDV-2b
BVvDV-1d

BVDV-2b

BVDV-1a
BVDV-2c

BVDV-2b
BVDV-1a
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-1la
BVDV-2b
BVDV-1la
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-2b
BVDV-1d
Hobi-like

BVDV-1la
BVDV-2c

KMO007124.1
KM007116.1
KMO007125.1
KM007126.1
KMO007117.1
KM007127.1
KMO007118.1
KM007128.1
KMO007129.1
KM007130.1
KP715136
KP715116
KP715133
KP715124
KP715117
KP715134
KP715143

KM217404.1
KM217396.1
KM217405.1
KM217406.1
KM217397.1
KM217407.1
KM217398.1
KM217408.1
KM217409.1
KP743037

KP743044

KP743051

KP743040

KP743052
KP743041

[73R1)

not performed.

“?” unclassified.

KP743098
KP743075
KP743099
KP743100
KP743076
KP743101
KP743077
KP743102
KP743103
KP743104
KP743108
KP743079
KP743114

KP743080
KP743105
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Fig. 1. The phylogenetic tree based on the 5’UTR (a), N* (b), E2 (c) sequences of
reference strains and Brazilian pestivirus isolates. MEGA 6 was used for phylogeny
inference according to maximum likelihood algorithm. Bootstrap supported by >70% of
1000 replicates are indicated in nodes. Brazilian pestivirus isolates are highlighted with
a symbol (e). The GenBank accession numbers of the reference strains are listed after
the strain names. The bar represents a genetic distance. Numbers in brackets (side of
sequence name) in figure la represents the number of isolates with 100% identity in
5’UTR.
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Supporting Information
Additional Supporting Information may be found in the online version of this
article:

Table S1. Description of 89 pestivirus isolates analysed
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No Isolate i\gg?a;tio(jn Ersitgaitr? of Smaartne?ilzl Remarks Reference
persistently infected animal(P1), farm with
1 LV/AM/09 2009 RS serum reproductive disorders -
2 LV/S.Chico/09 2009 RS serum PI, farm with reproductive disorders -
3 LV/Patol02/09 2009 RS serum P1, farm with reproductive disorders -
4 LV/Jaguari/09 2009 RS serum PI, farm with reproductive disorders -
calf without clinical presentation, farm with
5 EVI006 1995 RS serum reproductive disorder Botton et al., 1998
6 VM96 (LV96) 1996 RS serum chronic gastroenteric disease Flores et al., 2000
7 M26TT na na na -
8 SV239/05 2005 MS na P1, farm with reproductive disorders -
9 SV478/07 2007 MT na Pl -
10 SV154/08 2008 RS serum farm with previous infection of BVDV Bianchi et al., 2011
11 SV275/08 2008 RS serum farm with reproductive disorders Bianchi et al., 2011
Cow with respiratory disease and digestive
12 SVv163/01 2001 RS spleen disorders Bianchi et al., 2011
13 SV216/02 2002 RS serum P1, with diarrhea, ulcerations in the digestive tract ~ Bianchi etal., 2011
14 SV663/00 2000 RS serum calf with respiratory disease and retarded growth  Bianchi et al., 2011
15  SVv011/03 2003 RS serum calf with diarrhea Bianchi et al., 2011
16 LV/ltabajara/12 2012 RS serum PI, farm with reproductive disorders -
folicular
17 LV/LF80/11 2011 RS fluid pool of follicular fluid collected in abattoir Weber et al., 2013
folicular
18  LV/LF15/12 2012 SC fluid pool of follicular fluid collected in abattoir -
folicular
19  LV/LF43/12 2012 sC fluid pool of follicular fluid collected in abattoir -
folicular
20  LV/LF66/12 2012 SC fluid pool of follicular fluid collected in abattoir -
folicular
21 LVI/LF79/12 2012 SC fluid pool of follicular fluid collected in abattoir -
22 LV/Hipra01/12 2012 RS serum farm with reproductive disorders -
23 LV01/12 2012 PB serum P1, farm with reproductive disorders Weber et al., 2014b
24 LV02/12 2012 PB serum P1, farm with reproductive disorders Weber et al., 2014b
25  LV04/12 2012 PB serum P1, farm with reproductive disorders Weber et al., 2014b
26  LV/PB22487/12 2012 PB serum PI, farm with reproductive disorders -
27 LV/Hipral50/13 2013 RS serum farm with reproductive disorders -
28  LVIN614/13 2013 RS spleen -
29 LV11-65/13 2013 RS serum Weber et al., 2014c
30  LV15-77/13 2013 RS serum Weber et al., 2014c
31 LV17-09/13 2013 RS serum Weber et al., 2014c
32 LV20-71/13 2013 RS serum Weber et al., 2014c
33 LV20-85/13 2013 RS serum Weber et al., 2014c
34 LV22-02/13 2013 RS serum Weber et al., 2014c
35  LV23-07/13 2013 RS serum Weber et al., 2014c
36 LV28-31/13 2013 RS serum Weber et al., 2014c
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LV33-18/13
LV40-30/13
LV49-21/13
LV49-51/13
LV55-85/13
LV56-10/13
LV60-53/13
LV60-57/13
LV67-46/13
LV85-59/13
LV86-68/13
LV86-80/13
LV92-38/13
LV92-45/13
LV95-77/13
Embrapa2007

LV/N1156/13

LV/C3P/13

LV/N98/13
LV/BVDV158

LV/MDBK200/14
LV/CER157/14
LV/CRFK56/14
LV/CER189/14

LV/c- SFB/13
AP1337
SV66/07
SV728/02
LVv71
N1093/07
LV15-83/13
LV29-44/13
LV40-29/13
LV40-40/13
LV55-16/13
LV56-27/13
LV56-85/13
LV90-31/13
LV108-11/13
LV49-62/13

SV284/08

LF14/11

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2007

2013

2013

2013

na

2014

2014

2014

2014

2013
na

2007
2002
na

2007
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

2008

2011

RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
PR

na

RS

MT
RS

RS

RS

RS

RS

RS
na
RS
na
na
na
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS

na

RS

serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
na

spleen,
thymus
cell

culture

serum

serum
cell
culture
cell
culture
cell
culture
cell
culture
cell
culture

na

serum
serum
na

na

serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum
serum

serum

tissues

folicular
fluid

farm with abortions

farm with calf showing diarrhea, weakness

gastroenteric disease

P1, asymptomatic calf

farm with reproductive disorders, calf with
diarrhea and prostration

pool of follicular fluid collected in abattoir
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Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c

Bianchi et al., 2011
Bianchi et al., 2011

Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c
Weber et al., 2014c

Bianchi et al, 2011

Weber et al., 2013
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80

81
82

83

84

85

86
87
88
89

Cles
Storch

LV210185K/13
LV/20650/14

LV/MDBK10/14

LV/MDBK18/14

LV/CRFK301/14

LV03/12
AP1275/13
LV210120K/13
SV108/05

na

na

2013
2014

2014

2014

2014

2012
2013
2013
2005

na

na

na

na

RS

RS

RS

PB
RS
na

RS

na

na

FBS

FBS
cell
culture
cell
culture
cell
culture

serum
spleen
FBS

na

PI, farm with reproductive disorders

P1, gastroenteric disease

Heifer with chronic diarrhea

62

Weber et al., 2014b

"na" not available

"-" isolates from this study
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4 CONCLUSOES

o BVDV-1 (53,9%) foi a espécie mais detectada, porém BVDV-2 (33,7%)
e virus Hobi-like (12,3%) também foram detectados.

o Os subgendtipos identificados foram BVDV-1a, 1b, 1d, le, 2b e 2c.

o BVDV-1e e 2c foram detectados pela primeira vez no Brasil.

o A topologia das arvores filogenéticas das trés regides genémicas foi
similar. Porém, a analise filogenética da N e da E2 se mostrou mais adequada e
consistente para a classificacdo dos pestivirus analisados.

. As sequéncias dos isolados de pestivirus brasileiros tiveram uma grande
variacdo na sequéncia de nucleotideos e mostraram uma consideravel diferenca em
relacdo as cepas de referéncia.

o Os resultados desta dissertacdo fornecem um maior entendimento sobre a
diversidade genética dos pestivirus brasileiros, o que podera auxiliar no
desenvolvimento de vacinas e testes de diagndsticos mais eficazes, que contribuirdo em

futuros programas de controle e erradicacéo no Pais.
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